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Resumen

Se evaluo el efecto antibacteriano del nuevo aditivo hibrido compuesto por nanoparticulas
de plata y fructooligosacéaridos en formulacion liquida a diferentes concentraciones sobre
las cepas de S. aureus y E. coli mediante un estudio in vitro. Para estimar la estabilidad
del aditivo se emple6 UV-vis verificando su estabilidad en el lapso de 5 meses. La técnica
DRX fue realizada para el andlisis de estructura del aditivo, mientras las técnicas del
STEM y DLS definié que el tamafio promedio de las nanoparticulas con una
concentracion de inicial de 0,8 mMy 1,2 mM de nitrato de plata (AgNO3) de 52,18+35,65
nm y 51,66+£26,28 nm vistos en el STEM en cambio con la técnica DLS registra tres veces
mayor ese valor y esto se debe a que el DLS no discrimina el recubrimiento orgénico de
las nanoparticulas. El resultado electroquimico del aditivo determind el comportamiento
redox, que son caracteristicos al fructooligosacérido (FOS) el cual es un prebibtico y en la
zona anddica se aprecia una oxidacion de la reunion de hidroxilos caracteristica de
nanoparticulas de plata (AgNPs) que han sido sintetizadas con quimica verde.
Para el analisis microbiolégico se utilizaron cepas de S. aureus y E. coli mostrando un
aumentando en el promedio de halo de inhibiciébn conforme incrementa la concentracién
de FOS en las AgNPs.
Palabras clave:

e NANOPARTICULAS DE PLATA

e FRUCTOOLIGOSACARIDOS

e QUIMICA VERDE

e PREBIOTICO
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Abstract
The antibacterial effect of the new hybrid additive composed of silver nanoparticles and
fructooligosaccharides in liquid formulation at different concentrations was evaluated on
the S. aureus and E. coli strains by means of an in vitro study. To evaluate the stability of
the additive, UV-vis was used, checking its stability for 5 months. The X-ray diffraction
technique (XRD) was used for the analysis of the additive's structure, while electron
microscopy (STEM) and dynamic light scattering (DLS) techniques defined that the
average size of the nanoparticles with a precursor concentration of 0.8 mM and 1.2 mM of
silver nitrate (AgNO3) of 52.18 + 35.65 nm and 51.66 + 26.28 nm seen in the STEM, on
the other hand, with the DLS technique it registers three times greater that value and this
is because the DLS does not discriminate the organic coating of the nanoparticles. The
electrochemical result of the additive determined the redox behavior, which are
characteristic of the fructooligosaccharide (FOS) which is a prebiotic and in the anodic
zone an oxidation of the hydroxyl assemblies characteristic of silver nanoparticles (AgNPs)

that have been synthesized with green chemistry.

For the microbiological analysis, S. aureus and E. coli strains were used, showing an
increase in the average inhibition halo as the concentration of FOS in the AQNPs

increased.

Keywords:

* SILVER NANOPARTICLES
* FRUCTOOLIGOSACCHARIDES
* GREEN CHEMISTRY

* PREBIOTIC
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Capitulo 1

Introduccién

Formulacion del Problema
En la actualidad, el sector avicola cada vez mas exigente en el mercado conduciendo
a los productos a buscar nuevas alternativas si quiere continuar en la jugada. Se
presentan como datos del costo en produccion de alimento balanceado puede alcanzar el
72% mientras que la obtencion de pollos de engorde solo llega al 18% del total del costo.
En consecuencia, a estos datos es fundamental buscar nuevas alternativas que alcancen
a disminuir el costo de produccion y aumentar los indices de produccién seguin Chiriboga

(2015).

Ardoino (2017) recuerda que a finales de los cuarenta se inici6 la utilizacion de
antibiéticos en la alimentacion de los animales, con el objetivo de potencializar la
produccién. Los efectos fueron positivos, aunque, al pasar el tiempo este uso empezé a
ser polemizada por la salud publica por sus implicancias en la resistencia a las bacterias
usadas en terapia.

En el afio 2010 en nuestro pais se describid el primer caso de resistencia en
bacterias indicadoras y zoonéticas provenientes de muestras fecales de animales sanos,
expone Ministerio de Salud Publica del Ecuador (2018).

El microorganismo sujeto a vigilancia por el Comité de Resistencia Antimicrobiana
(RAM) ha informa un alto porcentaje de aislados en los hospitales anotados por el CRN-
RAM - INSPI, es E. coli (ATCC 25922) mayor del 50%, entre otros anuncian el Ministerio

de Salud Publica del Ecuador (2018).
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En el afio 2015 Ecuador se acept6 al compromiso del Plan de Accién sobre la
Resistencia a los Antimicrobianos, con ayuda de la OPS/OMS, inicio la elaboracién del
Plan de Accion Nacional, adaptandolo al contexto de las condiciones propias del pais
describe OPS (2019).

MSP (2018) expresa que, da una idea de la presencia del problema en el pais y la
necesidad de acciones dirigidas a la concientizacion y control de la situacion. Estas
acciones se ven plasmadas en los reportes de informacién de resistencia a los
antimicrobianos del instituto nacional de investigacion en salud publica segun MSP

(2018).

Justificacion e importancia.
Como ya se ha mencionado anteriormente desde inicios del 2006, los
investigadores han realizado varios experimentos con el objetivo de encontrar alternativas
naturales o artificiales a los antibiéticos promotores del crecimiento (APC), ya que los

efectos han sido perjudiciales en la alimentacién animal.

Segun investigaciones realizados por la Federacion Europea para la Salud, los
antibidticos promotores del crecimiento han sido los aditivos mas utilizados en
alimentacién para animales. La Uni6n Europea anuncio una aproximaciéon que en los
ualtimos afios se consumieron 4,700 toneladas de antibiticos de ellos, 786 toneladas se
usaron como aditivos. A pesar de ello la cantidad de antibiéticos promotores del
crecimiento (APC) empez6 a disminuir a partir de su afio de prohibicién segun Dolores M

(2002).

La produccién de alimentos y compuestos de interés nutricional es un tema de

investigacion desde décadas anteriores. Varias investigaciones se han realizado con
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respecto a oligosacaridos, obteniendo resultados a nivel mundial plantearon una gran

importancia en la produccion de los prebioticos.

