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Recibido:
19/marzo0/2020 RESUMEN
Las nanoparticulas de plata se han utilizado recientemente en diferentes campos de
investigacion tales como medicina, ingenieria y microbiologia. En este trabajo se
LU 08 obtuvieron nanoparticulas de plata (AgNPs) via sintesis verde, utilizando como
30/octubre/2020 ’

agente reductor el jugo de la granada roja (Punica granatum) y como agente
precursor nitrato de plata (AgNO3) 10mM. Evaluamos la capacidad inhibitoria de las
nanoparticulas (GpAgNOsPs) sintetizadas, en dos bacterias fitopatégenas. El arreglo
experimental fue de 5 tratamientos con 5 repeticiones. La presencia de
nanoparticulas se determiné mediante el cambio de color y su caracterizacién con

LELEE [ espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis). La formaciéon de nanoparticulas de los

Punica grgnatum, arilos de P. granatum (GpAgNO3) se evidenci6 por el cambio de color y punto maximo
nanoparticulas, . . e
. de absorbancia a los 300 nm. Los resultados arrojaron que las GpAgNPs inhibieron

bacteria - : i ; )
el crecimiento de Xhantomonas campestri 'y de una cepa bacteriana aislada de Punica
granatum.

Keywords:

Punica granatum,

nanoparticles, ABSTRACT

bacteria

Silver nanoparticles have been used recently in different fields of investigation, such
as medicine, engineering, microbiology, etc. In this work, the silver nanoparticles
(AgNPs) were obtained via green synthesis, using red pomegranate juice (Punica
granatum) as a reductive agent and silver nitrate (AgNO3) 10mM as a precursor agent.
We evaluated the inhibitory capacity of the synthesized nanoparticles (GpAgNO3Ps),
applying the nanoparticles to two phytopathogenic bacteria. The experimental
arrangement was of 5 treatments with 5 repetitions. The presence of nanoparticles
was determined through change of color and its caracterization with visible
ultraviolet spectroscopy (UV-vis). The formation of nanoparticles of the arils of P
granatum (GpAgNOs) was evidenced by the change of color and maximum
absorbency point at 300 nm. The results showed that GpAgNPs inhibited the growth
of Xhantomonas campestri and one isolated bacterial strain of Punica granatum.
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Introduccion

La nanotecnologia es uno de los campos que ha tenido un
mayor desarrollo dentro de las ultimas décadas, se
realiza la fabricacion de estructuras atémicas y
materiales a escalas nanométricas (Inm a 100 nm),
presentando propiedades quimicas, bioldgicas y fisicas
distintas a sus escalas macro. Las nanoparticulas (NPs)
tienen su aplicacién en diversas areas como la biologia,
farmacologia, electrénica, medicina, alimentaria,
cosmética, ingenieria y agricultura (Muhammad et al,,
2018). Los métodos en los que las nanoparticulas (NPs)
se sintetizan mediante una sal metdlica y un agente
reductor quimico, a sido comprobada y altamente
explorada. Debido a sus propiedades tunicas tanto
opticas como térmicas, asi como por su relaciéon de area
superficial con respecto al volumen, proporcionan un
mejor contacto con los organismos, haciéndolos
favorables para una gran diversidad de aplicaciones
(Prateek et al,, 2018).

Una manera de determinar que se ha formado la
nanoparticula metalica es la resonancia del plasmén
(SPR, por sus siglas en inglés), es un fendmeno dptico que
se observa cuando la radiacién electromagnética excita la
superficie de electrones conductores de nanoparticulas
de metales nobles, lo que da como resultado una
oscilaciéon de resonancia coherente alrededor de una
particula (Willets y Van Duyne, 2007), éste fendémeno
fisico puede ser observado por someter las NPs a un
barrido espectral UV-vis. La absorbancia del SPR, oscila
entre los 300 a 700 nm, lo que dependera del tipo de
metal y agente reductor, por ejemplo, a medida que las
nanoparticulas de oro (AuNPs) aumentan su tamaro, la
longitud de onda del SPR, relacionada con la luz
absorbida, se desplaza hacia la zona visible del espectro
electromagnético de longitudes mayores, que
corresponde al color rojo; se absorbe la luz roja y se
refleja la luz azul y la solucion coloidal presentara una
coloracion azul o purpura, también el color depende del
tamafio de las NPs.

