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RESUMEN

El objetivo de este trabajo de integracion curricular fue sintetizar y caracterizar 6xido de grafeno
funcionalizado con nanoparticulas de cobre y plata obtenidos mediante procesos quimicos y
bioldgicos; ademas evaluar su actividad antimicrobiana en cepas bacterianas, Staphylococcus
aureus, y en Escherichia coli. Para lo cual el 6xido de grafeno fue sintetizado por el método de
Hummers modificado, la obtencion de las nanoparticulas fue por métodos top-down, en la sintesis
de nanoparticulas de plata por ruta quimica se utilizé citrato de sodio, y por ruta biologica se
empled caléndula (Calendula Officinalis). Para la produccion de las nanoparticulas de cobre por
ruta quimica se empleo acido ascorbico, mientras que para la sintesis biolégica se utilizd limon
persa (Citrus limon). La funcionalizacién del 6xido de grafeno con las nanoparticulas metalicas
permitié que se inserten grupos funcionales con el fin de mejorar las propiedades antimicrobianas,
la funcionalizacion se llevé a cabo por agitacion magnética y sonicacion. Los nanomateriales
fueron caracterizados mediante Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis), Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de
Energia (EDS), Espectroscopia Raman, técnicas de Microscopia de Barrido Electronico (SEM) y
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM). Para el anélisis estadistico se utilizé test de Anova entre
las concentraciones de las nanoparticulas y el método de obtencion, los resultados fueron
significativamente diferentes, es decir, estos factores influyen directamente al crecimiento e
inhibicion de las bacterias. Tras la experimentacion se logré identificar que el 6xido de grafeno
funcionalizado con nanoparticulas de plata presenta mayor inhibicién en la cepa (Staphylococcus
aureus), induciendo el 99.9% de muerte bacteriana in vitro. Se recomienda continuar con el
estudio de actividad antimicrobiana en diferentes cepas Gram Positivo y Gram Negativo con el
fin de observar la influencia de los nanomateriales y encontrar una alternativa ante la resistencia

bacteriana.

Palabras clave: <OXIDO DE GRAFENO>, <NANOPARTICULAS DE PLATA>,
<NANOPARTICULAS DE COBRE>, <CALENDULA (Calendula officinalis)>, <LIMOM
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SUMMARY

The aim of this curricular integration work was to synthesise and characterise graphene oxide
functionalised with copper and silver nanoparticles obtained by chemical and biological
processes; also, to evaluate its antimicrobial activity in bacterial strains, Staphylococcus aureus,
and Escherichia coli. For which the graphene oxide was synthesised by the modified Hummers
method, the nanoparticles were obtained by top-down methods, in the synthesis of silver
nanoparticles by chemical route sodium citrate was used, and by biological route calendula
(Calendula Officinalis) was used. Ascorbic acid was used to produce copper nanoparticles by
chemical route, while Persian lemon (Citrus limon) was used for the biological synthesis.
Functionalisation of the graphene oxide with the metal nanoparticles allowed functional groups
to be inserted to improve the antimicrobial properties, the functionalisation was carried out by
magnetic stirring and sonication. The nanomaterials were characterised by Ultraviolet Visible
Spectroscopy (UV-Vis), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Energy Dispersive X-
ray Spectroscopy (EDS), Raman Spectroscopy, Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Atomic Force Microscopy (AFM) techniques. For the statistical analysis, the Anova test was used
between the concentrations of the nanoparticles and the method of obtaining them, the results
were significantly different, i.e. these factors directly influence the growth and inhibition of the
bacteria. After the experimentation, it was possible to identify that the graphene oxide
functionalised with silver nanoparticles presents greater inhibition in the strain (Staphylococcus
aureus), inducing 99.9% of bacterial death in vitro. It is recommended to continue with the study
of antimicrobial activity in different Gram-positive and Gram-negative strains to observe the
influence of nanomaterials and find an alternative to bacterial resistance.

Keywords: <GRAPHENE OXIDE>, <SILVER NANOPARTICLES>, <COPPER
NANOPARTICLES>, <CALENDULA (Calendula officinalis)>, <LEMOM (Citrus limon)>,
<Escherichia coli>, <Staphylococcus aureus>, <ANTIMICROBIAL ANTIMICROBIAL>
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INTRODUCCION

La nanotecnologia es la ciencia que se encarga del estudio de los objetos a nanoescala, en dicha
escala las propiedades fisicas y quimicas del material difieren significativamente a nivel
macroscopico como microscopico. (Sengupta et al. 2015: p. 2). Los avances en la nanotecnologia y
la nanociencia han permitido el desarrollo, creacién y manipulacion de nuevos materiales con
propiedades estructurales Unicas, permitiendo asi aplicaciones relacionadas en areas como en la
robotica, medicina, electronica, quimica, fisica, biofisica, entre otras.

Los nanomateriales son aquellos que miden entre 1 y 100 nanémetros (nm) y nanoparticulas
(NP’s) son estructuras cuyo tamafio es inferior a 100 nanémetros (nm), las cuales pueden ser
sintetizadas por diferentes materiales incluido los metales, ademas, dentro de la ciencia ha
Ilamado la atencion debido a sus caracteristicas extraordinarias como su alta cantidad de &tomos
superficiales y la relacion area/ volumen, si el area superficial aumenta, el didmetro de la
particula disminuye y como consecuencia presenta un incremento en las propiedades originales
del material en bruto (Galdiero et al., 2011: pp.12).

El término nanomaterial es el resultado nanotecnoldgico que emplea una variedad de materiales
con composicidn y propiedades distintas, pero con la caracteristica comun de que al menos una
dimension externa o parte de la particula pueda ser constituida a escala nanométrica. Algunos
nanomateriales como nano 6xidos de diferentes metales se fabrican por reduccién de tamafio de
particulas existentes en la naturaleza, otros como los nanomateriales de carbono se obtienen
mediante procesos de sintesis, con el fin de incorporar nuevos productos con aplicaciones en la
industria, energia, construccidn, medicina, la ingenieria de materiales y aeroespacial (INSHT,
2015: pp.10). Las nanoparticulas compuestas por materiales metalicos han despertado un gran
interés cientifico por las interesantes propiedades bioldgicas, dpticas, electrénicas, cataliticas,
ademas, han contribuido a una variedad de aplicaciones dentro de la Quimica, Biologia,
Medicina, y Fisica.

En el presente trabajo se pretende evaluar la actividad antimicrobiana en bacterias Gram
Positivo y Gram Negativo utilizando como nanomaterial al 6xido de grafeno funcionalizado
tanto con nanoparticulas de plata y de cobre obtenidas por métodos biol6gicos y quimicos, a
diario las bacterias presentan problemas para el ser humano y para la medicina, pese a que los
antibidticos son una solucidn a este problema pueden causar resistencia bacteriana, es por eso,
que en esta investigacion se proporcionard una alternativa para la actividad antimicrobiana en
cepas bacterianas.

El Capitulo 1 aborda el estado del arte que precede a nuestra investigacion sin dejar de prestar

atencidn a todo lo que compete el desarrollo cientifico y préactico.



En el Capitulo 2 se toma en cuenta paso a paso y de una forma detallada el desarrollo cientifico-
practico llevado a cabo en la presente investigacion juntamente con los reactivos y materiales
usados en el laboratorio para obtener los nanomateriales y las nanoparticulas.

El Capitulo 3 describe los resultados obtenidos de la funcionalizacion de nuestro nanomaterial
como es el nano hibrido de 6xido de grafeno con nanoparticulas de plata y nano hibrido de 6xido
de grafeno con nanoparticulas de cobre, asi como de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
y la concentracion minima bactericida (CMB) en Escherichia coli bacteria Gram Negativo y

Staphylococcus aureus Gram Positivo.



OBJETIVOS

General

Sintetizar y caracterizar el 6xido de grafeno funcionalizado con nanoparticulas de cobre
y plata obtenidos mediante procesos quimicos y biol6gicos y evaluar su actividad

antimicrobiana.

Especificos

Obtener 6xido de grafeno a partir de grafito natural.

Sintetizar nanoparticulas de cobre y plata por el método quimico top-down.

Obtener nanoparticulas de cobre y plata por métodos bioldgicos.

Realizar la caracterizacidn espectroscopica del 6xido de grafeno funcionalizado con
particulas de cobre usando técnicas UV-Visible, Espectroscopia FTIR, Espectroscopia
Raman, Espectroscopia de rayos X por dispersion en energia (EDS).

Realizar la caracterizacidn espectroscopica del 6xido de grafeno funcionalizado con
nanoparticulas de plata usando técnicas UV-Visible, Espectroscopia FTIR,
Espectroscopia Raman, Espectroscopia de rayos X por dispersion en energia (EDS).
Efectuar la caracterizacion morfoldgica del oxido de grafeno funcionalizado con
nanoparticulas de plata utilizando las técnicas de Microscopia de fuerza atomica (AFM)
y Microscopia de Barrido Electronico (SEM).

Efectuar la caracterizacion morfoldgica del oxido de grafeno funcionalizado con
nanoparticulas de cobre utilizando las técnicas de Microscopia de fuerza atémica
(AFM) y Microscopia de Barrido Electronico (SEM).

Evaluar la actividad antimicrobiana del Oxido de grafeno funcionalizado con
nanoparticulas de cobre usando Concentracién Inhibitoria Minima (CMI) vy
Concentracién Minima Bactericida (CMB).

Evaluar la actividad antimicrobiana del 6xido de grafeno funcionalizado con
nanoparticulas de plata usando Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) vy

Concentracién Minima Bactericida (CMB).



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

Los progresos cientificos en nanociencia y en nanotecnologia se ha incrementado
exponencialmente en las Ultimas décadas, cada vez son mas las indagaciones acerca de
nanomateriales que proporcionan versatilidad con una mejoria en sus propiedades, las cuales
permiten desarrollar aplicaciones en diversos &mbitos.

Para desarrollar la presente investigacion se adquiri6 como base, estudios que se detallan a
continuacion:

Mokkapati VRSS y sus colaboradores destacan la importancia de comprender la interaccion del
Oxido de grafeno (GO) y sus derivados con las bacterias, que pueden ser netamente mecanicas
como metabdlicas, en su estudio se evalUa la actividad antimicrobiana de GO (0xido de grafeno)
y rGO (6xido de grafeno reducido) contra bacterias Gram Positivo (B. subtilis y P. auruginosa),
demostraron que GO inhibe el crecimiento de P.auruginosa y que el rGO es toxico para ambas
bacterias (Mokkapati et al., 2018: p.3).

Segun el estudio de Liu, S. y sus colaboradores, la actividad antimicrobiana en dispersiones
acuosas sobre Escherichia coli mostraron en el conteo de colonias que el 6xido de grafeno tiene
una mayor actividad antimicrobiana, y que la citotoxicidad puede contribuirse al estrés oxidativo

gue se presenta en la membrana de bacterias provocando una muerte celular.(Liu et al., 2011:
pp.6971-6980).
Bouchareb, S. junto con sus colaboradores exponen que el nanohibrido de 6xido de grafeno y

nanoparticulas de plata aseguran un contacto activo entre las células bacterianas, lo gque provoca
una perforacién mecénica en la pared celular por los bordes agudos del GO, especialmente para
especies Gram negativo cuya pared celular estd constituida por peptidoglicano. Ademas, el
nanohibrido GO-Ag exhiben cierta sensibilidad en Gram negativo; los resultados muestran que
el aumento del tiempo de contacto y la concentracion son proporcionales al efecto
antimicrobiano (Bouchareb et al., 2020: pp.2-6 ).

En el 2014 se realiza una investigacion con una pelicula de grafeno manipulada por transferencia
de carga con cobre; con bacterias de tipo Gram negativo y Gram positivo como las Escherichia
coli y Staphylococcus aureus respectivamente, para comprobar su respuesta antimicrobianay la
constante transferencia de electrones que resulta una incapacidad de respiracion celular provoca

su posterior muerte (Li et al., 2014: pp 228-240).



1.2.  Marco Conceptual

1.2.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia proviene del griego vavoc que significa enano, se presenta como un area
nueva de exploracion en el estudio de los materiales, donde se rednen diversas ramas del
conocimiento como la fisica, quimica, biologia, medicina, entre otras, cuyo fin es estudiar
fendmenos que ocurren a nivel atdmico y molecular. Ademas, es el desarrollo de sistemas en
escala manométrica que corresponde a un factor 10" -9 m, que, corresponde a una mil
millonésima parte de un metro es decir e1 nanémetro, la nanotecnologia estudia la materia desde
un nivel de resolucién manomeétrico, entre 1 y 100 nandmetros (Santana Cabello y Gafian Rojo, 2019:
pp. 508-516).

La nanotecnologia ha experimentado un desarrollo rapido en la ultima década debido a los
avances en las técnicas de nanosintesis y nanofabricacion empleada para sintetizar material a
nanoescala y fabricar nanodispositivos. Los diferentes enfoques utilizados en la sintesis de
nanomateriales y nanodispositivos pueden adaptar materiales precursores solidos, liquidos y/o
gaseosos. En general, la mayoria de estas técnicas puede clasificarse como bottom-up y top-

down (Pérez et al., 2017: pp.1-4).

TOP-DOWN BOTTOM-UP
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Figura 1-1: Esquema de mecanismos de top-down y bottom-up.
Realizado por: (Hegazy y Borham, 2018).

El enfoque Top-down empieza con un material a granel y consiste en disminuir el tamafio de
agregacion utilizando energia hasta alcanzar una nanoestructura. Con este método es posible
obtener dispositivos muy complejos como microprocesadores o microchips, sin embargo, el
método presenta limitaciones como la generacion abundante de desperdicios y necesidad de
energia.

El enfoque Botton-up, por otro lado, es sintetizar las nanoestructuras mediante reacciones
quimicas o por autoensamblaje partiendo de componentes atdmicos y moleculares hasta llegar
a la estructura deseada. Este método produce pocos desperdicios, emplea poca energia y ademas

se puede controlar la forma y tamafio de las nanoparticulas.
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Pese a que la nanotecnologia es una ciencia muy reciente su aplicacién y estudio al pasar de los
afios ha demostrado que es muy util ya que tiene gran repercusion en la sociedad como la

tecnologia, farmacia, medicina, biotecnologia, etc.

1.2.2. Sintesis de Nanoparticulas

Los métodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos aproximaciones "top down"
y las "bottom up". La primera se fundamenta en la reduccion de s6lidos mésicos en proporciones
pequefias. En este enfoque se involucra la molienda denominada como el desgaste, numerosos
métodos fisicos, y la volatilizacion de un s6lido acompafiado por la condensacién de los
componentes volatilizados. El segundo método, bottom up, consiste en la fabricaciéon del
material desde “abajo”, a partir de &tomos o moléculas, para la generacion de compuestos mas
grandes. Ambos enfoques tienen roles importantes en la industria moderna y en la
nanotecnologia.
Las nanoparticulas se preparan por varios metodos fisicos, quimicos, y biolégicos (Iravani, 2011:
p.2640). Los métodos fisicos mas importantes son de arco de descarga, la condensacidn fisica en
fase vapor, y la ablacion con laser. Los métodos quimicos frecuentemente utilizados para la
sintesis de nanoparticulas metalicas incluyen la reduccion quimica en fase homogénea,
reduccién en microemulsiones, reduccion foto-inducida, reduccion electroquimica y sintesis
asistida por microondas. Los métodos de base bioldgica consisten en métodos de sintesis verde,
donde se utilizan extractos de diferentes plantas, células bacterianas u hongos como agentes
reductores (Mohanpuria, Ranay Yadav, 2008: p.372).
El tamafio pequefio no es el Gnico requerimiento en la sintesis de nanomateriales. Para cualquier
aplicacion préctica se necesita tener un control del proceso de forma tal que las nanoparticulas
tengan las siguientes propiedades: tamafio idéntico de todas las particulas, igual morfologia, la
misma composicion quimica, y ausencia de aglomeracion.
Las nanoparticulas de Ag y Cu en bajas concentraciones son seguras y no toxicas para las células
humanas y animales, por lo tanto, el grado de toxicidad de nanoparticulas metéalicas para el
medio ambiente se considera extremadamente bajo en comparacion con otros materiales (Duran
et al., 2007: pp. 203-204). Por otro lado, las nanoparticulas de cobre resultan de elevado interés ya
que presentarian propiedades antibacterianas, actividad catalitica, propiedades oOpticas y
magnéticas, a un coste mucho menor que las nanoparticulas de plata. Ademas, cuentan también
con una elevada relacion volumen: superficie, lo que les confiere una aplicacion potencial en
sistemas para liberacion controlada de drogas en terapias contra el cancer, modulacion del
comportamiento celular, inmunosensores, deteccion de glucosay ADN, entre otras aplicaciones
terapia y diagndstico médico (Goel et al., 2018: pp2-9).
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1.2.3. Nanoparticulas Metalicas

Las nanoparticulas metélicas se acercan al intervalo de 1 a 10 nm, los efectos de tamafio y area
se hacen maés caracteristicas. Esto tiene repercusiones que pueden afectar sus propiedades
magnéticas, la conduccion electronica, en la temperatura de fusion o en la reactividad quimica,
ademas de otras mas. Es posible controlar dichas propiedades selectivamente por la

modificacién de su tamafio, su morfologia y su composicion (Lopez Téllez et al., 2013: p.4).