Sangeetha (2005) anuncia que dentro de los prebiéticos de gran interés estan las
fructooligosacéridos (FOS) y tienen una amplia historia de uso en Japon y Europa, en el
que estan aprobados para su uso en mas de 500 productos de alimentos. La demanda ha

incrementandose teniendo una prospectiva de crecimiento del 10% anual.

Mutanda (2014) agrega que en los Ultimos afios averiguaciones realizadas en la
industria alimenticia, tiene el reto de producir un alto rentabilidad de oligosacaridos de

tamafio especifico a partir de simples materias primas.

Por otro lado, se ha demostrado que las nanopatrticulas de plata (AgNPs) se
encuentra en auge a nivel industrial, segun Olvera (2019). Su actividad antimicrobiana es
la primordial para el crecimiento de obras con AgNPs, hoy en dia, una extensa clase de

productos estan vacantes en la feria, anuncia Avalos (2013).

El resultado de esta investigacion es utilizar estos dos compuestos FOS (mejora de la
flora gastrointestinal) y AgNPs (antimicrobiano) para desarrollar un nuevo aditivo que
contribuya con el progreso de nuevas investigaciones para sustituir materias primas y
bajar el precio de la elaboracion de mismo aumentando la eficacia y disminuyendo el uso

de antibioticos.



20

Objetivo general del proyecto

Objetivo general.
Evaluar in vitro el efecto antibacteriano de nano particulas de plata en un nuevo

aditivo hibrido en formulacién liquida para aves de corral.

Objetivos especificos

e Evaluar y caracterizar el efecto de la interaccion entre las nanoparticulas de plata
(AgNPs) y Fructooligosacéridos (FOS) mediante técnicas de espectroscopia (UV-
Vis, DLS, DRX, Voltametria ciclica y diferencial) y Microscopio electrénico de
barrido y transmision (STEM).

e Evaluar la capacidad antibacteriana del nuevo aditivo (FOS: AgNPs) en cepas de
S. aureus (ATCC 25923) y E. coli (ATCC 25922).

e Comparar el efecto FOS: AgNPs con un antibiético tradicional.

Capitulo 2

Marco referencial

Bacterias de interés en avicultura.

Dentro de la industria avicultura se posee diferentes tipos de bacterias que son
agentes de enfermedades a nivel primario o secundario en el ser humano; las bacterias
gue producen enfermedades en las aves comerciales entre las mas relevantes se hallan:
E. coli, S. aureus, Salmonelosis, Tifoidea aviar, Infecciones paratificas, Colera aviar,
Enteritis necrética, Colangiohepatitis en pollo de engorde, Enteritis ulcerativa (enfermedad

de la codorniz), Botulismo, Espiroquetosis, reporta Parra (2019).
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Las bacterias ya dichas por Puerta & Garcia (2010) anuncian que no son las Unicas
que se encuentran en las aves, existe la probabilidad de encontrar mas bacterias, de las

cuales la mayoria se encuentran el grupo de las Enterobacterias.

Enterobacterias.

Define Puerta &Garcia (2010) como la familia Enterobacteriaceae son Gram
negativos, se ubican de forma natural en el gastrointestinal. Es un grupo grande y se
consideran patégenos oportunistas afirma Quinn (2011), los principales patégenos son:
Escherichia spp, S. aureus y Yersinia spp.

En el desarrollo de este proyecto se centrard en analizar la actividad antibacteriana del
nuevo aditivo hibrido en formulacién liquida en los patégenos E. coli y S. aureus por ser
las mas comunes en de infecciones y su disponibilidad en el Hospital de Especialidades
Fuerzas Armadas No. 1 como sepas ATTC.

Escherichia coli (ATCC 25922).

La Organizacién American Type Culture Collection ATCC (2019), afirma que la bacteria
E. coli (ATCC 25922) es una cepa de control CLSI para pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana. Se utiliza para pruebas de medios, como cepa de control de calidad,

pruebas de susceptibilidad en disco. Este producto esta disefiado solo para investigacion.

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

La Organizacién American Type Culture Collection ATCC (2019), afirma que la
bacteria S. aureus (ATCC 25923) es una cepa de control de calidad para la prueba
CAMP, ensayo de concentrado de humo de madera, evaluacién de agar MuellerHinton,
examen de productos lacteos, prueba de medios, difusion de disco CLSI entre otros. Este

producto esta disefiado solamente para investigacion.



Aditivos.
Una de las materias primas a considerar durante el proceso de elaboracién del
balanceado son los aditivos. Mendoza, (2016) los define como sustancias,

microorganismos o preparados distintos de las materias primas, que se afiaden al
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alimento para influir satisfactoriamente en: las caracteristicas, rendimientos, bienestar y la

salud de los productos de origen animal, mediante su influencia en el perfil de la flora

microbiana intestinal.

Menciona de igual forma Dolores & Ranilla (2002) que dentro de los aditivos, los
antibiéticos son los mas utilizados en la alimentacién animal e industria avicola. Son
utilizados como promotores del crecimiento de los animales (APC). Los APC causan
alteraciones en los procesos metabdlicos, que da como resultado en el aumento en la
eficiencia de utilizacion y mejoras de aumento de peso, asi como gracias a estas
moadificaciones, los APC contribuyen a un cambio estructural de flora bacteriana, alta

absorcion de nutrientes y baja produccién de amoniaco y aminas toxicas.

Los antibioticos son medicamentos mayor eficiencia que, desde que se descubrié la
penicilina, han constituido la medida terapéutica disminuyendo el porcentaje de
mortalidad. Dependiendo de su accidn, los antibiéticos se clasifican como de bajo
espectro o de amplio espectro afectando a grandes y pequefios gérmenes segun
American Academy of Pediatrics (2020).

Anuncia Gobernado (2007) que los carbapenémicos son antibioticos betalactamicos
derivados del genero Streptomyces para el tratamiento de infecciones, que tienen un

amplio espectro lo cual son de gran importancia contra diferentes patégenos.
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Prebidéticos.

Los prebidtico son compuestos indigestibles, utilizados en alimentacién, ayudan el
crecimiento para determinados microorganismos beneficiosos del tracto digestivo,
brindando bienestar y salud al hospedero, los define Corzo (2015).

La relacion de los prebioticos con la iniciativa de produccion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC) que disminuye la microbiota patégena y provoca la poblacion
beneficiosa de bacterias al bajar el pH intestina describe Marifio, NUfiez, & Barreto (2016).