Actualmente una de las técnicas mas innovadoras y
utilizadas debido a la reduccién de contaminantes
toxicos al ambiente, su simplicidad y rapidez es aquella
mediada por extracto de plantas, las cuales presentan
antioxidantes naturales, generalmente biomoléculas y
metabolitos que actian como agentes reductores y
protectores para la sintesis de NPs metalicas (Chohan y
Guleria, 2020; Chen et al, 2018; Babak et al,, 2015). Una
buena parte de estos estudios se han realizado con
extractos de partes de la planta, como hojas, tallo y flores
y su uso como microbicida. La exploracién sobre la
sintesis de NPs con semillas y frutos, no son tan
abundantes, en particular las frutas que comemos
directamente de la planta como fruta fresca.

Dentro de las investigaciones que han demostrado el
éxito de formacién de NPs con extractos de frutas estan
los reportados por Kumar, Smita, Cumbal y Debut, 2015;
Yugandhar y Savithramma, 2016; Vijayakumar, 2019).

La Granada roja (Punica granatum L.) es un fruto
originario de Irdn y fue extendida a diversos paises de
Asia y la zona mediterranea. Este fruto fue introducido a
América por misioneros espafioles y cultivados
principalmente en Estados Unidos y México. En México
se adaptd principalmente en el estado de Puebla. Sin
embargo, por cuestiones de urbanizacién en las ultimas
décadas el cultivo ha ido desapareciendo (Lopez et al,
2010). La Granada roja ha cobrado gran relevancia,
debido a la difusién de informacién referente a su alto
contenido en vitaminas, minerales y antioxidantes, los
que le confieren propiedades antinflamatorias,
antitumorales, anticancerigenas, antimicrobianas y
hepatoprotectiva (Lansky y Newman 2007; Lopez et al,
2010; Nelam 2012; Bhowmik et al,, 2013).

Uno de los problemas que presenta el cultivo de granada
roja en México es la pudricion del fruto causado por
hongos como Penicillium spp. (Podredumbre azul),
Botrytis cinerea (podredumbre gris), Aspergillus niger,
Pilidiella granati, Alternaria spp y bacterias como
Xhantomonas axonopodis que provocan pérdidas para los
productores (Castafieda et al., 2010). En la localidad de
San Lucas, Atotoniloco el Grande, Hidalgo, los pobladores
viven de de la gricultura: aguacate, nuez y granada. En la
localidad, la cosecha de la granada tiene la particularidad
de adelantarse dos meses a los otros municipios del edo
del Hidalgo, pertenecenienetes a la Reserva de la Bidsfera
de la Barranca del Valle de MeztitlAn son: Acatlan,
Eloxochitlan, Huasca de Ocampo, Metepec, Meztitlan, San
Agustin Metzquititlan, Zacualtipan.

La localidad de san Lucas cuenta con 18 habitantes que
se dedican a la comercializacién de granada roja (SIAP,
2018); En el 2018, los productores sefialaron que han
perdido gran parte de la producciéon a causa de la

pudricidn del fruto.

Durante el proceso fendlogico aislamos bacterias, que
puedieran ser la causa de la pudricion. Asi que
aprovechando las propiedades microbicidas del jugo de
los extractos de la granada, que compilan Howell y
D"Souza, (2013), sumado a los compuestos fitoquimicos
como fenoles, flavonoides y antioxidantes, el equipo de
trabajo decidi6 analizar la posibilidad de sintetizar
nanoparticulas de plata con el jugo de los arilos de la
grana (Punica granatum) y su efecto inhibitorio en una
bacteria propia del arbol (cepa 3.1, cédigo interno) y
Xantomonas campestri, causante de la pudricion del
fruto.
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Metodologia
Obtencion del material vegetal

El material vegetal se colecté en julio del 2019 en la
localidad de San Lucas, ubicada en Atotonilco el Grande,
Hidalgo.

Sintesis de nanoparticulas Ag

Los frutos fueron lavados debidamente con agua
destilada y jabdn libre de fosfatos, posteriormente se
cortaron a la mitad y se extrajeron los arilos para ser
triturados durante 5 minutos en un mortero y obtener el
jugo. El jugo fue filtrado 3 veces con papel filtro, y este fue
utilizado como agente reductor.