1.2.4. Nanoparticulas de Plata

1.2.4.1. Propiedades de las Nanoparticulas de Plata

Las nanoparticulas metélicas de plata AgNP’s muestran fascinantes propiedades bioldgicas,
Opticas, magnéticas, electronicas que se relacionan con su tamafio, forma, composicion y

estructura de la particula (Master, 2017: pp 30-37).

1.2.4.2. Aplicaciones Biomédicas

La plata ha sido empleada durante miles de afios como metal precioso por el ser humano en
aplicaciones como joyeria, utensilios, moneda, fotografia o explosivos. De todos estos usos, uno

de los mas importantes es como agente desinfectante con fines higiénicos y médicos (Monge,
2009: pp.1576-1580).

1.2.5. Nanoparticulas de Cobre

1.2.5.1. Propiedades de las Nanoparticulas de Cobre

Poseen una alta conductividad eléctrica y térmica y estas las hacen ser usadas ampliamente en
campos como la microelectrénica, ademas, presentan una gran area superficial con respecto a
su volumen lo que hace resaltar las propiedades del cobre y favorece la liberacion de iones cobre
y siendo clave en el area de catalisis siendo aln mas nocivo para microorganismos patégenos.

1.2.5.2 Aplicaciones Biomédicas

Las nanoparticulas de cobre tienen propiedades antimicrobianas, por lo que se puede utilizar

como fungicida y antisépticos (Guajardo, 2013: p.136).
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1.2.6. Oxido de Grafeno (GO)

Es una capa de grafeno unida por enlaces sp3 a grupos funcionales oxigenados como carbonilos,
carboxilos e hidroxilos, etc. Generalmente uno de los principales procesos para la obtencion es
por exfoliacion quimica usando agentes de oxidacion fuertes (Yelil Arasi et al., 2009: pp. 1229-1234).
Ademas, el 6xido de grafeno tiene propio interés cientifico y tecnol6gico, como una forma
basica de carbono y de suma importancia tecnoldgica, ya sea como plataforma para la creacién
de nuevos materiales tanto como materiales compuestos basados principalmente en GO, y

demostrado en varias aplicaciones tanto médicas, tecnolégicas, farmacéuticas, etc. (Martinez
Orozco, 2015: p.80).
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Figura 2-1: Estructura Esquematica de éxido de grafeno
Realizado por: (Jahan, Liuy Loh, 2013).

Los grupos funcionales polares que estan compuestos por el oxigeno le aportan una importante
polaridad por lo que es considerado como un material hidrofilico, ademas esto permite que
pueda reaccionar con muchos otros agentes quimicos ya sea organicos e inorganicos

permitiendo la facil creacion de nuevas funcionalidades (Yelil Arasi et al., 2009: pp. 1229-1234).

1.2.7. Agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos son sustancias obtenidas por sintesis 0 naturalmente, que mediante
algin mecanismo de accién tienen la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de
microorganismos. Es posible la produccion de agentes sintéticos o semisintéticos mediante la
modificacién de la estructura quimica de un algin agente antimicrobiano cuya generacion fue

natural. Los primeros agentes sintéticos usados fueron los del grupo de los colorantes (Mml,
Errecalde y Mestorino, 2011: pp.1-14).
El primer agente antimicrobiano fue el Salvarsan, en 1910. En 1935 se comenzaron a desarrollar

las sulfonamidas, compuestos sintéticos, que presentaban limitaciones en términos de eficacia

y seguridad (Sagay Yamaguchi, 2009: pp 1-6).



El primer antibidtico natural fue la penicilina, producida por el hongo Penicillium notatum, y
descubierta en 1928 por Alexander Fleming. A partir de alli comenzd la era de los antibi6ticos,
con su introduccion como agentes terapéuticos contra infecciones microbianas. Desde ese
momento, los antibi6ticos han sido los antimicrobianos mas efectivos en quimioterapia y una
gran variedad de antibidticos fueron descubiertos e introducidos en aplicaciones clinicas (Davies
y Davies, 2010: pp 1-17).

No obstante, en los Gltimos afios, la produccién de nuevos antibioticos ha disminuido de forma
considerable y eso ha sido un problema médico grave en todo el mundo la resistencia a los
mismos por parte de los distintos microorganismos (Cor et al., 2003: pp.1-5). LOS microorganismos
adquieren resistencia a estos por diferentes mecanismos como por ejemplo mutaciones
cromosdmicas o intercambio genético mediado por plasmidos y transposones. Por el proceso
natural de seleccion, ante la presencia de antibidticos en el medio ambiente, s6lo se multiplicaran
los microorganismos que los resistan y, por consiguiente, se trasmitird esa caracteristica a la
poblacién microbiana que se origine a partir de 1os mismos (Okonko et al., 2009: pp.105-109). Esto
ha originado que, ante el uso extensivo de antibioticos en la comunidad y en los hospitales, se
incremente cada mas la aparicion de microorganismos resistentes. ES por esto, que existe
actualmente una amplia demanda en mejorar y generar nuevos materiales o moléculas que

actlien como antimicrobianos.

1.2.8. Platay cobre como agentes antimicrobianos

Tanto el cobre como la plata han sido ampliamente utilizados, durante siglos, como agentes
antimicrobianos en una gran cantidad de aplicaciones. Los iones Ag+ y Cu2+ resultan ser
extremadamente toxicos para las bacterias incluso en concentraciones excepcionalmente bajas.
Aunque el comportamiento antibacteriano de estos elementos no se comprende completamente,
se han propuesto dos potenciales mecanismos de accion (Palza, Delgado y Pinochet, 2015: p.3). Uno
de los mecanismos esta basado en la capacidad de generar especies reactivas de oxigeno, las
cuales pueden inducir un estrés oxidativo en las bacterias, resultando en que las células fallen
en el mantenimiento de sus funciones fisiolégicas normales. El otro mecanismo esta dado por
la capacidad de estos iones de interaccionar con enzimas y proteinas celulares, uniéndose a
grupos funcionales con carga negativa que estén presentes en ellas, principalmente con grupos
tioles. Finalmente, esto resulta en cambios estructurales a nivel de la membrana plasméatica de
la bacteria, lo cual aumenta su permeabilidad causando disipacion de protones y finalmente

muerte celular.



1.2.9. Nanoparticulas de plata y cobre como agentes antimicrobianos

En numerosas investigaciones se ha observado que cuando a la plata y al cobre se los prepara
en forma de nanoparticulas se observan caracteristicas antimicrobianas superiores a las que
posee el material tradicional, posiblemente debido a su mayor relacion superficie: volumen. Esto

permite, ademas, que interactien de manera distinta con las membranas bacterianas (Panacek et
al., 2018: pp.65-67).
Las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas de plata han sido establecidas y se han

propuesto diversos mecanismos de accion (Lee et al., 2011: pp. 1971-1977) pero hay muy pocos
estudios reportados sobre los efectos bactericidas del cobre nano particulado.

En diversos trabajos se presentan a las nanoparticulas como alternativas a los agentes
antibacterianos tradicionales por presentar una menor toxicidad en células eucariotas al liberar
menor cantidad de iones metalicos (Katsumiti et al., 2015: pp. 2-20). Ademas, pueden ser
inmovilizadas y adheridas a diferentes superficies, lo cual tiene aplicacion en numerosos
campos. Asimismo, las nanoparticulas de plata pueden ser combinadas con polimeros para
generar materiales compuestos con mayor actividad antimicrobiana.

Se han realizado ensayos sobre el efecto del tamafio de nanoparticulas de plata esféricas de entre
1y 10 nm. En primer lugar, observaron que las NP interactdan con la membrana de células E.
coli, e ingresan en el interior de estas bacterias.

Mediante imégenes obtenidas por microscopia de campo oscuro (HAADF) y microscopia
electrénica de transmision (TEM) se propuso que el efecto bactericida podria depender del
tamafio, ya que las nanoparticulas que ingresaban a la célula tenian tamafios similares a las que
se encontraban delimitando la membrana, lo cual indicaria que solo las particulas que

interactan con la membrana son capaces de ingresar al citoplasma (Morones et al., 2005: pp.2346-
2353).
Por otro lado, Salopek y colaboradores sugirieron que cuando un cultivo de E. coli es tratado

con nanoparticulas de plata, estas se acumulan en la pared celular bacteriana y desactivan
enzimas celulares, provocandole perforaciones e incrementando significativamente su
permeabilidad, lo cual afecta negativamente el transporte activo a través de la membrana
plasmatica y genera la muerte celular (Sondi and Salopek-Sondi, 2004: pp. 178-180).

Otros aportes indican que las nanoparticulas de Ag esféricas probablemente interacttan con el
azufre y los complejos que contienen fésforo como el ADN vy las cadenas lipidicas de la
membrana externa de las (Gram -), interrumpiendo de esta forma la morfologia de la membrana
plasmética celular y ocasionando dafios irreversibles en el material genético, impidiendo la

multiplicacion celular. Por otro lado, se establecid que las nanoparticulas de cobre pueden unirse
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al ADN vy distorsionar su estructura helicoidal por medio de entrecruzamientos entre las hebras,
interfiriendo de esta forma con los procesos bioquimicos tras su ingreso en el interior celular.
La razén por la cual las bacterias (Gram +) pueden resultar menos resistentes a las
nanoparticulas de plata y cobre, podria residir en la gran abundancia de grupos aminos y
carboxilos presentes en la superficie celular de estas bacterias y la gran afinidad de las
nanoparticulas metalicas por estos grupos. No obstante, muchas investigaciones recientes
difieren en cuanto al mecanismo de accion antibacteriano de las nanoparticulas de Ag y Cu
descriptos anteriormente y proponen que las propiedades antibacterianas de las nanoparticulas
se deben a la liberacion de iones en las cercanias de las bacterias por oxidacion, y no a la accion
de las nanoparticulas en si mismas. Por ejemplo, la posibilidad de contribucién de los iones de
plata pertenecientes a las nanoparticulas que pueden presentar efectos inhibitorios se verifico
mediante voltametria (S. Lee et al., 2011: pp.3051-3056).

En este estudio, se observo la liberacidn efectiva de iones al medio, a través del comportamiento
electroquimico de las nanoparticulas. Por otro lado, investigadores de la Universidad de Rice,
determinaron que la efectividad de nanoparticulas de plata se debe principalmente a su
propiedad de ionizacion en ambientes aerobios, mientras que sin oxigeno las nanoparticulas
demostraron no tener efecto antimicrobiano (Xiu et al., 2012: pp. 4271-4275).

Se ha observado que ante la presencia de los iones de Ag+ las bacterias generaban una
condensacion del ADN, lo cual podria significar un posible mecanismo de defensa de estas
frente a estos compuestos toxicos. Ademas, los iones metalicos podrian generar la separacion
del citoplasma y la pared celular, lo cual seria la causa de la inhibicién de la multiplicacion de
las células bacterianas, tanto en bacterias (Gram +) como en (Gram -) (Wang et al., 2005). Debido
a las controversias existentes, en este proyecto se considerd interesante realizar una comparacion

de la actividad antibacteriana de diferentes tipos de nanoparticulas metalicas.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Planteamiento de la Hip6tesis

2.1.1. Hipdtesis General

El 6xido de grafeno funcionalizado tanto con nanoparticulas de cobre y nanoparticulas de plata
posee una actividad antimicrobiana en cepas Gram Positivo y Gram Negativo causantes de

infecciones en humanos.

2.1.1.2. Hipotesis Especificas

El 6xido de grafeno funcionalizado con las nanoparticulas metalicas presenta una alta capacidad
de destruccidn en cultivos bacterianos Staphylococcus aureus, y Escherichia coli.

El éxido de grafeno funcionalizado con nanoparticulas de plata afecta al crecimiento de
Staphylococcus aureus, y Escherichia coli.

Las técnicas de Concentracion Inhibitoria Minima y Concentracion Minima Bactericida en
Staphylococcus aureus, y Escherichia coli, permiten una alternativa antimicrobiana utilizando

el 6xido de grafeno funcionalizado con nanoparticulas de cobre.

2.2. Disefio de la Investigacion

2.2.1. Tipo de Investigacion

Este estudio es de tipo cuantitativo ya que para la obtencion de los resultados de Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) se realizan
procedimientos basados en la medicién del crecimiento bacteriano in vitro, ademas es de tipo
longitudinal ya que se comprobaré el crecimiento de las bacterias en los medios de cultivo tanto
de Gram Negativo como de Gram Positivo. El proyecto esta enfocado en el desarrollo, sintesis
y caracterizacion de cada uno de los nanomateriales por lo que se considera un trabajo
experimental.

El objeto de estudio es la actividad antimicrobiana del 6xido de grafeno funcionalizado tanto

con las nanoparticulas de plata y cobre obtenidas por sintesis quimica y bioldgica,
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adicionalmente se basa en hipotesis que seran comprobada o discrepada por medio de la

experimentacion.

2.2.2. Detalle Experimental

Sintesis del Oxido de grafeno

Para la sintesis del 6xido de grafeno se utilizé el método de Hummers modificado, 3gr de grafito
natural de marca Algin fue mezclado con 70 mL de &cido sulfurico H,SO4en vigorosa agitacion
utilizando un agitador magnético de la marca Fisher Scientific, posteriormente se agregd
lentamente 9gr de permanganato de potasio KMnO, El bafio de hielo fue necesario en toda esta
reaccion ya que la temperatura no debia superar los 20°C. Posteriormente fue cambiado a un
bafio de aceite para provocar un incremento de temperatura a 50°C por 30min. Manteniendo aln
en agitacion constante se agregd al reactor 150mL de agua destilada por 20min y la temperatura
es incrementada a 90°C. A continuacion, se afiadié 500mL de agua destilada a la solucién,
seguidamente 30mL de perdxido de hidrégeno H.O; al 30% fueron colocados a la reaccion gota
a gota, en este paso se presenta un cambio de coloracion de café obscuro a amarillo. Esta
solucion fue centrifugada a 3000rpm por 10min vy el precipitado fue lavado 3 veces con una
solucion 1:10 de HCI y agua destilada a las mismas especificaciones mencionadas
anteriormente. Finalmente, este precipitado fue secado en una estufa GREAT LAB - IB- 9052A
a una temperatura de 80°C por 24 horas. 4gr. del material seco fue sonicado por 2 horas en
4000mL de agua destilada y este fue centrifugado por 30min a 1000rpm obteniendo una
suspensién de éxido de grafeno menos denso que representa el sobrenadante, y 6xido de grafito

el material precipitado que no fue exfoliado (Tene et al., 2020: p3).
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Figura 3-2: Experimento 1: Sintesis del GO.
Realizado por: Barba. M &Pachacama. J, 2021.
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Sintesis quimica de las nanoparticulas de plata (AgNP’s)

En 500mL de agua destilada fueron agregados 5gr de nitrato de plata AgNO; y llevadas a
ebullicion, en un vaso de precipitacién de 50mL 5gr de citrato de sodio NasCeHsO7 fueron
pesados, al cual se afiadi6 10mL de agua destilada. Esta Gltima solucion fue agregada a la
primera gota a gota utilizando una bureta mientras se mantuvo en agitacion constante, ademas
la solucién debe alcanzar los 90°C por 1 hora. Finalmente, el precipitado se recolecté en un
vidrio reloj y fue secado a 80°C por 24 horas (Ramadhani Khija, ludovick Uttoh 2015: pp. 1576-1577).
Sintesis bioldgica de las nanoparticulas de plata (AgNP’s)

Un peso de 25gr de semillas de Caléndula Officinalis fue lavado por algunas ocasiones con agua
destilada para quitar impurezas y luego fueron agregadas en un vaso de precipitacion con 100mL
de agua destilada. Fue llevado a ebullicion por 30min y filtrado con papel filtro por CHMLAB
Group N°1. A 25mL del extracto obtenido anteriormente se agrega 5gr de nitrato de plata
AgNOs y esta solucion fue aforada a 225mL con agua destilada. EIl precipitado fue secado a
80°C por 24 horas (Baghizadeh et al. 2015: pp. 159-163).