Dolores & Ranilla (2002) mencionan que, las sustancias empleadas como prebiéticos
son los oligosacaridos que, logran llegar el tracto posterior de intestino y al no ser
digeridos, son descompuestos por las bacterias intestinales. Dentro de los oligosacéaridos
mas empleados de APC son los fructooligosacaridos, los cuales ayudan el crecimiento de

Lactobacillus y Bifidobacterium en las aves aumentando asi su ritmo de crecimiento.

1-Kestosa

La 1-Kestosa, fructooligosacarido (FOS) con dominio prebidtico, es un polimero de d-
fructosa unido por enlaces 3 (2 — 1) y finalizado con una molécula de d-glucosa afadida
a la fructosa mediante un enlace a (1 — 2) segun Guerra, L (2017 ). Estos enlaces
aceptan la hidrdlisis de las enzimas digestivas humanas llegando al intestino, ayudando
como sustrato para la flora del colon (Claudia L, Gonzélez Aguirre, 2017).

El FOS contribuye con el crecimiento de bididobacterias, la circulacion intestinal y
fortaleciendo el sistema inmune. El efecto bifidogénico se da por la fermentacion de los
FOS de forma anaerobia, incrementando la poblacién de bacterias benéficas inhibiendo el

crecimiento de los organismos patégenos (Perez, 2016).



24

Figura 1.

Estructura de la 1-Kestosa (B-D-Fruf-(2— 1)-B-D-Fruf-(2— 1)-a-D-Glup).

HO OH

Loy

Nota: Obtenido de Guerra, L (2017 ).

Define Botero (2014) que naturalmente los FOS se ubican en varios organismos como
cianobacterias, algas y en diferentes de plantas. En la naturaleza los FOS se pueden

encontrar en el ajo, cebolla, tomate, entre otros.

Nanotecnologia

Mahmoud (2012) manifiesta que en los ultimos afios la nanotecnologia se encuentra en
desarrollo de algunas tecnologias alimentarias mejorandolas a nivel molecular con mayor
calidad de los mismos. Esta tecnologia tiene un mayor impacto en la produccién, el
procesamiento y seguridad de los alimentos.
Entre las nano estructuras se encuentran las nanoparticulas y entre ellas se distinguen las
nanoparticulas de plata (AgNPs) por sus caracteristicas tanto en: absorcién de radiacion,
reactividad quimica, coloracién y gran conexion superficie/ volumen. Por su amplia clase
de aplicaciones se han implementado varios métodos de sintesis de AgNPs (Serrano,
2012).

Por otro lado, las nanoparticulas de plata (AgNPs) son consideradas como

suplementos flotantes utilizados en los alimentos para aves de corral, teniendo un alto
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efecto antimicrobiano y baja toxicidad menciona Mahmoud (2012). Esto ayuda a que sean
mas resistentes a la desactivacion por 4cidos gastricos y tienen una baja tasa de
absorcion a través de la mucosa intestinal, es este estudio se recomiendo el uso de
nanoparticulas como agente anitmicrobiano en la industria avicola.

Otros estudios han mostrado que las AgNPs para las enzimas de la cadena respiratoria
de las bacterias, altera la membrana y se une a los acidos nucleicos, parar asi la
replicacion celular manifiesta Latorre y Fondevila (2010), que estas hanoparticulas de
plata tienen propiedades antimicrobianas sobre las bacterias potencialmente patégenas
como E. coli, Streptococcus faecalis y Staphylococcus aureus.

Se puede citar varias investigaciones favorables respecto a las nanoparticulas de plata
como agentes antimicrobianos, como los resultados de (Vazquez, 2014) obtenidos
durante el proceso de sintesis electroquimica de AgNPs con copolimeros en bloque tipo
pluronic muestran una excelente actividad antimicrobiana cuando se evaluaron frente a
Pseudomonas Aeruginosa.

(Ledezma, 2014) Sintetizd nanoparticulas de plata (AgNPs) como agente reductor
extracto de nopal (Opuntia sp.) teniendo excelentes resultados en su funcion
antibacteriana y antifungica, las cuales fueron evaluadas en cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Aspergillus niger.

La fabricacion de AgNPs puede darse por varios métodos: en solucion, en fase gaseosa,
sobre un sustrato o ajustada en una matriz. Las estrategias de sintesis se pueden
clasificar por: fisicos, quimicos y mécanicos (Rodolfo, 2012). En este proyecto se centrara

en el desarrollo de AgNPs mediante sintesis verde.
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Sintesis verde de las nanoparticulas de plata

La sintesis verde de nanoparticulas se dan a partir de la reduccion de iones de plata
se distribuye en dos etapas: crecimiento y nucleacion. Figura 2 para la cual son
necesarios tres elementos: iniciador metélico, agente reductor y un agente estabilizante.
Como precursor metélico el mas destacado es el nitrato de plata (AgNO3). Los agentes
reductores para una sintesis verde los mas usados el acido ascorbico, azucares, extractos
de pigmentos naturales. Dentro de los agentes estabilizantes pueden ser biopolimeros

segun Monge (2009).

Figura 2.

Mecanismo de formacién de AgNPs.

NUCLEACION CRECIMIENTO
agente reductor s O {
AgNO v (J—— , W ___ .
g disolvente ’ ‘ NA v
atomos de plata libres nanoparticuas de plata

Nota: obtenido de (Monge, 2009)

En este trabajo se utiliz6 como agente reductor el extracto de la flor de geranio para
la biosintesis de nanopatrticulas de plata, por los constituyentes presentes en mayor
medida de antocianinas, flavonoides, cardendlidos, taninos y fenoles (Madrid, 2017). En
este trabajo no fue necesario el uso de un agente estabilizante. Se reprodujo el trabajo
realizado por Madrid (2017) en ella utiliza dos concentraciones diferentes de nitrato de

plata (AgNO3).
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Dentro de las investigaciones planteadas es analizar in vitro la consecuencia
antibacteriana de un nuevo aditivo para aves de corral mediante la combinacion entre el
prebidtico 1-Kestosa, fructooligosacarido (FOS) y las nanoparticulas de plata (AgNPs),
que al ser subministrada en la dieta de las aves podria mejorar los indicadores de salud y

productividad en el sector avicola.