Para la sintesis de las nanoaprticulas (NPs), se utilizd el
jugo concentrado y dos diluciones 1:1 y 1:10 (NPs 1:1y
NPs 1:10). La sintesis quimica se realiz6 con acido
ascérbico 1% (NPsAA). Se realiz6 el siguiente protocolo
para la sintesis de nanoparticulas: 10 ml agua MiliQ de 50
a 60 °C, se agreg6 gota a gota 2 mL de AgNO3 1ImM y 2 mL
del agente reductor, bajo agitacion constante hasta que
se observ6 un cambio de color.

Espectroscopia ultravioleta visible (Uv-vis)

El pico de absorcién UV- vis se determind mediante
espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis). Quinientos
microlitros de las nanoparticulas se suspendieron en 2
mL de agua MiliQ y se coloc6 en una celda de cuarzo. Se
realizé un barrido en un rango de 300-700nm.

Ensayo de inhibicion

Las bacterias iutilizadas fueron Xhanthomonas campestri
y la cepa 3.1 fue aislada del arbol de granada en el
periodo de amarre del fruto y del fruto. Ambas bacterias
forman parte de la Coleccién de Cultivos Bacterianos de
la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

El ensayo de inhibicién bacteriana se llevé a cabo por la
técnica de difusion en disco, como se describe a
continuacién: una colonia bacteriana con crecimiento de
24H, sirvi6 para ajustar la densidad poblacional a 1.5x108
UFC en la escala de MacFarland.

Con un hisopo de algodén impregnado de la suspension
de cada bacteria, se inocularon cajas Petri conteniendo
agar Mueller Hinton. Un hisopo para cada caja Petri, cinco
para cada bacteria.

Después de 5 min que el indculo se expandio por todo el
agar, se dispusieron discos de papel filtro impregnados
con 10 pL de Nps 1:1, NPs 1:10, NPs del jugo y de los
controles NPsAA, AgNOs 10 mM. Se incubaron por 24 h a
30°C y se realizé la medicién de los halos de inhibicién
con un vernier.

Analisis estadistico

Con los promedios de los cm de halos de inhibicién se
realiz6 una prueba de ANOVA de un factor
completamente al azar, para cada bacteria y una prueba
de diferencia de medias LSD. Se grafico el error estandar
en las medias de las cinco repeticiones.

Resultados y discusion

Una solucién translucida fue observada en el momento
en que el jugo obtenido de los arilos de Punica granatum
reaccioné con AgNOs3, un producto amarillo-café se pudo
visualizar a los pocos segundos de iniciada la reaccién
(Figura 1b,c)., lo que indica la formaciéon de
nanoparticulas de plata. El color café obscuro derivado
de la biosintesis de nanoparticulas de plata con el jugo
diluido 1:1 (Nps 1:1), indica una mayor cantidad de
nanoparticulas sintetizadas, de acuerdo con Ritthichai
(2019). Las nanoparticulas de plata presentan fuerte
espectro de absorcion en las proximidades de longitudes
de onda entre 300 y 400 nm, lo que claramente se ve en
la Fig. 1d, las bandas de resonancia del plasmon (SPR por
sus siglas en inglés) estan en los 300nm.

Castro en 2018 elabor6 nanoparticulas de plata via
sintesis verde a partir de compuestos organicos
presentes en la cascara de Piinica granatum. Durante la
sintesis de nanoparticulas observé un cambio de color,
de amarillo claro a un marrén oscuro; asi mismo
Jacometo (2017) not6 un cambio de color de rojo claro a
marrén oscuro. Estos resultados lo atribuyen a los
compuestos presentes en la cascara: polifenoles,
flavonoides, taninos, alcaloides y a su actividad
antioxidante que estd ligada directamente con la
capacidad reductora de la granada. Los arilos de la
granada contienen los mismos compuestos fitoquimicos
pero en concentraciones diferentes, hecho que pudimos
constatar en frutos colectados en el valle de Mezquiral,
Hidalgo (datos no publicados), la relacién compuestos
fitoquimicos y sintesis NPs con arilos de P. granatum
cultivada en el Naranjo, Hidalgo, se estableceria con
certeza, toda vez se realice el perfil fitoquimico de la
misma.