Sintesis quimica de las nanoparticulas de cobre (CulNP’s)

Las nanoparticulas de cobre fueron sintetizadas mediante reduccidn quimica, 25gr de sulfato de
cobre pentahidratado CuSO..5H,O fueron afiadidos en 120mL de una solucion de almidén al
1,2% manteniendo en agitacion por 30min. Luego, en 50mL de agua destilada se agreg6 35,2gr
de acido ascorbico C¢HsOs Yy esta solucion fue agregada a la primera, subsecuentemente 30mL
de una solucion de 40gr de hidréxido de sodio NaOH, fue agregada lentamente a la solucion por
medio de una bureta y calentada a 80°C por 2 horas observando un cambio de color. El
precipitado es lavado con agua destilada y etanol por 3 veces para eliminar el exceso de almidén
en las nanoparticulas, las nanoparticulas obtenidas fueron secadas a temperatura ambiente (Khan
etal., 2016: pp. 21-26).

Sintesis bioldgica de las nanoparticulas de cobre (CuNP’s)

A 51mL de zumo de citrus limon se agreg6é 12,78gr de sulfato de cobre pentahidratado
CuS04.5H,0 el cual funciona como agente precursor, esta solucion gradualmente fue llevada a
ebullicion en un recipiente de aluminio hasta la evaporacién completa del medio acuoso, el
aluminio provoca que las nanoparticulas de cobre se adhieran a la superficie de nuestro
recipiente. Con 20mL de agua destilada fue sonicado para desprender el material obtenido y
posteriormente el precipitado es secado en un vidrio reloj (Shende et al., 2015: pp. 865-868).
Funcionalizacion de las nanoparticulas con 6xido de grafeno

Para la funcionalizacién de las nanoparticulas primero se prepara una solucion de 6xido de
grafeno a una concentracion de 650ppm, luego realizamos soluciones de las nanoparticulas
metalicas a las siguientes concentraciones (32; 62,5; 120; 250) [ug/mL] y se mezcla las

soluciones mediante agitacion por 15min usando un agitador magnético, después la solucidn fue
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sonicada por 10min, nuevamente la solucion fue agitada por 15min, y finalmente la mezcla fue
centrifugada a 13000rpm por 10min

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima mediante la técnica antibiograma
de disco

La investigacion de la actividad antimicrobiana en cepas Gram positivo y Gram negativo sigue
un método totalmente aleatorio, para la siembra de bacterias tanto en Gram Positivo como en
Gram Negativo se utilizaran 16 cajas Petri en las cuales se colocara 6 discos de 5mm, 4 discos
blancos seran cargados con 20uL del nanohibrido los cuales seran colocados de manera aleatoria
con los distintos tipos de nanoparticulas, concentraciones y métodos de obtencidn. (Taroco, Seija
y Vignoli, 2008: pp. 663-671). L0s discos restantes seran utilizados, 1 disco de control y 1 disco con
el Oxido de Grafeno (Figura.4-2).

Factores aleatorios de la
investigacion con diferente O
concentracion, nanoparticula
y método de sintesis.

Control

OG adicional a la
investigacion

Figura 4-2: Disefio Experimental del Antibiograma.
Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida mediante la técnica dilucion en
Caldo y difusién en Agar.

La concentracion ideal para las pruebas de CMI, CMB y el conteo de UFC fue de 10 utilizando
bacterias activadas Escherichia coli y Staphylococcus aureus, para obtener esa concentracion
ideal utilizamos una aza de metal previamente esterilizada para recoger la bacteria en el tubo
gue contiene agua destilada y esterilizada hasta que llegue a presentar una turbiedad, 1mL de

esta bacteria fue pipeteada y puesta en un tubo de ensayo que contenia 9mL de agua de peptona

16



siendo este la concentracién de 101, asi sucesivamente hasta llegar a la dilucién de 107 (HORNA

QUINTANA et al., 2012: p. 39) (Figura 5-2).

L

/_{

Al il

Am| aml 9mi 9mil Smi

Figura 5-2: Diluciones de Bacteria
Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

El disefio experimental consistid en las etapas que se detallan a continuacion en el esquema.

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP's)

Método Quimico Método Bioldgico

NS

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE COBRE (CuNP's)

Método Quimico Método Bioldgico

NS

FUNCIONALIZACION DEL OXIDO DE GRAFENO

(AgNP's) obtenidas (AgNP's) obtenidas . . (CuNP's) obtenidas
. y (CuNP's) obtenidas por -
por eI, metodo por el método el método quimico por el método
qguimico bioldgico bioldgico
EVALUACION ANTIMICROBIANA EN BACTERIAS
Gram Positvas Gram Negativas

Figura 6-2: Esquema experimental
Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.
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Identificacidon de Variables

Variable dependiente: Tamafio de las nanoparticulas de cobre y plata, accion antimicrobiana en

las sepas de E. coli y S. aureus: Concentracion inhibitoria minima, Concentracion bactericida

minima y Unidades Formadoras de Colonias.

Variable independiente: Los métodos de obtencién de las nanoparticulas de cobre y de plata,

concentracion del Oxido de Grafeno y Concentracion de las Nanoparticulas.

2.2.3. Operacionalizacion de las variables

Tabla 1-22 Obtencidn de Nanoparticulas Metalicas de Plata y Cobre

dependiente:

Morfologia de la nanoparticula

VARIABLE CONCEPTO INDICADOR INSTRUMENTO
EI método de obtencion es el .
. . Absorbancia nos da a
Variable proceso mediante el cual se )
. . o ; conocer la cantidad de luz
independiente: sintetizaran las nanoparticulas ) ) UV-VIS
) absorbida y se define
Método de de plata. Para estos FTIR
» . o €omo:
Obtencion experimentos se utilizard un
) . . A=log 1/T
método quimico y bioldgico.
Variable

Microscopia electronica de

independiente:
alternativa
antimicrobiana

Oxido de Grafeno

Variable
dependiente: La
accion
antibacteriana
sobre las cepas
Gram Positiva
Staphylococcus

aureus

nanoparticulas de la plata y
cobre, obtenidas en un método
bioldgico y quimico son
funcionalizadas con el 6xido de

grafeno.

; es el estudio de las estructuras . ; barrido
Morfologia de la . . Tamafo de nanoparticulas
. y caracteristicas de los objetos. ) SEM
nanoparticula de en nanémetros
plata
Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.
Tabla 2-2: Evaluacion Antimicrobiana en Gram Positivo
VARIABLE CONCEPTO INDICADOR INSTRUMENTO
Variable Para este experimento las UFC/mL= [No. colonias en

placa * factor de la
dilucién] / mL de la

muestra.

Gram Positivas
Grupo de bacterias que no

poseen membrana externa,

CMI: De un antibi6tico
frente a una determinada
bacteria sera la solucion
mas diluida de todos los
pocillos en donde no se

observa crecimiento alguno.

capaz de proteger el citoplasma
bacteriano.

CMB: Concentracion de
antimicrobiano que ha
matado el 99,9% del

in6culo original.

Reporte de conteo de

Colonias

Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.
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Tabla 3-2: Evaluacion Antimicrobiana en Gram Negativo

VARIABLE

CONCEPTO

INDICADOR

INSTRUMENTO

Variable
independiente:
Alternativa
antimicrobiana
Oxido de Grafeno

Para este experimento las
nanoparticulas de la platay
cobre, obtenidas en un método
biol6gico y quimico son
funcionalizadas con el éxido de

grafeno

UFC/mL= [No. colonias en
placa* factor de la dilucion]
/ mL de la muestra.

Variable
dependiente: La
accion
antibacteriana
sobre las cepas
Gram Negativa

Gram Negativas
Se caracterizan por tener una
membrana externa que esta
compuesta por un complejo
lipopolisacéarido

CMI: De un antibi6tico
frente a una determinada
bacteria serd la solucion
maés diluida de todos los
pocillos en donde no se
observa crecimiento alguno,

CMB: Concentracion de

Reporte de conteo de

Colonias

antimicrobiano que ha
matado el 99,9% del

inéculo original.

E. coli

Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

2.2.5. Localizacion del estudio

El estudio y el desarrollo experimental se desarrolld en el Laboratorio de Investigacion y en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (ESPOCH) en la ciudad de Riobamba.

2.2.6. Poblacién de estudio

La poblacion de estudio de la presente investigacion esta conformada por el 6xido de grafeno,
nanoparticulas de plata y cobre, y por microorganismos patdgenos Gram positivas como

Staphylococcus aureus y Gram negativas como Escherichia coli.

2.2.7. Tamano de la muestra

Para este estudio se utilizara 10mL de Oxido de Grafeno a una concentracion de 580ppm el
mismo que sera funcionalizado tanto con AgNP’s y CuNP’s cuyas concentraciones varian de

(32;62.5; 125; 250) [ug/mL]. Para el tratamiento de actividad antimicrobiana se empleara 50uL
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de sepas bacterianas Gram Positivo S.Aureus y Gram Negativo E.coli cuyo factor de dilucién es
107-7.

2.2.8. Método de muestreo

El estudio posee un tipo de muestreo no probabilistico por conveniencia ya que las muestras con
las que se trabajaron fueron seleccionadas de acuerdo con las propiedades que posee cada una
de ellas y por el aporte que tendran dentro de este. Se seleccion6 el GO, puesto que es el
nanomaterial de mas facil obtencién que otros derivados el grafeno; se escogieron las muestras
microbioldgicas de especies tanto Gram positivas como Gram negativas que son muy comunes
en las infecciones del ser humano como Escherichia coli, y Staphylococcus aureus.

2.2.9. Técnicas de recoleccion de datos

Los datos son recopilados mediante hojas de célculo de Excel.

2.2.10. Instrumentacién

Tabla 4-2: Espectrofotometro
Equipo Esquema Modelo

Espectrofotometro g Thermo Fisher Scientific
Model: Evolution 220

Se basa en la absorcion de radiacion UV por parte de las particulas presentes en una sustancia. Brinda
informacion detallada en un rango de 190 a 800 nm de los estados moleculares de la materia. Normalmente
se compone por una lampara de deuterio, wolframio o xen6n un prisma de dispersion y un colimador que va
a elegir la longitud de onda dirigida a la muestra, y finalmente un detector encargado de medir la longitud de
onda emitida por la muestra formando un espectro de transmisién o absorcion segin lo deseado.

Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.
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Tabla 5-2: Espectrémetro de infrarrojo

Equipo

Esquema

Modelo

Espectrometro

Jasco FT/IR 4700

Analiza la interaccion de la materia con energia del espectro infrarrojo la cual una parte de la molécula o la molécula

en su totalidad absorbe y produce excitacién provocando un cambio en la intensidad de la vibracién. El

interferograma es como se lo llama a el tipo de la sefial dada por un espectrémetro de infrarrojo y es una sefial

relativamente compleja para poder ser analizada. A pesar de todo este formato puede ser traducido a lo que

conocemos como un espectro de infrarrojo.

Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

Tabla 6-2: Microscopio de fuerza atbmica

Equipo

Esquema

Modelo

Microscopio de fuerza

atomica

NaioAFM

El Microscopio de Fuerza Atémica da imagenes monitoreando la superficie de la muestra con una punta de radio

de curvatura de 20 a 60 nm. La fuerza provocada de la punta a la muestra provoca un cambio de direccion de un

haz de electrones que a su vez llega a un detector y este da una microimagen o micrografia 3D de la superficie de

la muestra.

Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.
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Tabla 7-2: Microscopio electronico de barrido

Equipo Modelo

Esquema

Microscopio electrénico de JSM-IT100 Intouchscope™

barrido

El SEM se basa en que los electrones transmitidos por un catodo de tungsteno atraviesan una columna en la cual
se ha hecho un vacio aproximado de 107 Torr. El haz inicial de electrones es concentrado por una serie en
paralelo de lentes electromagnéticas desde unos 25.000-50.000 nm hasta unos 10 nm; es decir, su radio va
disminuyendo gradualmente hasta hacerse casi puntual. Dando un aumento de hasta 140 000 veces y emitiendo
una imagen tridimensional de la muestra que esta siendo estudiada.

Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

Tabla 8-2: Materiales

MATERIAL

CARACTERISTICAS

Bal6n de tres bocas

GLASSCO 1000mL

Bomba de Vacio

BOECO GERMANY R-400

Bureta GLASSCO (25mL)
Erlenmeyer GLASSCO BORO 3.3 (500 mL)
Espatula FISHER
Frascos de Vidrio BOECO GERMANY (1000mL)
Kitasato PYREX USA 1000mL
Papel aluminio GOLDERY
Pera de succion FRANCE 8
Pipetas BOECO GERMANY 10mL
Probeta BOECO GERMANY (100mL)

Tubos Falcon

BOECO GERMANY (50mL)

Vasos de Precipitacion

GLASSCO BORO 3.3

Agitador magnético

FISHER SCIENTIFIC CAT NO.1152016SH

Balanza Analitica

RADWAG MODEL AS 220.R2

Bafio Ultrasonico Sonificador

SOLITEC SOLUZIONI TECNOLOGICHE (SONICA

3300ETH S3)

Centrifuga

ORTO ALRESA MODEL: DIGITOR21C

Estufa

GREAT LAB - IB- 90522

Medidor de pH

FISHER SCIENTIFIC ACCUMET xI150

Reverbero

HOMETECH

Termometro digital

TRACEABLE -50°C ~+300°C

Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.
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Tabla 9-2: Reactivos

REACTIVOS PUREZA MARCA

Acido sulfurico 95-97 % Merck EMSURE

Nitrato de plata 100% BRITTANY-ASOCIADOS
Sulfato de cobre pentahidratado 99% Loba Chemie

Citrato de sodio 99% AppliChem Panreac

Grafito 99% ALGIN

Almidon 100% PANREAC QUIMICA SAU
Acido clorhidrico 37% FERMONT

Agua ultrapura 100% Laboratorios Nova

Acido ascorbico 100% FoodChem

Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

2.2.11. Andlisis estadistico
Se realizard un test de ANOVA y en el caso de que exista una diferencia estadisticamente
significativa entre las varianzas de los tratamientos se realizara una prueba de hipdtesis mediante

una prueba F.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis de nanomateriales y nanoparticulas

3.1.1. Sintesis del Oxido de Grafeno

El cambio de tonalidad del grafito durante la sintesis del 6xido de grafeno es un indicador de
que el procedimiento de sintesis es correcto, en la (Figura 7-3) se muestra los cambios de color
que sufre el material, al principio el grafito con el &cido sulfarico H,S0, forman una mezcla de
color negro (Figura 7-3.a), al ser agregado el permanganato de potasio KMnO, la mezcla sufre
un primer cambio de color de negro a verde oscuro (Figura 7-3. b), segun Dreyer et al. afirman
que el color se debe a la formacion de heptadxido de dimanganeso (Mn,0,) que es responsable
de la oxidacion del grafito (Dreyer, Todd and Bielawski, 2014). A medida que el heptadxido de
dimanganeso interacciona con los dominios de grafito se observa que la mezcla toma una
tonalidad café parpura debido a la liberacién de dioxido de manganeso Mn0O,, (Saini et al., 2019:
pp.67-68) color que se muestra en la (Figura6-3. c), al agregar el agua destilada el color de la
mezcla se torna café (Figura 7-3. d). Tras adicionar el perdxido de hidrégeno H,0,, la mezcla
toma un color amarillo (Figura 7-3. e) esto es por la reduccién del permanganato de potasio
KMnO, residual y del diéxido de manganeso Mn0O, en sales solubles incoloras. Finalmente,
después del lavado de acido clorhidrico HCI y agua destilada la disolucién muestra un color
café (Figura 7-3. f) esto se debe a que el agua permite la formacién de enlaces C=C lo que da
como resultado formacion de grupos carbonilo. El Oxido de Grafeno sintetizado tuvo una

concentracion de 580ppm.