Analisis estadistico

Prueba de Shapiro - Wilks

En una muestra simple aleatoria de tamario n, se desea saber si proviene de una
poblacion de distribucién normal, es un problema frecuente, por lo que son varias pruebas
de inferencia estadisticas que requieren como condicién necesaria que la muestra sea
normal.

El método consiste en iniciar ordenando la muestra de menor a mayor, resultando el
nuevo vector muestral, siendo x; el j-ésimo valor muestral tras la ordenacion; se calcula el

estadistico de contraste

2

h
1
W=-—50 ainlin i = %)
j=1

El programa SPS regresa tanto el valor del estadistico como su probabilidad critica
(pc), por lo cual da la pauta para rechazar o aceptar la hipotesis nula de normalidad, se

presenta por Hipétesis nula segun Riotorto (2011).
Técnicas de Caracterizacion

Espectroscopia ultravioleta visible (UV-VIS).
Esta técnica tiene principios de analisis de transmision de radiacion electromagnética

establecida por la Ley de Beer Lambert, es directamente proporcional la concentracion del
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analito en servicio de la longitud de onda, que inicia desde el rango ultravioleta al visible
(Nieves & Ruiz, 2018)

Esta técnica sirve para monitorear la sintesis y estabilidad de las nanoparticulas (Tran,
Nguyen, & Le, 2013).

Figura 3.

Espectro electromagnético

Rayos gamma Rayos K Ultravicleta Inframrajo Microondas Radio
LU )

Menor Mayor
lengitud ) Luz

ivisible para los humanas) longitud

300 nm. 450 500 550 &00 650 FOO nm.
Violeta Azul  Cidm Verde Amarille Maranja Ropo

Nota: obtenido de (Diaz A. , 2010)

Dispersion dindmica de la luz (DLS).
Hace mencion a la dispersién cuasi elastica de fotones, la cual sirve para medir el tamafio
y reparticion de nanoparticulas, definiendo el diametro hidrodinamico en disolucién y
brindar datos de la situacion de agregacion segun Malvern (2020).

Figura 4.

Dispersion de luz dindmica de moléculas por sus dimensiones relativas
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Nota: obtenido de Pimentel & Martin-Martinez (2014).
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Voltametria ciclica (VC)

La variacion de potencial que se da en un electrodo estatico colocado en disolucion
emite sefiales de configuracion triangular, como se muestra figura 5. El potencial varia
desde Eo a Ef, donde el barrido regresa a su valor original Eo. Este proceso de regreso se
llama potenciales de cambio, donde tiene lugar la reduccién u oxidacion manipulada por
difusion de una o més especies, dependiendo el tipo de analisis, la direccion del barrido

inicial puede darse de forma negativa o positiva Ortiz & Martinez, (2006).

Figura 5.

Sefial de alteracion en (VC).

Barrido directo

Eo 1 ] L )

Nota: Obtenido de (Ortiz, Martinez, & Hernandez, 2006)

Voltametria diferencial (VD)
Su fundamento se origina un cambio repentino en el potencial aplicado, originado en
un aumento en la corriente faradaica y en la corriente dada por encima de los valores en
la rampa de corriente continua, la corriente decae mas rapida que la corriente faradaica

anuncia (Alves, 2018).

La diferencia entre las intensidades integradas se rastrea originando voltamperograma

en forma de pico como se aprecia en la figura 6.
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Figura 6.
Voltamperograma diferencial de impulsos

2018 184mV. 30 my

2004
150

100
-32mv

400 200 0 200 400 600 800
Nota: Obtenido de (Alves, 2018)

Las curvas en forma de pico que se observa en voltamperometria diferencial de
impulsos, ya sea en reacciones irreversibles como reversibles, se asemejan a la forma
tedrica. De esta forma se obtiene un area diferencial consistente en un pico de corriente

donde su altura es directamente proporcional a la concentracion del analito.

DVP inicia superponiendo un impulso de potencial continuo a cada paso de escala
potencial, fundamentalmente, al final de cada escalén. Las concentraciones de los

analitos en la superficie del electrodo esta determinadas por la escala de potencial, como

se puede observar en la figura 7.

Figura 7.

Sefales de excitacion en voltamperometria diferencial de impulsos

(d)

potential

Nota: Obtenido de (L6pez, 2007).
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La configuracion electronica y el orden de relleno de los orbitales es fundamental
conocimiento en la energia de los orbitales tiene como fundamento el conocimiento de la
configuracién electrénica y el orden de relleno de orbitales. Para saber si los compuestos
pierden o cede moléculas se le conoce como HOMO (orbital Molecular ocupado mas alto),
en cambio el LUMO (Orbital Molecular vacante mas bajo) es donde el compuesto acepta

un par de electrones (Lopez, 2007)

Difraccién de Rayos X (DRX)

Esta basada en la interaccién de la radiacién ionizante monocromatica en una rendija
de grosor comparable a la longitud de onda de la radiacién. Los rayos X poseen
longitudes de ondas en Angstroms, de igual disposicion que las distancias interatbmicas
de los elementos de las redes cristalinas. Al ser irradiados en encima de la muestra, los
rayos x se difractan con angulos la cual se correlaciona con las distancias interatomicas.
El método de Debye-Scherrer se fundamenta en irradiar sobre el analito formada por
varios cristales ubicados al azar en todas las direcciones. Para lo cual se aplica la ley de
Bragg (Cerquera, Rodriguez, & Ruano, 2017).

Figura 8.
Representacion gréfica de la Ley de Bragg.

Plano de 0
incidencia
de la onda
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Lev de Bragg

Nota: Obtenido de (BRUKER, 2020)
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Microscopio electronico de barrido y transmision (STEM)
La técnica es la union de los dos tipos microscépicos tanto del microscopico electronico

de barrido (SEM) y Microscopio Electronico de Transmision (TEM) CONICET (2000).

La técnica STEM desplaza un haz de electrones delgado y enfocar a lo largo del
analito. La correlacion entre los &tomos del analito y el haz de luz se forma un flujo de
sefales que se interaccionan con la colocaciéon del haz para formar una imagen virtual
donde la fuerza de sefial en cualquier ubicacion del analito es representada por la

intensidad en la escala de gris de la semejante localizacién en la imagen (Pardell, 2020).

Figura 9.
Esquema de semejanzas en la formacién de imagen en el (TEM) y (SEM)
TEM

Nota: obtenido de (Educacion, 2020).
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Capitulo 3

Materiales y métodos.