Los resultados de espectro de absorcién de SPR
concuerdan con lo reportado por Abuelmagd y Rehab
(2014) y Yee-Shing, Yung-Chung y Hui-Huang (2018), en
que la concentracién del agente reductor, granada y
cascara de arroz, y de la sal metalica influyen en el
tamafio de las NPs. Por tanto, en el expectro de absorcion.
Nosotros pudimos advertir que la variedad del fruto
influye en la sintesis de NPs. Las NPs sintetizadas con
arilos de P. granatum cv apaseo tardia, cultivada en
Ixmiquilpan, Hidalgo, el pico de absorcidn fue a 450nm
(datos no publicados), en comparacién con 300 nm de las
NPs derivadas del jugo de los arilos de P. granatum
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cosechada dos meses antes en el Naranjo. La
quimiodiversidad de las plantas o diversidad fitoquimica,
es un proceso evolutivo, y sui diversidad tiene su origen
en las mutaciones que ocurren en las rutas bisintéticas y
su mantenimiento es resultados de su funcién en las
interacciones entre la planta y los factores bidticos y
abidticos que encuentra en su ambiente (Garcia-
Rodriguez et al., 2012).

Absorbancia

300 400 500 600 700 80

Longitud de onda (nm)
5110 - NP:

—8—NPs1:1 —&—NP: s Aa

Figura 1. Biosintesis de AgNP: a. Nanoparticulas con acido
ascorbico (NPsAa) b. Nanoparticulas con jugo de granada,
dilucién 1:1 (NPs 1:1) c. Nanoparticulas con jugo de granada,
dilucién 1:10 (NPs 1:10) d. Barrido espectrotométrico uv-vis de
las nanoparticulas.

Ritthichai (2019) reportaron la sintesis de
nanoparticulas de plata mediante un método al que
denomino “verde”, debido a que utiliz6 4cido tanico
(1mM), presente en diversos frutos y hortalisas. La forma
de las NPs fueron esféricas, con mayor pico de
absorbancia en valores por debajo de 300 nm. El
contenido de taninos totales en los arilos de Punica
granatum, varia de acuerdo a la variedad y lugar de
cultivo, siendo de 4.94 mM para el fruto dulce cultivado
en huerto experimental ubicado en Celaya Guanajuato
(Diaz, 2014), cinco veces mas alto que 1mM de acido
tanico. Otro agente reductor de AgNOs3, presente en arilos
de granada es el acido ascérbico, cuya concentracién es
de 44mg/100mL para frutos crecidos en Ixmiquilpan,
Hidalgo (Solis-Guzman, Aguilar-Ayala, Molina-Gonzalez,
2019), lugar proximo a San Lucas en donde se colectaron
las granadas para este trabajo. A Ambas moleculas se les
atribuye el efecto poder reductor para formar
nanoparticulas de plata.

Una extensa informaciéon existe acerca del uso de
extractos de plantas para la formacion de sitesis verde de
NPs (Naranjo-Herrera, Corea-Torres y Herrera-Barros,
2017; Folorunso et al., 2019; Serrano-Niiio et al., 2020;
Garibo etal,, 2020) los reportes sobre el uso de frutos son
menos favorecido. Nosotros contribuimos en explorar
los recursos naturales de México, en particular los frutos
de P. granatun cultivados en San Lucas, Hidalgo, en donde
la cosecha se adelanta dos meses antes que el resto de los
estados en donde se cultiva granada. Esto puede
favorecer la comercializacién de granada con los

agricultores de la zona, toda vez la sistematizacién de
produccion de NPs con el fruto. Ademas de subsanar el
problema de pudricion del fruto, qué en los ultimos dos
afios se ha presentado. La causa de pudricion en los arilos
durante la madurez fisiol6gica todavia no quedado claro,
los agricultores lo atribuyen a la abundante lluvia.
Nuestro equipo de trabajo tiene otras hipoétesis, una de
ellas es que las bacterias causan la pudricidn.