Figura 7-3: Sintesis Oxido de Grafeno
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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El material resultante fue secado por 24 horas y tomé un color oscuro (Figura 8-3), el mismo
gue ha sido reportado por (Chen et al., 2013: pp. 225-229). Estas caracteristicas segun (Dimiev et al.,
2014: pp. 3060-3068) se deben a las fuerzas de atraccion de dominios aromaticos que poseen las
capas del 6xido de grafeno GO aun después de ser exfoliadas y secas.

Figura 8-3. Oxido de Grafeno seco
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.1.2. Sintesis de nanoparticulas de plata por el método quimico

Las nanoparticulas de plata AgNP’s fueron obtenidas mediante sintesis quimica para la cual se
utilizo nitrato de plata como sal precursora y citrato de sodio como agente reductor, Ramadhani
Khija, ludovick Uttoh mencionan que la sintesis de las nanoparticulas de plata toman un color
amarillo véase en (Figura 9-3) (Ramadhani Khija, ludovick Uttoh, 2015: pp. 1576-1580).

Figura 9-3: Sintesis quimica de nanoparticulas de plata.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Debido que el citrato de sodio es un agente reductor débil es necesario que la sintesis sea

preparada en temperaturas que oscilen los 90°C, esta es la causa para que se produzca

25



intercambio de moléculas entre el citrato y plata lo que provoca que las nanoparticulas
permanezcan en la solucién y que no se depositen en la superficie, ademas el tiempo de la
agitacion aumenta ya que la reaccion es lenta, por otro lado, influye en el tamafio y dispersion
de las particulas.

Posteriormente las nanoparticulas fueron secadas a 80°C por 24 horas adquiriendo un color

negro grisaceo (Figura 10-3).

Figura 10-3: Nanoparticulas de Plata sintesis quimica.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.1.3. Sintesis de nanoparticulas de plata por el método bioldgico

Para la sintesis biol6gica de nanoparticulas de plata se empled nitrato de plata como sal
precursora y extracto de semilla de Caléndula Officinalis como agente reductor y estabilizante,
la formacién de nanoparticulas se manifestd con el cambio de coloracion de amarillo palido
(Figura 11-3.a) a marr6n (Figura 11-3.b) esto se debe a las excitaciones de las vibraciones de
plasmones superficiales en las nanoparticulas de plata similar al reportado por (Baghizadeh et al.,
2015: pp. 159-163). Asi mismo, el cambio de tonalidad nos indica que los iones de plata se reducen

confirmando la formacién de nanoparticulas de plata.

Figura 11-3: Sintesis biolégica de nanoparticulas de plata
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

26



Las nanoparticulas al ser secada por 24 horas a 80°C cambian su tonalidad a negro (Figura 12-
3)

Figura 12-3: Nanoparticulas de plata sintesis verde.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.1.4. Sintesis de nanoparticulas de cobre método quimico

Las nanoparticulas de cobre fueron preparadas por el método de reduccion quimica en la que se
utilizo al sulfato de cobre pentahidratado como sal precursora, la funcion del almidén fue agente
de remate en lareaccion , el color azul caracteristico del sulfato de cobre pentahidratado (Figura
13-3.a) se transforma a verde azulado (Figura 13-3.b) al ser agregado el &cido ascérbico el cual
actia como agente reductor débil, consecuentemente al adicionar el hidroxido de sodio se
incrementa la produccién de Cobre debido a que se oxida con facilidad con pequefas
proporciones de oxigeno dando como resultado un color ocre (Figura 13-3.c) similar al color
que reporta (Khan etal., 2016: p.26).

y\

a b c

Figura 13-3: Sintesis quimica de nanoparticulas de cobre.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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El material fue filtrado y secado a temperatura ambiente tomando un color café rojizo véase
(Figural4-3).

Figura 14-3: Nanoparticulas de cobre método quimico.
Realizado por: Barba. M &Pachacama.J,2021.

3.1.5. Sintesis de nanoparticulas de cobre método bioldgico

Las nanoparticulas de cobre fueron preparadas mediante extracto de Citrus limon (Figura 15-
3.a) que fue el agente reductor y como sal precursora se emple6 sulfato de cobre pentahidratado,
el color celeste (Figura 15-3.b) de la solucion precursora cambia a amarillo claro o a veces se
vuelve incoloro (Figura 15-3.c) , al cabo de 10 minutos en las paredes del recipiente de aluminio
se formé particulas pequefias de color rojizo, esta deposicion del brillo nos indica la formacion
de las nanoparticulas de cobre (Figura 15-3.d).

SegUn (Shende et al., 2015: pp. 865-873) la deposicion de cobre sobre aluminio es un proceso de
cementacion donde un metal menos pesado remueve otro metal menos reactivo, produciendo
una reaccion redox de un solo sentido, a medida que prosigue la reaccion el cobre se precipita

formando una fina capa conocida como revestimiento de la pared del recipiente.

"

Figura 15-3: Sintesis biol6gica de nanoparticulas de cobre.
Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

El material fue secado a 80°C por 24 horas obteniendo finalmente un color café oscuro como se

muestra en la (Figura 16-3).
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Figura 16-3: Nanoparticulas de cobre método biolégico.
Realizado por: Barba M & Pachacama J, 2021.

3.1.6. Funcionalizacion de las nanoparticulas metélicas con el 6xido de grafeno

Las nanoparticulas metélicas fueron funcionalizadas con disoluciones de 6xido de grafeno a un
mismo volumen, para cada una de esta disolucion se utilizé un volumen de 5mL de Oxido de
Grafeno y un peso de 160mg; 312,5mg; 625mg y 1250mg respectivamente para cada una de las
diferentes concentraciones(Figura 17-3.a), los reactivos utilizados se colocaron en vasos de
precipitacion (Figura 17-3.b) y fueron mantenidas en agitacion magnética por 15min (Figura
17-3.¢), después sonicadas por otros 15min (Figura 17-3.d), y finalmente agitadas por 15min en
este Ultimo paso se aprecia una unificacion dando a lugar a una solucién completamente
uniforme (Figura 17-3.c) aunque esta dependia de las nanoparticulas utilizadas en este proceso

de la funcionalizacion.
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Figura 17-3: Funcionalizacion de las nanoparticulas metélicas
Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

3.2. Caracterizacion de las Nanoparticulas y Nanomateriales

3.2.1. Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Vis es un método analitico que se basa en el proceso de absorcion de luz
o radiacion ultravioleta visible, la region ultravioleta ocupa un rango de 190 a 400 [nm] y la
region del visible se encuentra en un rango de 400 a 800 [nm].

Esta técnica espectroscopica es denominada electronica ya que cuando una molécula absorbe
un fotén de radiacion UV-Vis, provoca la promocién de un electrén de estado basal a un estado
excitado. Los electrones de enlace de las moléculas son los que se excitan al absorber la
radiacion por lo que se correlaciona los picos de absorcion con los distintos enlaces que existe

en la muestra, permitiendo asi un andlisis cualitativo.
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3.2.1.1. Espectroscopia UV-Vis Oxido de Grafeno

En la Figura 18-3 se presenta el espectro UV-Vis del Oxido de Grafeno el cual muestra un pico
méaximo de absorcion a los 232[nm] y un hombro a 301 [nm], lo que se atribuye a la transicion
m— n*de los enlaces C-C; y transicién caracteristica n — m* de los enlaces C=0
respectivamente. La caracteristica general de este espectro es idéntica a la del GO obtenido por
(Chen et al., 2013: pp. 225-229), ademas el valor de los picos concuerdan con los picos reportados en

literatura (Marcano et al., 2010: p. 4810; Tene et al., 2020: p.5).
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Figura 18-3: Espectro UV-Vis del Oxido de Grafeno
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.1.2. Espectroscopia UV-Vis Nanoparticulas de Plata

La espectroscopia UV-Vis en la sintesis de nanoparticulas se usa para examinar el tamafio y
forma de NP’s en suspension. El espectro de absorcion de nanoparticulas de plata obtenidas por
el método quimico o reducidas con citrato de sodio (Figura 19-3.a) muestra un pico maximo de
absorbancia a los 445[nm], mientras que la banda de absorcion de las nanoparticulas de plata
obtenidas por el método biol6gico o reducidas por Caléndula Officinalis (Figura 19-3. b)
presentan un pico en los 437[nm], el comportamiento de estos espectros es tipico de
suspensiones cuyo tamafio de particula no es uniforme, por lo que suponemos que en nuestra
sintesis tenemos diferentes tamafios de nanoparticulas. Por literatura se conoce que la presencia
de una banda de absorcion a los 400 [nm] indica la formacién de nanoparticulas resultantes de

la reduccidn de iones de plata (Bouchareb et al., 2020: p.160).
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Figura 19-3: Espectroscopia visible AgNP’s. a sintesis quimica. b sintesis bioldgica.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.1.3. Espectroscopia UV-Vis Nanoparticulas de Cobre

Las nanoparticulas de cobre obtenidas por sintesis quimica empleando al 4cido ascArbico como

agente reductor muestra un pico de méaxima absorcion en 515[nm] véase en la (Figura 20-3.a),

esta banda de absorcion se aproxima al valor de adsorcién maximo de las nanoparticulas de

cobre mencionadas en literatura, suponemos que se debe a la inestabilidad de las nanoparticulas

y al disolvente utilizado en la caracterizacion (Khanna et al., 2007: pp. 4711-4714).
En la Figura 20-3.b se evidencia un pico de absorcion a los 400[nm] en el espectro UV-Vis de

las CuNP’s obtenidas mediante sintesis bioldgica ocupando al limén como agente reductor, el

valor de este pico nos indica que dentro de nuestra sintesis se formé nanoparticulas de cobre

puras y nanoparticulas de 0xido de cobre, el porcentaje de estas nanoparticulas seran analizadas

mediante EDS (Solache-carranco y Ju, 2009: pp. 393-398).
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Figura 20-3: Espectro UV-Vis CuNP’s. a sintesis quimica. b sintesis biolégica.
Realizado por: Barba. M, & Pachacama. J, 2021.
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3.2.1.4. Espectroscopia UV-Vis Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas de Plata

La espectroscopia UV-Vis se utilizd para comprobar la formacion de nanohibridos de GO-
AgNP’s y GO-CuNP’s. La Figura 21-3 se muestra el espectro UV-Vis del GO funcionalizado
con AgNP’s obtenidos por sintesis quimica (Figura 21-3.a) y nanoparticulas de plata obtenidas
por sintesis bioldgica o también denominada sintesis verde (Figura 21-3. b). En el que se puede
apreciar un corrimiento del pico maximo que presenta el 6xido de grafeno de los 232 a los
230[nm] mediante la sintesis quimica, este valor estd dentro del rango establecido en literatura
(Marcano et al., 2010: pp. 4810; Cobos et al., 2020: pp. 15; Tene et al., 2020: p.7). En la sintesis bioldgica se
aprecia un corrimiento de 232 a 210[nm] lo que nos indica una reduccion parcial del material
durante los diferentes procesos de sintesis del nanohibrido ademas el espectro muestra la banda

caracteristica de las AgNP’s (Cobos et al., 2020: pp.15-20).
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Figura 21-3: UV-Visdel GO funcionalizado AgNP’s. a sintesis quimica. b sintesis bioldgica.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.1.5. Espectroscopia UV-Vis Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas de Cobre

El espectro UV-Vis de los nanohibridos de GO-CuNP’s por sintesis quimica y sintesis bioldgica

representados en la (Figura 22-3. a) y (Figura 22-3. b) respectivamente, representa la
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funcionalizacion del GO con las nanoparticulas de cobre en donde observamos que el pico de
méaxima absorcion del GO se reduce de 232 a 200[nm] y que el pico caracteristico del cobre se
oxida comprimiendo el pico méximo hacia el rango de (200-250)[nm], esto sucede ya que el
cobre también presenta transiciones = — *, deduciendo asi la formacion de nanoparticulas de

cobre puro y nanoparticulas de 6xido de cobre (Jahan, Liu and Loh, 2013: pp. 5363-5372).
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Figura 22-3: Espectro UV-Vis GO + CuNP’s. a sintesis quimica. b sintesis bioldgica.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.2. Espectroscopia Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica la cudl es utilizada para medir todas las longitudes
de onda al mismo tiempo ademas de poder dar una lectura precisa de los grupos funcionales
presentes en una muestra determinada por la reaccién que tenga una molécula al rayo de luz
incidente que proviene del equipo a ser utilizado entre estos estan torsion, estiramiento, entre
otras. Ademaés de que los datos obtenidos son traducidos por medio de operaciones matematicas
la cual trasforma la sefial del interferograma a un espectro IR totalmente entendible, ademas de
que las principales ventajas de este espectro obtenido se caracterizan por precision, alta

resolucién, sin dejar de lado la velocidad alta a la cual se trabaja.
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3.2.2.1. Espectroscopia FTIR del Oxido de Grafeno

La banda presente a los 3290 cm corresponde a los enlaces O - H de grupos hidroxilo presentes
en el dxido ya que no es reducido, la banda de los 2832 cm* presenta los estiramientos C — H
que poseen los atomos de carbono juntamente con los hidrégenos aun presentes en el 6xido. La
sefial captada a la banda de los 2333 cm es de la vibracion de tension del CO,, las bandas
referentes a 1727 cm* y 1580 cm representan de una forma muy especifica los grupos
carbonilos y sus estiramientos en los enlaces C = O, el pico en 1425 cm™ representa el
estiramiento de los enlaces C = C ademas de las dos bandas presentes de 1149 y 985 cm da la
existencia de torsion y estiramiento de los grupos funcionales C - O — C, el espectro obtenido es

similar al obtenido por (Tene et al., 2020: pp. 4-7).
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Figura 23-3: Espectroscopia infrarroja del GO.

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
3.2.2.2. Espectroscopia FTIR de reductores quimicos y biologicos para la reduccion a
Nanoparticulas de Plata

Para la obtencién de nanoparticulas de plata por el método quimico y biol6gico (véase en la

Figura 24-3) se utiliz6 como agentes oxidantes al Citrato de sodio y a la Callendula Officinalis

respectivamente, mediante la caracterizacion FTIR se logré visualizar el estiramiento O-H a los

3336 cm, en la banda de 2815 cm se presenta el grupo funcional -CH,, ademas, la vibracién
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de tension del -CO2 se manifiesta en el rango 2324 cm* en ambas sintesis. La sefial en la banda
de 1589 cm con la sefial de 1297 cm da a conocer la estabilidad de las nanoparticulas del
grupo —CO-, la banda mostrada en la sintesis quimica en 1023 cm* presentan los enlaces —C-C
(El-Kemary et al., 2016: pp. 10795-10805).
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Figura 24-3: agentes reductores AgNP’s. a sintesis bioldgica. b sintesis quimica.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
3.2.2.3. Espectroscopia FTIR de reductores quimicos y biologicos para la reduccion

Nanoparticulas de Cobre

La obtencién de nanoparticulas de cobre por el método quimico se produjo por la presencia de
acido ascorbico que actu6 como gente reductor, en cambio para la sintesis por el método
biolégico el agente reductor fue el Citrus limon, en la caracterizacion espectroscépica de FTIR
el pico en el rango de 3000 a 3500 cm™* nos indica la presencia de grupos OH libres, las bandas
en 2686 cm y 2830 cmten cada una de las sintesis representa el grupo CO2, ademas las bandas

entre 1600 a 1900 cm dan a conocer el grupo funcional C=0 y estan presentes en ambos
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espectros, el acido ascorbico presente en el limon que fue utilizado para la sintesis biol6gica y
ademas de que este es utilizado en su forma natural para su sintesis quimica que poseen C-C en
su estructura y estos son representados en las bandas de 1326 cm™ y en 1352 cm-t, de una manera
concreta el andlisis espectral de los picos presentes dan a conocer los grupos funcionales que
ayudan a la formacion de iones de cobre que componen las nanoparticulas, el espectro obtenido

en nuestra investigacion tiene similitudes al obtenido por (Issaabadi, Nasrollahzadeh y Sajadi, 2017:
pp. 3584-3591).
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Figura 25-3: Agentes reductores CuNP’s. a) sintesis quimica. b) sintesis bioldgica.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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3.2.2.4. Espectroscopia FTIR de Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas
metélicas

El andlisis de las bandas espectrales en el GO funcionalizado con las AgNP’s y CuNP’s es muy
similar a los ya vistos anteriormente (figura 23-3)(figura 23-4)(figura 23-5) y con facilidad
podemos indicar que a la banda aproximada de los 3330 cm™ como ya es conocido tenemos los
enlaces libres de OH, en los 2841 cm™ los estiramientos de los C-H, La vibracién de la tensién
del CO,, 1729 cm y 1548 cm™ representan una vez mas de una forma muy concreta los grupos
carbonilos y sus respectivos estiramientos en los enlaces C = O, el enlace de estiramiento C=C
esta mostrando un pico en 1431 cm, los posteriores picos en nimeros de onda inferiores dan a

conocer a las torsiones de los enlaces C-C el espectro de este FT-IR es similar al obtenido por
(Menazea, Abdelbadie y Ahmed, 2020: pp.9).