Materiales y reactivos
La 1-Kestosa, fructooligosacarido (FOS) fueron proporcionado por el Dr. Luis Truijillo

gue han sido desarrollados y caracterizados en trabajos anteriores como se muestra en la
literatura de Ruiz (2018), como parte del proyecto externo ESPE- Innovativa 2016-IN-002
y las nanoparticulas de plata (AgNPs) con dos tamafios diferentes de nanoparticulas
fueron replicado mediante un proceso estandarizado por Madrid (2017). Las cepas
bacterianas: Gram negativas: E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923) y el
antibidtico erthapenem, de igual manera fueron proporcionados por el Laboratorio de
microbiologia del Hospital de Especialidades Fuerzas Armadas No. 1. Todos los

suministros fueron proporcionados por el Centro de Nanociencia y Nanotecnologia.

Desarrollo del nuevo aditivo (FOS:AgNPs)

Para el desarrollo del nuevo aditivo se mezclé diferentes concentraciones de 1-
Kestosa, fructooligosacarido (FOS) en la matriz de nanoparticulas de plata (AgNPs). Para
esta mezcla se requirié procesos de sonicacion para dispersar uniformemente las
nanoparticulas en el FOS. Para esto se utiliz6 un homogenizador de marca Proinsta GE
750 con una amplitud del 50% en un tiempo de 2min con un intervalo de 30 segundos en
ON y 30 segundos en OFF, utilizando hielo para evitar el calentamiento y degradacién de
la solucion. Se verifico si el FOS sufre algin cambio fisicoquimico bajo este proceso de
sonicacion, para su efecto se analizé su espectro de UV-Vis, por el cual, se ocupé una
celda de cuarzo de 4mL. En cada celda se vertieran 200uL del compuesto FOS en 3mL
de agua destilada. Una vez realizado este ensayo se mezclo cuatro porcentajes (0.06,

0.12, 0.25y 0.5) % de FOS en dos determinadas concentraciones de AgNO; (0,8 y 1,2)
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mM, con el fin de obtener la mejor concentracién adecuada para el subministro en aves
de corral que no sean toxicas. El nuevo aditivo hibrido fue caracterizado

fisicoquimicamente y biolégicamente.

Caracterizacion Fisicoquimica

La 1-Kestosa, fructooligosacarido (FOS), las AgNPs y el aditivo hibrido se
analizaron en diferentes técnicas como en el espectrofotbmetro UV-VIS SPECORD S600
de marca Analitykjena. Para el efecto se utilizé un volumen de 200 uL de la muestra en
3mL de agua destilada. Tanto el agua destilada como las muestras se filtraron en un
tamafio de poro promedio 0,45 um, teniendo en cuenta el material cuidadosamente
lavado, para excluir el polvo. Se ocup6 la técnica de DLS LB-550 de marca Horiba, que
permitié la obtencién de distribuciones cuantitativas de tamafio de las nanoparticulas de
Ag® segln B.kumar (2014) y se compararon con los datos de tamafio con el STEM de
marca Tecnai, por el cual, se colocé 10uL depositados en una rejilla F/C de Cu y
observada en el microscopio a varias medidas, esta imagenes fueron analizadas en el

programa Imaged (FIJI).

El (DRX) se analizé en un difractometro de marca PANalytical EMPYREAN, en
configuracién ©-20 en un tubo de rayos X de cobre a 45kV y 40mA. El analisis de
difractograma se realiz6 en un promedio de mediaciones entre los angulos de 5° a 90 °
(©-20) utilizando el software High Score Plus. Se aplico en un sustrato de Silicio Zero

como background en el montaron las muestras de nanoparticulas a ser analizadas.

Para el andlisis de la curva REDOX del nuevo aditivo hibrido y verificar si existe o
no interferencia de las AgQNPs por parte del FOS, se realiz6 mediciones fisicoquimicas de
Voltametria ciclica (VC) y Voltametria diferencial (VD) tanto de las AgNPs, FOS y del

nuevo aditivo (FOS: AgNPs).
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Por otro lado, se analiz6é las muestras en el SEM, de marca TESCAN modelo MIRA 3
en modo STEM. Antes de su previo analisis se colocé alicuota de 3,5 mL del aditivo, se
coloco en rejillas F/C Cu aproximadamente 10Ul, para terminar, se introdujo la rejilla en el
carrusel para su observacion en campo claro, con distancia de trabajo de 5nm, una
tension de 30KV. Todos estos ensayos se realizaron en los Laboratorios del Centro de

Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT).

Caracterizacion Bioldgica
El presente estudio constituyo una investigacion in vitro, el cual se ejecuté en un medio de
cultivo que determino la actividad antimicrobiana del nuevo aditivo (FOS:AgNPs) en varios
porcentajes (0.06, 0.12, 0.25 y 0.5) % de FOS, realizadas en cajas Petri con cepas
ATCCS de E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 25923) previamente activadas y
cultivadas por extension en la cAmara de flujo laminar y que a su vez seran comparadas
con el antibiético erthapenem conocidos como control positivo y aguada destilada como
negativo mediante circulos de inhibicién segun Durafford anuncia en literaria de Nufez

(2010).

Activacion de las cepas E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 25923)
Las cepas ATCCS se adquiriran por el Hospital de Especialidades Fuerzas Armadas
No.1, el cual brinda el certificado de las bacterias. El analisis se realiz6 siguiendo la

formalidad de Bioseguridad para control de desechos infecciosos.

Las cepas se activaron en la camara de flujo laminar, inoculando las colonias en Agar
Chocolate, dos mililitros de caldo en tubos de estériles hasta una turbidez de 0,5 en la

escala de Mc Farland equivalente a 1x10"8 UFC por mililitro.
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Siembra de las cepas E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 25923).
Se prepararon 16 cajas Petri en medios solidos de Muller-Hilton, tanto para E. coli
como S. aureus, se realizaron las siembras de las cepas activadas, mediante un hisopo
estéril, el cual es lijar en zig-zag en angulo de 60° garantizando la distribucién

homogénea.