Las NPs con el jugo diluido de los arilos, inhibieron el
crecimiento de bacterias fitopatoégenas: Xantomonas
campestri 'y una bacteria 3.1(cédigo interno del
laboratorio) aislada del 4rbol de granada en el periodo de
amarre del fruto. La bacteria 3.1 fue aislada de manera
continua durante todas las fases fenoldgicas hasta la
madurez fisiolégica del fruto de P. granatum, motivo por
el cual se decidi6 evaluar el efecto inhibitorio de las NPs
producidas por el jugo del fruto en la bacteria. Cabe
mencionar que las caracteristicas coloniales y
microscépicas de la cepa 3.1 son similares a X. campestri
(Figura 2). La figura muestra claramento los halos de
inhibicion de las NPs sintetizadas con el jugo diluido 1:1
y 1:10, las NPs de sintesis quimica con acido ascérbico
(NPsAA) y la soluciéon AgNOs 1mM. La NPs elaboradas
con jugo concentrado (NPs extracto), solo inhibieron a la
cepa 3.1. Esta bacteria también fue inhibida por el jugo
solo (Figura 2a), el dato no fue tomado en cuenta para el
analisis estadistico. Para el ensayo de inhicién con X
campestri (Figura 2b), no se utilizo el jugo.

Figura 2. a. Inhibicién de Xantomonas campestri b. Inhibicion
de la bacteria cepa 3.1 por NPs derivadas del jugo por NPs
derivadas del jugo (extracto) de arilos de Punica granatum,
cosechada en Atotonilco el Grande.

La figura 3, concentra los resultados de inhibicién
bacteriana de la cepa 3.1, no hubo diferencias
significativas en el efecto inhibitorio entre las NPs verde
y las quimicas con acido ascérbico (NPAA), lo que resulta
conveniente para una sintesis de NPs eco-amigables. El
nitrato de plata (NP) 1mM, provoc6 un mayor halo de
inhibicion que las NPs 1:1, 1:10 y AA, las NPs extracto (en
la figura rotulada como jugo) también inhibieron a la
bacteria, que por el tamafio del halo no se considera que
la bacteria 3.1 sea sensible. Se present6 un patrén similar
de inhibicié de las NPs por sintesis verde en X. campestri
(Figura 4), s6lo que con diferencias significativas en

Universidad Auténoma Metropolitana
Revista tediq 6(6) 452, 2020



Universidad
Auténoma
Metropolitana

Casa abierta al tiempo Azcapotzalco

RevistaTendencias en Docencia
e Investigacion en Quimica
2020

Aiio 6

Nimero 6

relacion con NPSAA y NP. Resalta el hecho de que la
bacteria 3.1 indigena del fruto fue mayormente sensibles
alos NPs que X. campestri, lo que sugiere la autodefensa
del arbol de la granada, aunado a que el jugo per se causé
un halo de inhibicién (Figura 2b).
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Figura 3. Efecto inhibitorio de la cepa 3.1 de NPs con jugo de
arilos de Punica granatum, cultivada en el Naranjo, Atotonilco,
Hidalgo. NPS 1:1 y NPS 1:10, biosintesis de nanoparticulas con
diluciones diferentes del jugo, NPSAA sintesis con acido
ascdrbico, NP solucién de nitrato de plata 1mM y NPs con jugo
concentrado. Barras con error estdndar, medias (n=5).
Diferencia significativa con p 0.05.
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Figura 4. Efecto inhibitorio de Xantomonas campestri con NPs
de jugo de arilos de Punica granatum, cultivada en el Naranjo,
Atotonilco, Hidalgo. NPS 1:1 y NPS 1:10, biosintesis de
nanoparticulas con diluciones diferentes del jugo, NPSAA
sintesis con &cido ascorbico, NP solucién de nitrato de plata
1mM y jugo concentrado. Barras con error estdndar. De las
medias (n=5). Diferencia significativa con p 0.05.

Conclusiones

El jugo de los arilos de Punica granatum, cultivada en el
Naranjo, Atotonilco el Grande, Hidalgo, redujeron las
sales metalicas de plata para formar nanoparticulas, con
maximo pico de absorbancia a los 300nm.

Las nanoparticulas elaboradas con jugo de grana
inhibieron a la Xantomonas campestri y cepa 3.1 bacteria
aislada del arbol de la granada en la etapa fenolégica de
amarre del fruto.
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