1000 2000 3000

B . I € I

| — )MFVT_-.i_R - ®+Agr_\_l-i5's sintesig_s-it")logica

-

1017 =

- 14319 » 1729

[—— b) FT-IR - GO+AgNP's sintesis quimica
> L e ! —— 1 o T Y x 1 1

p— 3007

Transmitance (%)

- 1164

——¢) FT-IR - GO| |
1000 2000 3000
Wavenumber (cm™)

s

Figura 26-3: FTIR GO + AgNP’s. a) sintesis bioldgica. b) sintesis quimica c) GO
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

El FT-IR de las funcionalizaciones de las CuNP’s con el GO tanto de sintesis quimicas como
biolégicas muestran una similitud con el espectro del GO con la diferencia de que las bandas de

1000 a 1600 cm* disminuyen de una manera significativa por la presencia de las nanoparticulas
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adheridas en el GO y ademas de también posee una poca presencia de los reductores utilizados

para la sintesis de las nanoparticulas (Figura 27-3).
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Figura 27-3. FTIR GO + CuNP’s. a) sintesis quimica. b) sintesis biologica c) GO
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.3. Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS)

La espectroscopia de rayos X de dispersion de energia EDS es una técnica analitica que permite
la caracterizacion quimica elemental de materiales. Una muestra excitada por un haz de
electrones de un microscopio electronico disipa una parte de energia absorbida liberando un
electrén de las capas del nucleo. Un electrdn que se encuentre en una capa exterior procede a
tomar el lugar o hueco liberando cierta diferencia de energia en forma de un rayo X, lo que

permite un analisis de composicion de la muestra.

3.2.3.1. Espectro EDS de las Nanoparticulas de Plata

El espectro EDS de las nanoparticulas de plata producidas por sintesis quimica (Figura 28-3.a)
y sintesis biolégica (Figura 28-3.b) muestran la presencia de una sefial caracteristica de

nanoparticulas de plata metélica a los 3keV (Govindappa et al., 2018: pp. 400-408), ademas se en la
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(Tabla 10-3) se presenta la composicién quimica en porcentaje de masa de las nanoparticulas

obtenidas.

001

Counts[x1.E+3]

e
4.00

5.00

eV

001

2500+

200.0~

150.0+

Counts

100.04

s0.0-| |

o
“1-'Ag
hinm)

300 400 500 600
kaV

o
9.00

o |
10.00

Figura 28-3: Espectro EDS de las nanoparticulas de plata. a ruta quimica. b ruta biol6gica.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 10-3: Composicion Quimica de AgNP’s

Composicion Quimica Elemental de Nanoparticulas de Plata
Sintesis Quimica
Elemento % en masa % atémico
Ag 0.68 100
Total 0.68 100
Sintesis Biologica
Ag 1.2 66.25
0] 0.35 33.75
Total 1.55 100

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Observando el porcentaje en masa de las nanoparticulas de plata nos damos cuenta de que existe

una mayor produccion utilizando la sintesis bioldgica, esto se debe a que Caléndula Officinalis

juega un papel importante como agente oxidante debido a la presencia de grupos funcionales

gue mejoran la reduccion de la Ag, a la vez estudios muestran que la concentracion del sustrato

puede cambiar tanto la morfologia como la geometria de las nanoparticulas.

3.2.3.2. Espectro EDS de las Nanoparticulas de Cobre

En la Figura 29-3 presentamos el espectro de dispersion de energia correspondiente a las

nanoparticulas de cobre, la (Figura 29-3.a) representa las nanoparticulas de cobre obtenidas por

sintesis quimicay en la (Figura 29-3. b) se presenta a las nanoparticulas obtenidas por la sintesis
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biolégica, asi como también se da a conocer la composicidn en porcentaje de masa y porcentaje

atémico de las nanoparticulas obtenidas por los dos procesos de sintesis véase en la Tabla 11-3.

El espectro de las nanoparticulas de Cu confirma la existencia de Cobre, Carbono y Oxigeno, lo

gue claramente nos indica la formacién tanto de Cu como Cu,O. El pico alrededor de los

0.5[keV] pertenece a la energia del enlace del oxigeno, mientras el pico en los 0.27[keV]

corresponde al enlace del carbono, finalmente los picos localizados en las energias 0.85, 0.94,

8.04 y 8.94 [keV] corresponden al cobre. El espectro EDS es similar al reportado por (Khan et al.,

2016 pp. 21-26) .
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Figura 29-3: Espectro EDS de nanoparticulas de cobre. a ruta quimica. b ruta bioldgica.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 11-3: Composicion Quimica de CuNP’s

Composicion Quimica Elemental de Nanoparticulas de Cobre
Sintesis Quimica
Elemento % en masa % atémico
Cu 243 37.72
C 0.67 54.94
o 0.12 7.34
Total 3.22 100
Sintesis Bioldgica
Cu 0.25 55.24
C 0.12 28.31
0 0.05 16.45
Total 0.42 100

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

El porcentaje en masa muestra una mayor cantidad de cobre metalico mediante la reduccion

quimica, con lo que podemos asumir que el agente oxidante de la sintesis bioldgica citrus limon

es muy bajo a comparacion de acido ascorbico que se utiliza en la sintesis quimica. (Shrestha and

Bhattarai, 2016: pp. 9-14).
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3.2.3.3. Espectro EDS de Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas de Plata

El espectro EDS del nanohibrido de GO + AgNP’s de nanoparticulas obtenidas mediante sintesis

bioldgica y quimica, en la Figura 30-3 observamos que el nanohibrido obtenido mediante

reduccién quimica y bioldgica presenta carbono, el cual es el elemento base de la estructura

grafitica, el oxigeno aparece ya que el material fue oxidado al convertirse en Oxido de Grafeno,
finalmente tenemos a la plata metalica a los 3[keV].
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Figura 30-3: Espectro EDS de GO + AgNP’s. a sintesis bioldgica. b sintesis quimica.

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 12-3: Composicion Quimica de GO + AgNP's

Composicién Quimica Elemental GO + AgNP's
Sintesis Bioldgica
Elemento % en masa % atémico
Ag 1.2 28.3
C 2.13 50.23
¢} 2.36 21.47
Total 5.69 100
Sintesis Quimica
Ag 0.68 2.60
C 2.31 53.23
o] 2.36 44.18
Total 5.35 100

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021

En la Tabla 12-3 se observa la composicion quimica elemental de las nanoparticulas de plata
funcionalizadas con el 6xido de grafeno y nuevamente se nota un incremento en el porcentaje
de masa de la sintesis bioldgica ante el de la sintesis quimica. Podemos deducir que el método

eco-friendly ademéas de ser amigable con el ambiente proporciona mayor estabilidad y

produccidn de las nanoparticulas.
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3.2.3.4. Espectro EDS de Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas de Cobre

El nanohibrido de GO funcionalizado con CuNP’s se presenta en la Figura 31-3 muestra picos

alrededor de los 0.5 [keV] pertenecientes a la energia del enlace de carbono, también

encontramos picos en torno a 1.0 [keV] correspondientes al cobre, por Gltimo, tenemos un pico

aproximadamente en 0.3[keV] perteneciente al oxigeno.
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Figura 31-3: Espectro EDS de GO + CuNP’s. a sintesis quimica. b sintesis bioldgica.

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 13-3: Composicion Quimica de GO + CuNP's

Composicién Quimica Elemental GO + CuNP's
Sintesis Bioldgica
Elemento % en masa % atémico
Cu 0.24 14.25
C 0.22 83.23
o 0.23 2.52
Total 0.69 100
Sintesis Quimica
Cu 0.55 17.3
C 0.29 48.4
o 0.27 343
Total 111 100

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

El analisis quimico elemental de las nanoparticulas de cobre se encuentra en la Tabla 13-3. En

la que podemos observar un incremento del 23% de nanoparticulas de cobre por el método

guimico como mencionamos anteriormente el agente oxidante de esta sintesis es mucho mejor

que el de la sintesis bioldgica.
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3.2.4. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) permite obtener imégenes de superficie de los

materiales en escala nanométrica, ademas, nos da a conocer la morfologia de una muestra

proporcionandonos informacidn cuantitativa como la distribucion de tamafios o rugosidad.

3.2.4.1. Microscopia AFM del Oxido de Grafeno

En la Figura 32-3 se aprecia las laminas de Oxido de Grafeno tomada por microscopia AFM, se

obtuvieron los datos de espesor de 20 laminas las cuales presentaron un espesor maximo de

1.6[nm] con una frecuencia del 40 %, véase en el histograma de la Figura 33-3
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Figura 32-3: Iméagenes AFM del GO a 2.0um.

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.
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Figura 33-3: Dispersion de Tamafio GO.

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.



3.2.4.2. Microscopia AFM de las Nanoparticulas de Plata por sintesis quimica y sintesis

biolégica

Las nanoparticulas de plata sintetizadas por ruta quimica y ruta bioldgica se representan en las
Figuras 34-3 y 35-3 respectivamente, ademas se presenta los histogramas de ambas sintesis en
los cuales se puede observar que para la sintesis quimica el didmetro de las nanoparticulas oscila
entre los 35 y 40 [nm] con una frecuencia del 60 % (Figura 36-3), mientras que las
nanoparticulas mediante ruta bioldgica presentan un didmetro maximo entre los 40 y 60 [nm]

con una frecuencia del 42% (Figura 37-3).

1.75 nm 11.36 nm

0.00 nm e —
Figura 34-3: Imagenes AFM de AgNP’s Figura 35-3: Imagenes AFM de AgNP’s
sintesis quimica a escala 1000[nm]. sintesis bioldgica a escala 2.0[um].
Realizado por: Barba. M, Pachacama. J,2021. Realizado por: Barba. M, Pachacama. J,2021.
f
|
|
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Figura 36-3: Histograma del tamarfio de las Figura 37-3: Histograma del tamafio de las
nanoparticulas de plata por ruta quimica. nanoparticulas de plata por ruta bioldgica.
Realizado por: Barba. M &Pachacama. J,2021. Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.
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3.2.4.3. Microscopia AFM de las Nanoparticulas de Cobre por sintesis quimica y sintesis

biolégica

Las nanoparticulas de cobre por sintesis quimica y bioldgica fueron caracterizadas mediante
Microscopia de Fuerza Atomica (Figura 38-3) y (Figura 39-3) las primeras presentan un espesor
promedio de 70[nm] en una frecuencia del 36% obtenidas de 50 nanoparticulas de cobre. El
diametro de las CuNP’s obtenidas mediante sintesis bioldgica se muestran en los 60[nm] con un

porcentaje de frecuencia del 40%.
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Figura 38-3: Microscopia AFM a 2.0[pum] e Histograma de CuNP’s por ruta quimica
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 39-3: Microscopia AFM a 599[nm] e Histograma de CuNP’s por ruta biolégica
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.



3.2.4.4. Microscopia AFM del Oxido de Grafeno con AgNP'’s

En la Figura 40-3 se muestra una imagen AFM de diferentes laminas de Oxido de Grafeno con

incrustaciones de pequefias nanoparticulas de plata las cuales estan evidenciadas en circulos.

5.92am

390nm
o o i |

0.00 nm

Figura 40-3: Microscopia AFM a 390[nm] con incremento a 180[nm] de GO + AgNP’s
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.5. Microscopia AFM del Oxido de Grafeno con CUNP’s

En la Figura 41-3 se presenta mediante circulo la adherencia de pequefias nanoparticulas de cobre

sobre las laminas de GO.

0.00 nm

Figura 41-3: Microscopia AFM a 1.7[um] y aumento a 300[nm]del nanohibrido GO + CuNP’s
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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3.2.5. Espectroscopia Raman

3.2.5.1. Espectro Raman del Oxido de Grafeno

El pico presentado en la banda D a un valor de 1348 cm muestra la aspiracion de fonones de
punto k de simetria. Mientras que el pico G se muestra un poco hacia la derecha a un valor de
1576 cm™. Los picos D y D’ estan relacionados con el cambio de la hibridacién sp?a sp® por la

oxidacién del grafito (Tene et al., 2020: pp. 7).

R?=0.997

1200 1400 1600 1800
Raman Shift (ecm™)

Figura 42-3: Espectroscopia Raman del GO.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.5.2. Espectro Raman de Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas de Plata

El espectro Raman del GO funcionalizado tiene similitud con el espectro del GO sin funcionalizar
principalmente en los picos D y G observandose valores similares. Ademas, el espectro Raman
del grafito muestra una curva muy fina al no estar ain oxidado por lo tanto carece de la presencia
de 4tomos de oxigeno que si estan presentes en el GO ya oxidado y exfoliado. Ciertamente en el
espectro raman del GO funcionalizado prevalece la curva obtenida en la figura 42-3 ya que al
igual que la espectroscopia IR este presenta los grupos funcionales que contiene nuestra muestra
y en este caso el GO presenta los enlaces C-C y no puede reconocer los enlaces de los iones de

plata con los carbonos presentes en el GO.
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Figura 43-3: Espectroscopia Raman de GO+AgNP’s.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.5.3. Espectro Raman de Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas de Cobre

Los picos D y G del espectro del GO funcionalizado con CuNP’s tiene similitud a los espectros
analizados en las figuras anteriores (figura 43-2) (figura 43-3), con el ligero cambio en que la
intensidad del espectro GO+CuNP’s es levemente mayor en las bandas caracteristicas analizadas
antes mencionadas, de la misma manera este espectro muestra los grupos funcionales presentes

en el GO sin presentar un cambio dréstico en los grupos funcionales que lo componen.
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Figura 44-3: Espectroscopia Raman de GO+CuNP’s.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.6. Microscopia de Barrido Electrénico (SEM)

La Microscopia de Barrido Electronico nos da a conocer la morfologia externa de las muestras,
ya que utiliza un haz de electrones con alta energia generando sefiales que interacttan con la
superficie de la muestra, estas sefiales electron-muestra revelan informacion sobre textura,

composicion, y estructura cristalina (Renau-piqueras and Faura, 1965: pp. 9-14).
3.2.6.1. Microscopia SEM del Oxido de Grafeno

En la Figura 45-3 se muestra la microscopia de las laminas de Oxido de Grafeno a 50 [um] Figura
45-3. a) en la que se observa laminas grandes del Oxido de Grafeno y 1.0 [um] Figura 45.3.b)

observamos capas superpuestas de nuestro material.
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1.0 um

Figura 45-3: SEM del Oxido de Grafeno. a) escala 50[um]. b)

escalal.O[um]
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.6.2. Microscopia SEM del Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas de Plata

En la microscopia SEM se puede evidenciar en circulos la incrustacion de las nanoparticulas de
plata por sintesis quimica sobre las 1aminas del Oxido de Grafeno en una escala de 10[um], véase
en la Figura 46-3, en la Figura 47-3 en cambio los circulos demuestran la adherencia de las

nanoparticulas de plata por ruta biol6gica a una escala de 200[um] sobre las laminas del GO.