Colocacion de discos
Con una pipeta se coloc6 0.1 ml de las conglomeraciones de (0.06, 0.12, 0.25y 0.5)
% FOS incluidas con AgNPs a (0,8 y 1,2) mM de AgNO; sobre cuatro discos de papel de
aproximadamente 6 mm de didmetro y de espesor 0,2mm cada uno impregnados, un
disco con el antibi6tico a una concentracion de 10ppm con dimensiones 6mm de diametro
y 0,8mm de espesor como control positivo y otro disco con las mismas dimensiones de los

utilizados como control negativo en los discos de papel filtro.

Incubacion
Las 16 cajas Petri con agar Muller-Hinton incubadas con bacteria a bajo condiciones

adecuadas durante 24 horas.

Medicion de los halos de inhibicién
Luego del tiempo de infeccion determinado se ejecutd las mediciones de circulos de
inhibicion, se utilizé una regla milimetrada para definir la longitud de los halos, los cuales

se evalud de la actividad antimicrobiana, en la escala por Duraffourd:

1. Nula: (-) inferior o igual a 8 mm

2. Sensibilidad tope: = (+) de 9 a 14 mm

3. Sensibilidad central: = (++) de 15 a 19 mm

4. Extremadamente sensible: = (+++) igual o superior a 20 mm
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Analisis estadistico

Disefio Experimental
Para el estudio se desarroll6 a escala de laboratorio, el analisis estadistico se realiz6
para determinar la sensibilidad de los microorganismos frente al nuevo aditivo (AgNPs-

FOS). Se establecit fases de estudio con disefio experimental.

Los datos obtenidos fueron procesados en el programa estadistico (SPSS Version:
17.0, Origin 8) para en primera instancia se verifico si las muestras surgen de una
poblacion con distribucion Normal tanto con la prueba de Shapiro - Wilk (menor a 20

datos).

Para el analisis semejante de resultados, las muestras no procedieron de una
distribucion normal se realiz6 pruebas no paramétricas (6rdenes, signos +,-): Kruskal

Wallis, Wilcoxon.

Poblacion de estudio y muestra.

La poblacion del presente analisis estuvo compuesto por una cantidad de bacterias de
E. coliy S. aureus que forman parte de las cepas identificadas previamente por
laboratorio de microbiologia, activadas en medios de cultivos de Agar Chocolate.

Las muestras fueron integradas por 16 cajas Petri con Agar Chocolate, donde se
sembraron las cepas, posteriormente se colocaron en cada placa 4 discos de papel
inducidas con nanoparticulas de plata a diferentes concentraciones de FOS, segun la
siguiente descripcion, tanto para 0,8Mm y 1,2Mm de AgNOs: el primer disco a AgNO3:
0,06% FOS, el segundo a AgNO3;: 0,12% FOS, el tercer disco a AgNO3;: 0,25% FOS, el
cuarto disco a AgNOs: 0,5% FOS. Un quinto disco se us6 como control positivo del

antibiético respectivo y el sexto con agua destilada como control negativo, ver tabla 1.
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Tabla 1.

Nanoparticulas de plata (AgNPs) a diferentes concentraciones incluidas en sistemas el
FOS

_ 0,06
S 0,12
wn
S 0,25
0,50
AgNPs 0,8mM (nm)
_ 0,06
S 0,12
(7))
3 0,25
L 0,50

AgNPs 1,2mM (nm)

Criterios de inclusién y exclusion
Criterios de inclusion.
e LasCepasdeE.coli yS. aureus libres de contaminacion.

e AgNPs de concentraciones de AgNO; (0,8 y 1,2) mM de tamafo promedio (5-30)

nm a (0.06, 0.12, 0.25y 0.5) % de FOS.

e Antibiogramas

Criterios de exclusion.

e Las Cepas de E. coliy S. aureus contaminadas en el proceso.

¢ Nanoparticulas de plata de diferentes tamafios a (1, 10, 25 y 40) ppm con FOS.

e Concentraciones de nanoparticulas de plata y Antibiogramas diferentes a las

expuestas.

e Cajas Petri dafiadas.

e Diferentes medios de cultivos.



Definicion operacional de variables

Tabla 2.

Definicién operacional de variables
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Variable Definicion Operacional Tipo Clasificacién Indicadores Escala de
Medicién
Concentracion de Mediciones de las particulas Independiente Cuantitativa  Nanoparticulas de plata a Nominal
nanoparticulas  de con actividad antimicrobiana 80ppm en cuatro diferentes 1.2,3y4
plata con FOS que producen ruptura de la porcentajes de FOS (%): 0.06,
membrana de los 0.12,0.25
microorganismos.
Actividad Facultad de varias sustancias Dependiente Cuantitativa  Didametro de halo de inhibicién Ordinal
antimicrobiana  de de inhibir el crecimiento del E. Ordinal segun la escala establecida por 5, 6,7, 8
las  nanoparticulas coli y S. aureus. La actividad Duraffourd _
de plata con FOS antimicrobiana se determiné rln.nl:lula: () inferior o igual a 3
sobre E. coli y S. por la medida en milimetros 2. Sensibilidad tope: = (+) de 4 a
aureus. de los circulos de inhibicion 9 mm
segun Duraffourd. 3. Sensibilidad central: = (++) de
10 a 14 mm
4. Extremadamente sensible: =
(+++)=a 15 mm
Antibiético Medicamentos potentes que Interviniente Cuantitativa  Erthapenem (ETP) Nominal
combaten las infecciones 1
bacterianas. Actian matando
las bacterias o impidiendo que
se reproduzcan.
Agua destilada cuya composicion es una Interviniente Cuantitativa  Agua destilada empleada para Nominal
molécula de H20 1

saturar el papel filtro
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Tratamientos
Tabla 3.

Definicién de tratamientos

Caja No.
Halos de inhibicién (mm)
AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs (Control  (Control AgNPs AgNPs 1,2
(0,8- (0,8- (0,8- (0,8- Positivo) Negativo) 0,8mM mM (mn)
1,2)mM 1,2)mM 1,2)mM 1,2y mM  Antibiéti Agua (mn)
0,06% 0,12% 0,25% 0,5% co destilada
FOS FOS FOS FOS
1 - - - - - - - -
2 - - - - - - - -
3 - - - - - - - -
16 - - - - - - - -

Interpretacion
Cada prueba de Hipotesis, se relacionaron el valor de significancia con el valor 0,05
de la siguiente forma:

e Si el nivel de significancia es mayor a 0,05 estaremos de acuerdo Ho (hipétesis
inicial, son iguales).

e Si el nivel de significancia en menor a 0,05 estaremos de acuerdo Ha (hipotesis
alteatoria, no son iguales).