Figura 46-3: SEM de GO + AgNP’s ruta quimica a 10[pum].
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.2.6.3. Microscopia SEM del Oxido de Grafeno funcionalizado con Nanoparticulas de Cobre

En la Figura 48-3 se muestra una distribucion de las nanoparticulas de cobre sintetizadas por ruta
quimica sobre las laminas de Oxido de Grafeno, en esta imagen podemos observar que la
produccién de nanoparticulas es mayor, mientras que en la Figura 49-3 se observa una menor
cantidad de CuNP’s incrustadas en las laminas de GO, esto se debe a la ruta de sintesis de las
nanoparticulas. Las dos imagenes estan en una escala de 10[um].
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Figura 48-3: SEM de GO +CuNP's ruta quimica a 10[um]
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 49-3: SEM de GO + Cu NP's ruta bioldgica al0[um]
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.3. Analisis antibacteriano

3.3.1. Concentracién inhibitoria minima

CMI es un método cualitativo que se define como la concentracién minima de antibiético que en
un tiempo determinado es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de una cepa bacteriana en
condiciones normalizadas. La CIM puede determinarse mediante micro y macro dilucién ya sea
en caldo o en agar, asi como también un método cualitativo utilizando la técnica de disco difusion

en la que un microorganismo puede clasificarse de una manera sencilla entre resistente o sensible
(Taroco, Seija y Vignoli, 2008: pp. 663-671).

3.3.1.1Concentracion inhibitoria minima en Gram Positivo.

Para el andlisis de inhibicion de Staphylococcus aureus se utilizd un total de 8 cajas Petri que
contenian Agar Mueller Hinton, cada caja contenia 6 discos de 5mm, en 4 de estos discos se
coloc6 20uL del nanohibrido a diferentes concentraciones (32, 62.5,125,250) [ug/mL] de manera
aleatoria, 1 disco fue de control en el que se deposité 20pL de agua destilada y estilizada y en el
Gltimo disco fue ocupado con 20uL 6xido de grafeno. Para medir la CMI se utilizé el método de
antibiograma y posteriormente se calcul6 el didmetro del halo a las 24 horas en Staphylococcus
aureus mostrado en la Tabla 16-3, ademas el diametro a la 48 horas presentado en la Tabla 17-3.
Para el experimento CIM en cada caja se enumeraron 4 discos del 1 al 16 aleatoriamente, los

datos de cada namero se encuentran expresados en la Tabla 14-3.
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Tabla 14-3: Concentracion y tipo de nanohibrido

Nomenclatura de Discos Concentracion [ug/mL] Tipo de Nanohibrido
C 0 CONTROL
1 62.5 GO+ CuNP’s-B
2 62.5 GO+ AgNP’s-B
3 125 GO+ CuNP’s-B
4 250 GO+ AgNP’s-B
. 125 GO+ CuNP’s-Q
6 125 GO+ AgNP’s-B
; 125 GO+ AgNP’s-Q
8 250 GO+ CuNP’s-B
9 32 GO+ CuNP’s-B
10 3 GO+ AgNP’s-Q
11 250 GO+ CuNP’s-Q
12 3 GO+ AgNP’s-B
13 250 GO+ AgNP’s-Q
14 32 GO+ CuNP’s-Q
15 625 GO+ CuNP’s-Q
16 625 GO+ AgNP’s-Q
0 580 Oxido de Grafeno

B= sintesis biol6gica
Q= sintesis quimica
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

En la tabla 15-3 se da a conocer la distribucion de los nanohibridos en las diferentes cajas, como

también los nimeros de discos que presentaron inhibicién y los que no presentaron.
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Tabla 15-3: Presencia de inhibicién y resistencia de los discos S.aureus

Nimero de caja NUmero de discos que Discos que presentan Discos que no presentan

constituyen la caja inhibicion inhibicion

1 5,6,13,14y GO 56y GO 13y 14

2 14,79y GO 7 1,49y GO

3 1,3,10,11y GO 11 1,3,10y GO

4 2,8,10,16 y GO 2,10y GO 8y 16

5 56,9 ,14y GO 6y GO 59y 14

6 3,8,12,15y GO 12y GO 38y15

7 247,12y GO 24,712y GO

8 11,13,15,16 y GO 11y GO 13,15y 16

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

De manera general podemos observar que los nanohibridos (GO+ AgNP’s B, AgNP’s Q) a
32[ug/mL], GO+ CuNP’s B a 62.5[ug/mL], (GO+ AgNP’s B, GO+ AgNP’s Q) a 125[ug/mL],
(GO+ CuNP’s By GO+ AgNP’s B) a 250 [ug/mL] y el nanomaterial GO a 580 [ug/mL] presentan
inhibicidn bacteriana, es decir que S. aureus se muestra sensible ante estos nanohibridos, por otra
parte observamos que las nanoparticulas de plata y cobre funcionalizadas con el 6xido de grafeno
presentan una inhibicién bacteriana, comprobando que estos nanomateriales mejoran las
propiedades bactericidas. La actividad antimicrobiana de los compuestos hibridos puede ser
explicado en su gran mayoria por la forma de las nanoparticulas, la estructura atomica de la
superficie de las particulas afecta en la interaccion con las células bacterianas dando lugar a una
eficacia antimicrobiana (Whitehead et al., 2017: pp. 182-190).

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram Positiva que presenta una membrana celular
compuesta por una gran cantidad de peptidoglicano, conocida como una bacteria resistente a
diversos antibidticos, en esta experimentacion muestra que la bacteria es susceptible a los
materiales usados, ya que, al combinar la forma de los compuestos y las estructuras cristalinas

pueden influir en el mecanismo de internalizacidn bacteriana de la pared celular (Sirelkhatim et al.,
2015: pp. 182-190).
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Tabla 16-3: CMI Cuantitativo Gram Positivo S. aureus a las 24 horas. Diametro de disco 5mm

Medida del Desviacion
Concentracion Tipo de nanohibrido I\/.Iedid.a d.el.h.alo Incert.idumbre Incertidumbre h.alo Incert.idumbre Incertidumbre Val(?r est'c.’mdar
(disco-inhibicién) medida halo porcentual (disco- medida halo porcentual medio medida del
inhibicion) halo
ug/mL Mm mm % mm mm % mm mm
24 horas repeticion 1 24 horas repeticion 2
62.5 GO+ CuNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ AgNP’s-B 7 0.5 7.14 5 0.5 10.00 6.00 141
125 GO+ CuNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.5 0.00 0.00 0.00
250 GO+ AgNP’s-B 0 0.0 0.00 2 0.5 25.00 1.00 141
125 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 1 0.5 50.00 0.50 0.71
125 GO+ AgNP’s-B 7 0.5 7.14 4 0.5 125 5.50 212
125 GO+ AgNP’s-Q 6 0.5 8.33 0 0.0 0.00 3.00 4.24
250 GO+ CuNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
32 GO+ CuNP’s-B 0 0.0 0.00 1 0.5 50.00 0.50 0.71
32 GO+ AgNP’s-Q 1 0.5 50.00 1 0.5 50.00 1.00 0.00
250 GO+ CuNP’s-Q 1 0.5 50.00 1 0.5 50.00 1.00 0.00
32 GO+ AgNP’s-B 5 0.5 10.00 6 0.5 8.33 5.50 0.71
250 GO+ AgNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
32 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ AgNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
GO 4 0.5 125 4 0.5 125 4.00 0.00

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Tabla 17-3: CMI Cuantitativo Gram Positivo S. aureus a las 48 horas. Diametro de disco 5mm

) _ . Medida del halo _ ] Desviacion
Concentracion Tipo de nanohibrido Mf&dldé.l o.le! .halo Ince.rtldumbre Incertidumbre (disco- Ince.rtldumbre Incertidumbre Valo.r s i
(disco-inhibicidén) | medida halo porcentual o medida halo porcentual medio
inhibicion) del halo
ug/mL mm mm mm % mm mm % mm mm
48horas repeticion 1 48horas repeticion 2

62.5 GO+ CuNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ AgNP’s-B 8 0.5 6.25 6 0.5 8.33 7.00 141
125 GO+ CuNP’s-B 2 0.5 25.00 0 0.0 0.00 1.00 141
250 GO+ AgNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
125 GO+ CuNP’s-Q 6 0.5 8.33 3 0.5 16.67 4.50 2.12
125 GO+ AgNP’s-B 11 0.5 4.55 6 0.5 8.33 8.50 3.54
125 GO+ AgNP’s-Q 4 0.5 12.50 0 0.0 0.00 2.00 2.83
250 GO+ CuNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
32 GO+ CuNP’s-B 1 0.5 50.00 3 0.5 16.67 2.00 141
32 GO+ AgNP’s-Q 2 0.5 25.00 2 0.5 25.00 2.00 0.00
250 GO+ CuNP’s-Q 4 0.5 12.50 1 0.5 50.00 2.50 2.12
32 GO+ AgNP’s-B 5 0.5 10.00 7 0.5 7.14 6.00 141
250 GO+ AgNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
32 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ AgNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00

GO 4 0.5 12.50 4 0.5 12.50 4.00 0.00

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.
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Figura 50-3: Variacion de Halo a) 32, b) 62.5, ¢) 125y d) 250 [ug/mL].

Realizado por: Barba. M &Pachacama. J,2021.



En la Figura 50-3 encontramos el andlisis de inhibicidn de S. aureus con respecto a las diferentes
concentraciones de los nanohibridos. En la Figura 50-3. a) los diferentes nanohibrodos tienen una
concentracion de 32[ug/mL] y claramente se puede ver que el nanohibrido GO+ AgNP’s-B
presenta un tamafio de halo superior a los otros nanohibridos tanto a las 24 horas presentenado un
tamafio de halo de 5.5 [mm] y a las 48 horas presenta un tamafio de 6 [mm], seguido por el
nanohibrido GO+AgNP’s Q sintetizado quimicamente mostrando a las 24 horas un tamarfio de
1[mm] y a las 48 horas un tamfiano de 2[mm], ademas el nanohibrido GO+CuNP’s B presenta
un tamarfio de 0.5[mm] a las 24 horas y a las 48 horas un tamafio de 2[mm]. En la Figura 50-3. b)
tenemos los nanohibridos a una concentracion de 62.5[ug/mL] en la que visualizamos
nuevamente que el nanoibrido GO+AgNP’s B muestra un tamafio superior en las 24 horas y 48
horas obteniendo 6[mm] y 7 [mm]. La Figura 50-3. c) representa la inhibicién a 125[ug/mL],
reiteradamente tenemos que GO+AgNP’sB presenta un tamafio de halo superior a los otros
nanohibridos, a las 24 horas presenta un tamafio de 5.5[mm] y a las 48 horas un tamafio de
8.5[mm)], el nanohibrido GO+AgNP’sQ en las 24 horas presenta un tamafio de 5[mm] mientras
que en las 48 horas existe una disminucion del tamafio a 2[mm]; el nanohibrido GO+CuNP’s Q
presentd un crecimiento de 0.5[mm] a las 24 horas y a las 48 horas presento un tamafio de
4.5[mm], ademas el nanohibrido GO+CuNP’s B mostré 1[mm] de tamafio de halo a las 48horas.
En Figura 50-3. d) se representa la inhibicion de S. aureus a una concentracion de 250 [ug/mL],
en la cual el nanohibrido GO+CuNP’s B presenta un mayor crecimiento cuyo tamafio de halo a
las 24 horas es de 1[mm] y a las 48 horas es de 2.5[mm], ademas el nanohibrido GO+Ag NP’s B
se presenta tanto a las 24 como 48 horas con un valor de Halo de 1[mm]. El tamafio del halo del
oxido de grafeno sobre E.coli en las 24 y 48 horas es de 4[mm].

Una vez analizados los valores del tamafio de halo observamos que el nanohibrido GO+AgNP’s-
B presenta un tamario grande en las concentraciones (32;62.5 y 125)[ug/mL] ,esto nos indica que
el nanomaterial utilizado inhibié de mejor manera a la bacteria, ya que el S. aureus se mostré
sensible ante este nanohibrido. El material GO+CuNP’s-B a una concentracion de 250 [ug/mL]
presentd un mayor tamafio de halo a las 48 horas es decir que S. aureus mostré sensiblildad
inhibitoria después de 24 horas de estar en contacto con el nanohibrido. Dentro del anélisis de
inhibicion el nanohibrido GO+CuNP’s-Q a una concentracion de 32[ug/mL] no presenta
crecimiento en el tamafio del halo, por lo que no inhibide a la bacteria, sin embargo a una
concentracion de 150 [ug/mL] se evidenccia el aumento del halo de inhibicion dentro de las 48
horas por lo que a concentraciones bajas de nanohibrido el S. aureus presenta resitencia frente al
material. La actividad antimicrobina del GO a 580[ug/mL] presenta una menor eficacia con
respecto a los materiales funcionalizados con nanoparticulas de plata, como se puede observar en
el S.aureus el material funcionalizado increment6 la actividad antimicrobiana entre el 50 y 100%,

mientras que en la funcionalizacion de 6xido de grafeno con nanoparticulas del cobre la actividad
59



anticrobina es inferior. La concentracién minima de antibi6tico capaz de inhibir a Staphylococcus
aureus en 24 horas es el nanohibrido (GO+ AgNP’s-B) a las concentraciones de 32[ug/mL] y
125[ug/mL], mientras que a las 48 horas es el mismo nanomaterial pero con un a concentracion
de 125[ug/mL], por lo que concluimos que esta concentracion es la 6ptima para inhibir la cepa de
S.aureus ATCC29213.

El mecanismo antimicrobiano de los derivados del grafeno en células y bacterias se produce en
tres etapas, la primera es la deposicion inicial del material , el estrés de la membrana causada por
el contacto directo de los bordes que constituyen las laminas del OG permiten la destruccion de
la pared celular. Finalmente, la presencia de grupos hidroxilo (OH) considerados como uno de
los iones mas activos para el proceso de muerte bacteriana, provoca la peroxidacion de los lipidos
lo que causa dafio celular permitiendo inhibicion. (Menazea and Ahmed, 2020). Por el contrario las
nanoparticulas de plata revelan una mayor actividad bactericida ybiocompatibilidad con los
nanomateriales antibacterianos incluso presenta aplicaciones sanitarias, alimentarias y textiles. El
efecto antimicrobiano del nanocompuesto GO+AgNP’s muestra que la concentracion del
nanohibrido, el tiempo de exposicion y factores fisico-quimicos influyen en la viabilidad
bacteriana de S. aureus, ademas en varios estudios demuestran que el GO-Ag presenta una

propiedad biocida alta con una concentracion inhibitoria minima. (Bouchareb et al. 2020: p. 122598).
3.3.1.2. Concentracion Inhibitoria minima en Gram Negativa
Para el analisis de inhibicién de E. Coli se utilizé el mismo proceso para la concentracion minima

inhibitoria de S. aureus, también se calcul6 el diametro del halo de Staphylococcus Aureus a las

24 horas mostrado en la Tabla 19-3, y el diametro a la 48 horas presentado en la Tabla 20-3.
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Tabla 18-3: Presencia de inhibicién y resistencia de los discos E. coli

Nimero de caja NUmero de discos que | Discos que presentan | Discos que no presentan
constituyen la caja inhibicién inhibicion

1 1,4,8,12y GO 412y GO 1y8

2 1,8,10,15y GO 1,8y GO 10y 15

3 346,12y GO 46,12 3yGO

4 3,5,6,9y GO 6 3,59y GO

5 10,11,14,15y GO GO 10,11,14 y15

6 29,1116y GO 29,11,y GO 16

7 2,7,13,16 y GO 2y 13 7,16y GO

8 5,7,13,14y GO GO 57,13y 14

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Mediante un analisis general los nanohibridos GO+ AgNP’s-B y GO+ CuNP’s-B a (32 y 62.5)
[ug/mL]; GO+ AgNP’s-B a 125[ug/mL]; GO+ AgNP’s-B, GO+ AgNP’s-Q, GO+ CuNP’s-B,
GO+ CuNP’s-Q a 250[ug/mL] y el oOxido de grafeno a 580[ug/mL]presentan inhibicion

bactericida sobre Escherichia coli, lo que nos dice es que la bacteria Gram Negativo es sensible

a estos nanomateriales.

Escherichia coli es una bacteria que pertenece a las Gram Negativo constituida por membrana

citoplasmatica, membrana externa y peptidoglucano el que permite dar la rigidez y resistir a

presiones osmoticas elevadas. En la experimentacion se muestra que la cepa bacteriana es

susceptible a los nanomateriales, ya que al combinar el GO con otros compuestos formamos un

complejo mucho mas eficiente para la actividad antimicrobiana.
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Tabla 19-3: CMI Cuantitativo Gram Negativo E. coli a las 24 horas

Concentraci Medid-a del Incertidumbre | Incertidumbre Medid? del Incertidumbre Incertidumbre Valor Desviaci()n-
halo(disco- halo(disco- estandar medida
on Tipo de inhibicion) medida halo porcentual inhibici6n) medida halo porcentual medio G Telle
nanohibrido
ug/mL mm mm % mm mm % mm mm
24 horas repeticion 1 24 horas repeticion 2

62.5 GO+ CuNP’s-B 1 0.5 50.00 0 0.0 0.00 0.50 0.71
62.5 GO+ AgNP’s-B 5 0.5 10.00 3 0.5 16.67 4.00 141
125 GO+ CuNP’s-B 2 0.5 25.00 0 0.0 0.00 1.00 141
250 GO+ AgNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
125 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
125 GO+ AgNP’s-B 4 0.5 12.50 4 0.5 12.50 4.00 0.00
125 GO+ AgNP’s-Q 2 0.5 25.00 2 0.5 25.00 2.00 0.00
250 GO+ CuNP’s-B 4 0.5 12.50 0 0.0 0.00 2.00 2.83
32 GO+ CuNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
32 GO+ AgNP’s-Q 3 0.5 16.67 1 0.5 50.00 2.00 141
250 GO+ CuNP’s-Q 2 0.5 25.00 3 0.5 16.67 2.50 0.71
32 GO+ AgNP’s-B 7 0.5 7.14 10 0.5 5.00 8.50 2.12
250 GO+ AgNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
32 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ AgNP’s-Q 3 0.5 16.67 1 0.5 50.00 2.00 141
GO 2 0.5 25.00 3 0.5 16.67 2.50 0.71

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.
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Tabla 20-3: CMI Cuantitativo Gram Negativo E. coli a las 48 horas

Medida del | Incertidumbr . Medida del . . Desviacion
Concentracion halo(disco- | e medida Incertidumbre halo(disco- Incert.ldumbre Incertidumbre Valor medio | estandar medida
Tipo de inhibicion) halo porcentual inhibicion) medida halo porcentual del halo
nanohibrido
ug/mL mm mm mm mm mm
48horas repeticion 1 48horas repeticion 2
62.5 GO+ CuNP’s-B 1 0.5 50.00 0 0.0 0.00 0.50 0.71
62.5 GO+ AgNP’s-B 5 0.5 10.00 3 0.5 16.67 4.00 141
125 GO+ CuNP’s-B 2 0.5 25.00 0 0.0 0.00 1.00 1.41
250 GO+ AgNP’s-B 1 0.5 50.00 1 0.5 50.00 1.00 0.00
125 GO+ CuNP’s-Q 1 0.5 50.00 0 0.0 0.00 0.50 0.71
125 GO+ AgNP’s-B 6 0.5 8.33 4 0.5 12.50 5.00 1.41
125 GO+ AgNP’s-Q 2 0.5 25.00 2 0.5 25.00 2.00 0.00
250 GO+ CuNP’s-B 5 0.5 10.00 1 0.5 50.00 3.00 2.83
32 GO+ CuNP’s-B 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
32 GO+ AgNP’s-Q 3 0.5 16.67 1 0.5 50.00 2.00 141
250 GO+ CuNP’s-Q 4 0.5 12.50 3 0.5 16.67 3.50 0.71
32 GO+ AgNP’s-B 8 0.5 6.25 12 0.5 4.17 10.00 2.83
250 GO+ AgNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
32 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ CuNP’s-Q 0 0.0 0.00 0 0.0 0.00 0.00 0.00
62.5 GO+ AgNP’s-Q 3 0.5 16.67 1 0.5 50.00 2.00 141
GO 2 0.5 25.00 3 0.5 16.67 2.50 0.71

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.
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Figura 51-3: Variacién del Halo a) 32, b) 62.5, ¢) 125y d) 250 [ug/mL].
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.
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La Figura 51-3 representa la inhibicion de los diferentes nanohibridos sobre la cepa de
Escherichia coli, en la Figura 51-3.a observamos que el nanohibrido GO+ AgNP’s-B presenta
un tamarfio de halo superior a los otros nanomateriales teniendo un valor a las 24 horas de
8.5[mm] y a las 48 horas llega a un valor de 10[mm], el otro nanohibrido que presentd
crecimiento en el tamafio del halo fue el GO+ AgNP’s-Q con un tamafio de 2[mm] tanto en las
24 como 48 horas. En la Figura 51-3. b) visualizamos que el nanohibrido GO+ AgNP’s-B
nuevamente presenta un crecimiento en el tamafio del halo de 4[mm] tanto a las 24 como 48
horas. Seguido del nanohibrido GO +AgNP’s-Q el cudl presenta un tamafio de 2[mm] en las 24
y 48 horas, finalmente el nanohibrido GO+ CuNP’s-B se presenta con un tamafio de 0.5[mm]
tanto a las 24 como 48 horas. En el caso de los nanohibridos cuya concentracion fue de
125[ug/mL] representados en la Figura 51-3. ¢) se aprecia que el nanohibrido GO+ AgNP’s-B
presenta un mayor tamafio del halo a las 24 horas el tamafio es de 4[mm] y a las 48 horas es de
5[mm], el nanohibrido GO+ AgNP’s-Q muestra un tamafio de 2[mm] en ambos registros, el
GO+ CuNP’s- B present6 un crecimiento de 1[mm] tanto a las 24 como 48 horas. Finalmente,
en esta concentracion tenemos que GO+ Cu NP’s-Q a las 48 horas presenta un crecimiento de
0.5[mm]. La Figura 51-3. d) demuestra que el nanohibrido que presenta mayor crecimiento del
halo es GO+ CuNP’s-Q con un tamarfio de 3.5[mm] a las 48 horas y 2.5[mm] a las 24 horas, en
este caso el GO+ Cu NP’s-B presenta un crecimiento de 3[mm] a las 48 horas y de 2[mm],
ademas, GO+ AgNP’s-B a las 48 horas presenta un crecimiento de 1[mm]. La actividad
antimicrobiana del GO a 580[ug/mL] presenta una menor eficacia con respecto a los materiales
funcionalizados con nanoparticulas de plata y cobre, ya que la actividad antimicrobiana
incrementa entre el 40 y 100%. La concentracion minima de antibiético capaz de inhibir la cepa
de Escherichia coli ATCC25922 es el 6xido de grafeno funcionalizado con nanoparticulas de
plata sintetizadas por el método biologico (GO+ AgNP’s-B) a una concentracion de 32[ug/mL].
El mecanismo antimicrobiano de los derivados del grafeno en células y bacterias se produce de
la misma manera que en Staphylococcus aureus, ya que Escherichia coli al estar en contacto
directo con estos nanohibridos se produce la ruptura de la membrana por las laminas del GO,
ademas por los grupos hidroxilos pertenecientes al 6xido de grafeno permiten que la célula

bacteriana sufra peroxidacion provocando muerte celular.

3.2.3. Concentracién minima bactericida

La técnica CMB se define como la concentracion de antimicrobiano el cual elimina un 99.9%

de microorganismos después de cierto tiempo de incubacién por lo general son 24 horas.
(Quintana et al., 2005: p.39).
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Para conocer la CMB en Gram Positivo y Gram Negativo se utiliz6 20uL de una dilucion
bactericida de 10"-7 UFC con 20uL de las concentraciones de los diferentes nanohibridos, las
mismas que fueron inoculadas en tubos de ensayo que contenian 10mL de caldo Luria Bertani
el cual fue preparado a partir de 10gr de triptona, 5gr de extracto de levadura y 10gr de cloruro
de sodio disueltos en 1000mL de agua destilada, llegando a un pH- de 7,15 véase en la (Figura
52-3).

Figura 52-3: Medicién del pH del caldo LB.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.

3.2.3.1. Concentracion minima bactericida en Escherichia coli

Se realizé una siembra de la bacteria Escherichia coli ATCC25922 en 33 tubos de ensayo que
contenian Caldo Luria Bertani, la incubacion de los tubos fue a 37°C por 24 horas, los tubos
que presentaron turbidez son los que contenian un crecimiento bactericida caso contrario los
tubos que no presentaron turbidez los nanohibridos fueron capaces de inhibir el crecimiento
bacteriano. Para obtener el resultado de CMB se obtuvo 100uL de los tubos que no presentaron
turbidez y fueron sembrados en cajas Petri en medio de cultivo Agar Triptona de Soya para

verificar el crecimiento bacteriano.
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Figura 53-3: Turbidez E coli. a) presencia de bacteria. b) ausencia de bacteria.
Realizado por: Barba. M & Pachacama.J,2021.

Tabla 21-3: CMB Cualitativo Escala Bimodal Gram Negativo (E. coli)

Concentracion del
Canohibrido 24 horas repeticion 1 24 horas repeticion 2
Tipo o de Bresents Presento Bresents Presento
Ug/mL nanonibride turbidez CreCim_iemO turbidez crecinfiento
bacteriano bacteriano
Si No |Si No Si No |Si No
62.5 GO+ CuNP’s B X X X X
62.5 GO+ AgNP’s B X X X X
125 GO+ CuNP’s B X X X X
250 GO+ AgNP’s B X X X X
125 GO+ CuNP’s Q X X X X
125 GO+ AgNP’s B X X X X
125 GO+ AgNP’sQ [ X X X |X
250 GO+ CuNP’s B X X X X
32 GO+ CuNP’s B X X X X
32 GO+ AgNP’s Q X X X X
250 GO+ CuNP’s B X X X X
32 GO+ AgNP’s B X X X X
250 GO+ AgNP’s Q X X X X
32 GO+ CuNP’s Q X X X X
62.5 GO+ CuNP’sQ | X X X X
62.5 GO+ AgNP’sQ | X X X X

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.
En la Tabla 21-3 se muestran los datos cualitativos de la primera y segunda repeticién de los

tubos de ensayo, dado que existen algunos datos que en la primera repeticion no coinciden con
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los de la segunda repeticién sefialados en color celeste, se procedié a resembrar 100uL de la
solucién de los tubos en cajas Petri con Agar Triptona de Soya para observar el crecimiento
bacteriano, para determinar la concentracion minima bactericida de los nanohibridos en la cepa
Escherichia coli, se utilizé una placa de control sin nanohibrido, la lectura de los resultados se
realizd en aquellas placas donde los nanohibridos fueron capaz de eliminar el 99.9% de bacterias
comparandolas con la placa de control.

En la placa control se determin6 1.73E+08 colonias equivalentes al 100%, los nanohibridos a
62.5 ug/mL presentaron un menor nimero de colonias bacterianas, el nanohibrido GO+
CuNP’s B mostré 5.00E+06 colonias representando una concentracion minima bactericida del
0.0289%, el composite GO + AgNP’s B presentd 2.00E+06 colonias equivalentes al 0.0116%,
el siguiente material fue el GO +CuNP’s Q en el que se evidenci6 4.00E+06 colonias bacterianas
constituyendo el 0.0231%, finalmente el nanohibrido GO +AgNP’s Q cuyo niimero de colonias
fue de 6.00E+06 representd el 0.0347%. Estos valores estdn dentro de la norma de la
concentracion minima bactericida ya que los nanohibridos permiten sobrevivir menos del 0.1%

de la cepa original.

3.2.3.2. Concentracion minima bactericida en Staphylococcus aureus

En Staphylococcus aureus ATCC29213 la técnica CMB se desarroll6 con la siembra de 33 tubos
de ensayo de los cuales 16 pertenecen a las diferentes concentraciones del material al ser una
experimentacién por duplicado tenemos 32 tubos, y 1 tubo de control los cuales fueron
incubados a 37°C, después de un periodo de incubacién de 24 horas se observo la turbidez en
los tubos véase (Figura 54-3) lo que nos indica el desarrollo bacteriano, para medir la CMB se
realiza la prueba de actividad bactericida para ello a partir de los tubos que no presentaron
crecimiento bacteriano se inoculé 100 pL de la disolucion sobre Agar Triptona de Soya y se
verifico el crecimiento bacteriano, la concentracién minima de los nanohibridos que permiten

sobrevivir menos del 0.1% de la cepa original se denomina concentracién minima bactericida.
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Figura 54-3: Turbidez S. aureus. a) crecimiento bacteriano b) ausencia de bacteria.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 22-3: CMB Cualitativo Escala Bimodal Gram Negativo (S. aureus)

Concentracion del
nanohibrido 24 horas repeticion 1 24 horas repeticion 2
Tipo de Presentd Presentd
nanohibrido Presento crecimiento Present6 crecimiento
Ug/mL turbidez bacteriano turbidez bacteriano
SI NO Sl NO Sl NO Si NO

62.5 GO+ CuNP’s-B X X X X

62.5 GO+ AgNP’s-B X X X X
125 GO+ CuNP’s-B X X X X

250 GO+ AgNP’s-B X X X X

125 GO+ CuNP’s-Q X X X X
125 GO+ AgNP’s-B X X X X
125 GO+ AgNP’s-Q X X X X

250 GO+ CuNP’s-B X X X X
32 GO+ CuNP’s-B X X X X
32 GO+ AgNP’s-Q | X X X X

250 GO+ CuNP’s-B X X X X

32 GO+ AgNP’s-B X X X X
250 GO+ AgNP’s-Q X X X X
32 GO+ CuNP’s-Q X X X X

62.5 GO+ CuNP’s-Q X X X X

62.5 GO+ AgNP’s-Q X X X X

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.

En la Tabla 22-3 se muestran los datos de la turbidez y del crecimiento bacteriano que tuvieron

los tubos tanto de la primera como de la segunda repeticion sobre la cepa S. Aureus, vemos que
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los nanohibridos actian favorablemente eliminando el 99.9% de bacteria Staphylococcus aureus
ATCC29213.

En la placa control se calculé 1.20E+08 colonias equivalentes al 100%, los nanohibridos GO +
AgNP’s By GO +AgNP’s Q a 62.5 ug/mL presentaron 3.00E+06 y 1.00E+07 colonias en placa
equivalentes a una concentracion minima bactericida del 0.025% y 0.083% respectivamente.
Finalmente, el composite GO +CuNP’s Q a una concentracion de 125ug/mL mostrd 7.00E+06
colonias lo que representé una concentracion del 0.0583%. Estos valores estan dentro de la
norma de la concentracidn minima bactericida ya que los nanohibridos permiten sobrevivir

menos del 0.1% de la cepa original.

3.4. Unidades formadoras de colonias

3.4.1. Conteo de UFC en bacterias Gram Positivo

Para el conteo de las unidades formadoras de colonias en S. Aureus se prepararon 17 cajas Petri
con Agar Mueller Hinton en las 16 cajas se sembrd 100uL de la bacteria a una dilucion de 10°-
7 con 50uL del nanohibrido a diferentes concentraciones y 1 caja fue de control en la que solo
se coloco la bacteria, después de 24 horas se procedié a contar las colonias presentes en la placa
para luego conocer las unidades formadoras de colonias mediante la Ecuacion 1 las que se
reportan en la Tabla 23-3.

Ecuacién 1-3. Ecuacién Unidades Formadoras de Colonias

UFC __ (numero de colonias por placa)+(factor de dilucién)

mL ml de muestra sembrada
Fuente: (IDDEX, 2018: p.3); (HORNA QUINTANA et al., 2012: p.39).

Donde:
(nimero de colonias por placa) : Cuenta de colonias por caja Petri.
(factor de dilucién): Dilucion de la Bacteria 1017.

ml de muestra sembrada: 100mL de bacteria.
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Figura 55-3: Reporte de colonias en la bacteria Gram Positivo.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J ,2021.