El analisis relacion de los resultados, se tomaron los dos sucesos:

e Silos resultados surgen de poblaciones con distribucion normal por tanto se ejerce
pruebas paramétricas (media, desviacion estandar): T student, ANOVA.

e Silos resultados NO surgen de poblaciones con distribucion normal por lo cual se
ejerce pruebas no paramétricas (orden, signos): Mann Whitney, Kruskal Wallis,

Wilcoxon.
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Variables

Conceptualizacién de las variables

Variables independientes.

Concentracion de nanoparticulas de plata:
Mediciones de las particulas con impacto antimicrobiano que producen ruptura de la
membrana de los microorganismos. Nanoparticulas de plata a dos diferentes

concentraciones (0,8 y 1,2) mM.

Variables dependientes.

Actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata con FOS:

Facultad de inhibir el crecimiento de las cepas E. coli y S. aureus. El impacto
antimicrobiano se determiné por la medida en milimetros de los halos de inhibicion y
segun los criterios de Duraffourd.

Variables intervinientes.

Antibiéticos:
Ayudan contra infecciones bacterianas, son de amplio espectro. Es el control positivo.

Agua destilada:

Elemento compuesto de una molécula de H20, purificada. Es el control negativo.
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Hipotesis

Hipotesis de investigacién, H1
Existe actividad antimicrobiana las AgNPs a diferentes porcentajes de FOS sobre las
cepas E. coliy S. aureus con FOS SIN diferencia significativa respecto a los Antibiéticos
Existe actividad antimicrobiana las AgNPs a diferentes porcentajes de FOS sobre las

cepas E. coliy S. aureus con FOS CON diferencia significativa respecto a los Antibidticos

Hipdtesis nula, HO
No existe actividad antimicrobiana las AgNPs a diferentes porcentajes de FOS sobre

las cepas E. coliy S. aureus presentes con AgNPs.

Operatividad de las variables
En el presente trabajo, las variables mas importantes a tomar en consideracion para
la evaluacién del aditivo, asi como la caracterizacion del mismo. Variable de respuesta:
Halo de inhibicion mediante la valoracion cualitativa a las 24 horas, de acuerdo a la
presencia o ausencia de halos de inhibiciébn o contaminacion, si existieran colonias que no
corresponden sobre el crecimiento bacteriano de E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC

25923) medido en milimetros (mm).
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

Andlisis de las AgNPs

En la figura 10 se muestra el espectro de absorcion del extracto de la flor Pelargonium
domesticum (geranio) con un pH 2.7, adentro se tiene el espectro de absorcion en la

region UV.

Figura 10.

Lectura de espectro del extracto geranio (Pelargonium domesticum)
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Este resultado muestra una banda caracteristica entre 400 nm a 600 nm

proveniente de antocianinas a pH 2,7 como lo registra en la literatura (Kumar, 2014).

Espectros de UV-Vis de las AgNPs y su curva de estabilidad en el tiempo para las
diferentes concentraciones de nitrato de plata (AgNO3) de 0.8Mm y 1.2Mm son mostradas

en las Figuras 11y 12, respectivamente.



Figura 11.

Estabilidad absorbancia vs tiempo de AgNPs
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Figura 12.
Estabilidad absorbancia vs tiempo de AgNPs
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méximo de longitud de onda diferente, teniendo para la concentracion de 0.8 mM un

Los resultados muestran que al variar la concentracion del AgNO; se tiene un

Wavekenght (nm)
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maximo en 405 nmy en 1.2 mM un maximo en 408nm. Estos resultados muestran que se

realiz6 con éxito la reproduccién del proceso de sintesis verde que registra en la Madrid

(2017), que fue analizada en un lapso de 450 horas. La estabilidad se mantuvo un mes
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luego de haber sido sintetizadas. En la figura 13 y figura 14 se muestras curvas de UV-Vis

de las AgNPs analizadas después de 4 meses de sintesis.

Figura 13.

Estabilidad absorbancia vs tiempo de AgNPs
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Figura 14.

Estabilidad absorbancia vs tiempo de AgNPs
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Se observa que, para las muestras con concentracion de 0,8mM de AgNO3, mantuvo su
espectro de absorcidén con su mayor banda en 403 nm, pero disminuy6 su intensidad
relativa de absorbancia, en el caso del espectro UV-Vis con 1,2mM de AgNO; hubo un

corrimiento en el azul de 5nm de la banda caracteristica de las AGNPs y una disminucién

de su intensidad, esto puede ser que el proceso de sintesis aln seguia y por eso el
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aumento de energia en la solucién de AgNPs con 1,2 mM de AgNO;. La disminucién de
las ondas en las dos concentraciones puede ocasionar la agregacion de nanoparticulas y

como producto su precipitacion, por lo que el agregado mantiene en el fondo de la celda y

no absorbe el haz de luz.

Homogeneidad de fructooligosacérido (FOS)

En la Figura 15 muestra el espectro de absorcién del FOS con diferentes tipos de

procesos de mezclado en agua.

Figura 15

Homogeneidad de 1-Kestosa, fructooligosacarido (FOS).
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El estudio muestra una banda caracteristica en 286 nm y que la estructura del FOS no

tiende a romperse a pesar de pasar por diferentes procesos de mezcla. Por lo que para el

estudio de la mezcla entre el FOS y las AgNPs se utilizo el proceso de sonicacion.

Andlisis de las AgNPs en FOS

En las Figuras 16 y 17 se muestra espectros de UV-Vis del aditivo hibrido (AgNPs +

FOS) con 80 ppm de AgNPs y diferentes concentraciones del FOS.
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Figura 16.
Espectros de absorcién de 80 ppm de AgNPs con 0,8 mM de AgNOs
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Nota: *Espectros de absorcién de 80 ppm de AgNPs con 0,8 mM de AgNO; y a diferentes

porcentajes de FOS.

Figura 17.

Espectros de absorcién de 80 ppm de AgNPs con 1,2 mM de AgNO3

AgNPs con 1,2mM de AgNO3 a 80ppm mas FOS a diferentes concentraciones
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Nota: Espectros de absorcion de 80 ppm de AgNPs con 1,2 mM de AgNO; y a diferentes

porcentajes de FOS.