Tabla 23-3: Registro de conteo de colonias bacteria Gram Positivo

Concentracion del Conteo Factor de Volumen de la Unidades
nanohibrido Tipo de por placa | dilucion muestra forma_doras de
nanohibrido colonias
ug/mL mL UFC /mL
CONTROL 120 1.00E+07 0.1 1.20E+08
32 GO+ CuNP’s B| 96 1.00E+07 0.1 9.60E+07
32 GO+ AgNP’s B| 20 1.00E+07 0.1 2.00E+07
32 GO+ CuNP’s Q| 36 1.00E+07 0.1 3.60E+07
32 GO+ AgNP’s Q| 26 1.00E+07 0.1 2.60E+07
62.5 GO+ CuNP’s B | 100 1.00E+07 0.1 1.00E+08
62.5 GO+ AgNP’sB| 3 1.00E+07 0.1 3.00E+06
62.5 GO+ CuNP’s Q|31 1.00E+07 0.1 3.10E+07
62.5 GO+ AgNP’sQ| 10 1.00E+07 0.1 1.00E+07
125 GO+ CuNP’s B| 34 1.00E+07 0.1 3.40E+07
125 GO+ AgNP’s B| 15 1.00E+07 0.1 1.50E+07
125 GO+ CuNP’s Q|7 1.00E+07 0.1 7.00E+06
125 GO+ AgNP’s Q| 15 1.00E+07 0.1 1.50E+07
250 GO+ CuNP’s B| 31 1.00E+07 0.1 3.10E+07
250 GO+ AgNP’s B| 10 1.00E+07 0.1 1.00E+07
250 GO+ CuNP’s Q| 14 1.00E+07 0.1 1.40E+07
250 GO+ AgNP’s Q| 30 1.00E+07 0.1 3.00E+07

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J,2021.
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3.4.2. Conteo UFC en bacterias Gram Negativo

Para el conteo de las unidades formadoras de colonias en E. Coli de la misma manera se
prepararon 17 cajas Petri con Agar Mueller Hinton en las 16 cajas sembramos 100uL de la
bacteria a una dilucion de 10"-7 con 100uL del nanohibrido a diferentes concentraciones, la
Gltima caja se considerd la de control, después de 24 horas se procedié a contar las colonias
presentes en la placa para ello dividimos en cuadrantes y se contabilizo las colonias en 1 de los
cuadrantes luego multiplicamos por 4 para obtener el nimero de colonias formadas , una vez
conocido este nimero se aplicé la Ecuacion 1 para conocer el nimero total de unidades

formadoras de colonias reportadas en la Tabla 24-3.

Figura 56-3: Conteo por cuadrante de colonias en la bacteria Gram negativo
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Tabla 24-3: Registro de conteo de colonias bacteria Gram negativo

Concentracion L VVolumen de 4 Unidades
el nanohibrido Tipo delConteo por placalFactor de dilucién muestra formadoras de
nanohibrido colonias
ug/mL mL UFC /mL
CONTROL 173 1.00E+07 0.1 1.73E+08
32 GO+ CuNP’s B 9 1.00E+07 0.1 9.00E+06
32 GO+ AgNP’s B 7 1.00E+07 0.1 7.00E+06
32 GO+ CuNP’s Q 9 1.00E+07 0.1 9.00E+06
32 GO+ AgNP’s Q 7 1.00E+07 0.1 7.00E+06
62.5 GO+ CuNP’s B 5 1.00E+07 0.1 5.00E+06
62.5 GO+ AgNP’s B 2 1.00E+07 0.1 2.00E+06
62.5 GO+ CuNP’s Q 4 1.00E+07 0.1 4.00E+06
62.5 GO+ AgNP’s Q 6 1.00E+07 0.1 6.00E+06
125 GO+ CuNP’s B 70 1.00E+07 0.1 7.00E+07
125 GO+ AgNP’s B 14 1.00E+07 0.1 1.40E+07
125 GO+ CuNP’s Q 16 1.00E+07 0.1 1.60E+07
125 GO+ AgNP’s Q 23 1.00E+07 0.1 2.30E+07
250 GO+ CuNP’s B 10 1.00E+07 0.1 1.00E+07
250 GO+ AgNP’s B 14 1.00E+07 0.1 1.40E+07
250 GO+ CuNP’s Q 15 1.00E+07 0.1 1.50E+07
250 GO+ AgNP’s Q 23 1.00E+07 0.1 2.30E+07

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.5. Test de ANOVA

Después de haber realizado los experimentos correspondientes se realiz6 un test de ANOVA a

los resultados obtenidos aleatoriamente, para dar un resultado a la hip6tesis formulada. En donde

el Factor A son las concentraciones de las hanoparticulas, el Factor B es el método de obtencion

el cual influye de una manera significativa en el tamafio de estas nanoparticulas sintetizadas.

Los resultados obtenidos después de realizar los test resultaron favorables, el factor Ay el factor

B son significativamente diferentes es decir estos influyeron de manera directa al crecimiento

de la bacteria, como en la inhibicion bacteriana.
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3.5.1. Test de ANOVA para la bacteria Gram positiva

Tabla 25-3: ANOVA para la bacteria Gram Positiva con AgNP’s a las 24 horas

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio
Factor A 3 15,75 5,25 -- -
Factor B 1 15,125 15,125 -- --
Interaccion 3 12,625 4,20833 -- -
Modelo 7 435 6,21429 -- --
Error 0 0 - - -
Total 7 43,5 - - -
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 57-3: Influencia de la concentracion en la actividad inhibitoria en (Gram+) a 24h.

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 26-3: Test de ANOVA

ara la bacteria Gram positiva con AgNP’s a las 48 horas

Fuente  de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 45 15 -- -

Factor B 1 15,125 15,125 -- --

Interaccion 3 17,375 5,79167 - --

Modelo 7 77,5 11,07143 -- --

Error 0 0 -- -- -

Total 7 77,5 - - --

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 58-3: Influencia de la concentracién en la actividad inhibitoria en (Gram+) a 48 h.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 27-33: Test de ANOVA para la bacteria Gram Positiva con AgNP’s, conteo de UFC

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 2,26234E21 7,54115E20 -- --
Factor B 1 4,27812E19 4,27812E19 -- --
Interaccion 3 6,80634E21 2,26878E21 - -
Modelo 7 9,11147E21 1,30164E21 -- --
Error 0 0 -- -- --
Total 7 9,11147E21 -- -- --

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 59-3: Influencia de la concentracién de AgNP’s en el conteo de colonias
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 28-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Positiva con CuNP’s a las 24 horas

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 16,09375 5,36458 -- --
Factor B 1 3,78125 3,78125 -- --
Interaccion 3 9,34375 3,11458 - -
Modelo 7 29,21875 4,17411 -- --
Error 0 0 - -- --
Total 7 29,21875 -- -- --

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 60-3: Influencia de la concentracién en la actividad inhibitoria en (Gram +) a 24 h.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 29-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Positiva con CuNP’s a las 48 horas

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 22,09375 7,36458 -- --
Factor B 1 0,03125 0,03125 -- --
Interaccion 3 8,59375 2,86458 - -
Modelo 7 30,71875 4,38839 -- --
Error 0 0 -- -- --
Total 7 30,71875 -- -- --

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 61-3: Influencia de la concentracién en la actividad inhibitoria en (Gram+) a 48 h.

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 30-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Positiva con CuNP’s, conteo de UFC

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 2,81309E21 9,37698E20 -- --
Factor B 1 3,44531E20 3,44531E20 -- --
Interaccion 3 2,32159E21 7,73865E20 -- -
Modelo 7 5,47922E21 7,82746E20 -- --
Error 0 0 -- -- --
Total 7 5,47922E21 -- -- --

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 62-3: Influencia de la concentracion de CuNP’s en el conteo de colonias.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

3.5.2. Test de ANOVA para la bacteria Gram negativa

Tabla 31-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Negativa con AgNP’s a las 24 horas

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 28,125 9,375 -- --
Factor B 1 10,125 10,125 -- --
Interaccion 3 13,125 4,375 -- --
Modelo 7 51,375 7,33929 -- --
Error 0 0 -- -- --
Total 7 51,375 - -- -

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 63-3: Influencia de la concentracién en la actividad inhibitoria en (Gram-) a 24 h.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 32-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Negativa con AgNP’s a las 48 h

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 30,5 10,16667 -- --
Factor B 1 24,5 24,5 - -
Interaccion 3 14,5 4,83333 - -
Modelo 7 69,5 9,92857 -- --
Error 0 0 -- -- --
Total 7 69,5 -- - -

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 64-3: Influencia de la concentracién en la actividad inhibitoria en (Gram-) a 48 h.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 33-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Negativa con AgNP’s, conteo de UFC

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 5 1,66667 -- --
Factor B 1 1 1 -- --
Interaccion 3 1 0,33333 - -
Modelo 7 7 1 - -
Error 0 0 -- -- --
Total 7 7 - - -

Realizado por: Barba. M &Pachacama. J, 2021.
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Figura 65-3: Influencia de la concentracién de AgNP’s en el conteo de colonias.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 34-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Negativa con CuNP’s a las 24 horas

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 8,84375 2,94792 -- --
Factor B 1 0,03125 0,03125 -- --
Interaccion 3 0,09375 0,03125 - -
Modelo 7 8,96875 1,28125 -- --
Error 0 0 -- -- --
Total 7 8,96875 - - -

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 66-3: Influencia de la concentracién en la actividad inhibitoria en (Gram-) a 24 h.
Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.

Tabla 35-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Negativa con CuNP’s a las 48 horas

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 9,34375 3,11458 -- --
Factor B 1 0,03125 0,03125 -- --
Interaccion 3 0,34375 0,11458 -- --
Modelo 7 9,71875 1,38839 - -
Error 0 0 -- -- --
Total 7 9,71875 -- -- --

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 67-3: Influencia de la concentracion en la actividad inhibitoria en (Gram-) a 48 h.
Realizado por: Barba. M &Pachacama. J, 2021.

Tabla 36-3: Test de ANOVA para la bacteria Gram Negativa con CuNP’s, conteo de UFC

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Valor de F Valor de P
variacion libertad cuadrados medio

Factor A 3 2,77388E23 9,24627E22 -- --
Factor B 1 9,68E20 9,68E20 -- --
Interaccion 3 4,17892E23 1,39297E23 -- --
Modelo 7 6,96248E23 9,9464E22 -- --
Error 0 0 -- -- --
Total 7 6,96248E23 -- -- --

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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Figura 68-3: Influencia de la concentracién de CUNP’s en el conteo de colonias.

Realizado por: Barba. M & Pachacama. J, 2021.
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CONCLUSIONES

Mediante el método de Hummers modificado se logré obtener Oxido de Grafeno a partir de
grafito natural, alcanzando una buena calidad del nanomaterial con una concentracion de
580ppm, dentro de los diferentes procesos de caracterizacion obtenemos que por espectroscopia
UV-Vis se obtiene un pico méaximo en los 232[nm] y un hombro en los 301[nm], por
espectroscopia FT-IR se obtiene sefiales que perteneces a los grupos carbonilo, hidroxilo, epoxi,
por medio de Microscopia de Barrido Electronica SEM se observo al Oxido de Grafeno
constituido por laminas , y por Microscopia de Fuerza Atomica AFM se observa que las ldminas
tienen un espesor de 1.6[nm].

Se obtuvo nanoparticulas de plata y cobre por el método top-down, reduciendo el tamafio de las
nanoparticulas hasta escala nanomeétrica. Para la sintesis de nanoparticulas de plata se utilizo
nitrato de plata como material en bruto, como agente reductor al citrato de sodio, obteniendo un
tamario de particula de 37[nm] con una absorbancia en el Ultravioleta de 445[nm], y para las
nanoparticulas de cobre se empled como agente reductor al acido ascorbico, y como material a
granel al sulfato de cobre pentahidratado logrando un tamafio de 70[nm] con una absorbancia
en el Ultravioleta en 515[nm]. Cuyas absorbancias en el Ultravioleta coinciden con las
reportadas en literatura.

La sintesis bioldgica también denominada sintesis verde es un método relativamente nuevo en
la sintesis de nanoparticulas cuyo fin ha sido fomentar una quimica amigable, para la sintesis de
nanoparticulas de plata se utiliz6 extracto de las semillas de Caléndula Officinalis como agente
reductor, presentando una absorbancia en el Ultravioleta de 437[nm] y un tamafio de particulas
de 60[nm], mientras que para las nanoparticulas de cobre se utilizo el extracto de Citrus limon
como agente reductor dando una absorbancia de 400[nm] y un tamafio de particula de 60[nm],
en esta sintesis se obtienen nanoparticulas cuyas absorbancias en el Ultravioleta estan dentro del
limite de las reportadas por literatura.

El Oxido de Grafeno funcionalizado con nanoparticulas de cobre fue caracterizado por varias
técnicas espectroscopicas una de ellas fue la Espectroscopia Ultravioleta Visible UV-Vis en la
que se logré observar tres sefiales 2 pertenecientes al Oxido de Grafeno y una sefial a los
200[nm] que corresponde a la formacion de nanoparticulas de éxido de cobre y cobre metélico.
En la Espectroscopia de Transformada de Fourier FT-IR se reconocid los grupos caracteristicos
del Oxido de Grafeno carbonilos, epoxi, hidroxilos y tres torsiones adicionales de enlaces C-C
y C-O que aparecieron en la sintesis de nanoparticulas de cobre. La Espectroscopia Raman
muestra que las sefiales D y G son muy parecidas a las sefiales del Oxido Grafeno con variacion

de intensidad. Finalmente, con la Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia EDS se
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registré la composicién quimica del nanohibrido obteniendo cobre metalico, carbono, oxigeno
y 6xido de cobre. Todos estos resultados son coherentes con la literatura.

Las nanoparticulas de plata fueron funcionalizadas con Oxido de Grafeno y caracterizadas por
Espectroscopia UV-Vis obteniendo un espectro con tres picos, dos de ellos conformaron el
espectro caracteristico del 6xido de grafeno y el otro pico caracteristico de la plata metéalica, en
la técnica Espectroscépica Transformada de Fourier se observan los grupos del 6xido de grafeno
y también sefiales de los iones de plata, mediante la Espectroscopia Raman las sefiales D y G
son similares en nimero de onda e intensidad al dxido de grafeno, con la Espectroscopia de
Rayos X por emision de Energia EDS comprobamos la funcionalizacion ya que en el analisis
de composicion quimica mostré plata metalica, carbono y oxigeno.

Las laminas de Oxido de Grafeno funcionalizadas con nanoparticulas de plata fueron observadas
a escala nanométrica mediante Microscopia de Barrido Electrénico SEM y Microscopia de
Fuerza Atdmica AFM revelando la incrustacion de las nanoparticulas sobre el nanomaterial.
La Microscopia de Barrido Electrénico SEM y Microscopia de Fuerza Atomica AFM
determinaron la presencia de nanoparticulas de cobre sobre las laminas de Oxido de Grafeno,
determinando la funcionalizacion del nanohibrido.

Para el estudio de la actividad antimicrobiana del Oxido de Grafeno funcionalizado con
nanoparticulas de plata en cepas bacterianas realizamos las técnicas de concentracion inhibitoria
minimay concentracién minima bactericida; las cuales arrojaron resultados favorables en Gram
Positivo y Gram Negativo. Ademas, se comprobd que el nanohibrido GO + AgNPs B a
concentraciones bajas (32,62.5 y 125) ug/mL inhiben a las bacterias provocando que estas sean
sensibles al nanohibrido, la concentracion minima bactericida en Staphylococcus aureus y
Escherichia coli fue la de 62.5 ug/mL perteneciente al nanohibrido GO +AgNP’s B con un
porcentaje de muerte bacteriana del 0.025% y 0.0116% respectivamente, estos valores estan
dentro de la norma de la concentracion minima bactericida ya que los nanohibridos permiten
sobrevivir menos del 0.1% de la cepa original.

La evaluacion antimicrobiana del Oxido de Grafeno con nanoparticulas de cobre en cepas Gram
Positivas y Gram Negativas fue realizada mediante las técnicas de concentracién inhibitoria
minimay concentracion minima bactericida en Staphylococcus aureus y Escherichia coli, para
la técnica CMI el nanohibrido que presentd inhibicién en ambas bacterias fue el de GO +
CuNP’s Q a una concentracion de 250ug/mL permitiendo al nanohibrido ser una posible
alternativa de inhibicién. La técnica CMB fue favorable en las dos cepas bacterianas, el mejor
nanohibrido fue el GO +CuNP’s Q con un porcentaje del 0.0231%, y 0.0583%. en S. aureus y

E. coli haciéndolas menos resistentes e induciendo el 99.9% de muerte bacteriana in vitro.
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda continuar con el estudio de actividad antimicrobiana en diferentes cepas
Gram Positivo y Gram Negativo con el fin de observar la influencia de los nanohibridos y
encontrar una alternativa ante la resistencia bacteriana.

- La dispersion de las nanoparticulas metalicas es muy importante para tener un buen
analisis de microscopia se recomienda utilizar un medio de dispersion adecuado que no

modifique las caracteristicas morfoldgicas de las nanoparticulas.
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