La estabilidad de las AgNPs con concentracion de 0,8 mM de AgNO3; se mantuvo en

403 nm luego de haber sido inducido con FOS a diferentes concentraciones, con una
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diferencia de absorbancia de 0,0106 U.a, de igual manera para las AgNPs con 1,2 Mm de

AgNO; con una diferencia de absorbancia de 0,017 U.a

Analisis de Voltametria ciclica y diferencial
En la Figura 18 se muestras curvas de | vs V de las AgNPs con diferente concentracion

de AgNO; y del compuesto FOS.

Figura 18.

Procesos de oxidacion y reduccion.

—— AgNPs (BLANCO)
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— 1,2mM_AgNO3
—— 0,8mM_AgNO3

Current (mA)

V (SHE vs SCE)

Nota: Andlisis de voltamperometria ciclica.

En la Figura 19 muestran las curvas de Voltametria ciclica y en la Figura 20 las curvas de
Voltametria diferencial de las AgNPs con 0,8 mM de AgNO; a diferentes porcentajes de

FOS.



Figura 19.
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Procesos de oxidacién y reduccion por voltametria ciclica de 0,8mM a diferentes % de
FOS.

Figura 20.
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de FOS.
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Nota: Voltametria diferencial de 0,8 mM AgNPs con un potencial de +1.2a-1.2V
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En la Figura 21 muestran las curvas de Voltametria ciclica y en la Figura 22 las curvas de

Voltametria diferencial de las AgNPs con 1,2 mM de AgNO; a diferentes % de FOS.

Figura 21.

Procesos de oxidacion y reduccién por Voltametria ciclica de 1,2mM a diferentes %FOS.
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Figura 22.

Procesos de oxidacion y reduccion por Voltametria diferencial de 1,2mM a diferentes
%FOS.
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Nota: Voltametria diferencial de 1,2mM AgNPs con un potencial de +1.2 a-1.2 V.

El comportamiento electroquimico del aditivo hibrido estudiado est& profundamente

influenciado por la naturaleza quimica de sus sustituyentes tanto de AgNO; a
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concentraciones de (0,8 y 1,2) mM con FOS que dependiendo su concentracion presenta
actividad antioxidante segun Ojwach (2020). Aportar informacién sobre el comportamiento
redox del aditivo. El aditivo hibrido realizado con AgNO; de 0,8mM se reducir mas facil
gue el hecho a 1,2Mm de AgNO; y esta informacion se refleja con las técnicas VC y VD
observando con mas detalle en las curvas de VD es probable que el efecto estérico
sobrepase el efecto electrénico y, en consecuencia, AQNO3 de 1,2mM se oxida mas
dificilmente que AgNO; de 0,8mM. Estas posibles interacciones fueron evidenciadas por
los esquemas redox elaborado por el aditivo investigado.

Mas detalles de los valores de oxidacién y reduccién se encuentran en el anexo A.

Determinacion de la morfologia y tamafio de las AgNPs.
En las Figuras 23 y 24 se muestras microgréaficas de STEM y el espectro de tamafio de
nanoparticulas analizadas con el programa FIJI.

Figura 23.
Distribucion de tamafio de las nanoparticulas de plata 0,8mM inducidas con FOS.
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Figura 24.

Distribucion de tamafio de las nanoparticulas de plata 1,2mM inducidas con FOS
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Las micrografias muestran en 76% de nanoparticulas esféricas y un 24% asimétricas.

Los histogramas de distribucién de tamafios muestran tamafios de 52,18+35,65 nm y

51,66+26,28 nm para las muestras de AgNPs con 0,8 mMy 1,2 mM de AgNOs,

respectivamente. Estos resultados corroboran que se logré reproducir las AgNPs con

forma esférica y tamafios deseados para este trabajo. En la Tabla 4 se muestra los

valores de la distribucidn de tamafios obtenida por la técnica TEM del aditivo con

diferentes concentraciones de AgNOs: FOS. En la tabla 5 mostraron un diametro

promedio hidrodindmico para 0,8 mMy 1,2 mM de AgNO3 inducidas con FOS de

91.3+1,15 nmy 100,3£1,53 nm, respectivamente.

Tabla 4.

Resumen del tamafio promedio STEM

concentracion 1,2mM 0,8mM Promedio
1,2mM 0,8mM
Control Dilucion| 16,43+6,73|16,06+10,73 6,73 16,43
0,06 |125,05+60,61 | 62,62+33,55
FOS % 8’;; 25,58+14,10 ) 41,68+26,31 51,66+26,28 | 52,18+35,65
25| 30,07+18,85 |38,84+46,68
0,5| 2597+11,57 |65,61+36,08




Tabla 5.

Resumen del tamafio promedio DLS
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concentracion 1,2mM 0,8mM Promedio
Dilucién 1,2mM 0,8mM
Control 33,3+11,1 14,5+6,4 41,16+£12,43 14,13+5,83
45,6+14,2 13,4+4,7
44 .6+12,0 14,5+6,4
80ppm 102+1,5 56,2+1,1 100,3+1,53 91.3+1,15
100,9+1,6 98,8+1,1
99,2+1,5 118,9+1,2

Los resultados que se aprecian en las dos técnicas el tamafio de AgNPs incrementan

cuando se induce el FOS. Esto se debe a que el polimero recubre a las NPs evitando su

interaccion, aumentando con ello su tamafio total (Ardanii, 2017).

Ademads, se observa que las dimensiones de las AQNPs obtenidas mediante la técnica

del STEM los tamafios casi dos veces inferiores a los tamafos brindados por DLS. Esta

disconformidad entre técnicas se ha anunciado en la literatura (Bolafio, 2019), efecto que

se puede dar por la polidiversidad de las NPs o por dispersién de luz que bifurca en

diferentes direcciones ya que las NPs se encuentran en movimiento aleatorio y sus

posiciones varian, haciendo que la medicion de tamafio se altere (Pimentel, 2014).

Analisis de difracciéon de rayos X.

En la figura 25, se muestran los espectros de difraccion de rayos X de las AgNPs con las

diferentes concentraciones de AgNO:s.



Figura 25.

Espectros de DRX del FOS las AgNPs con 0,8Mm y 1,2mM de AgNO;
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Los resultados muestran los angulos 26 en 37,924° y 44,022° que corresponde a

los planos caracteristicos de Ag® en (111) y (200) respectivamente. Ademas, se observa

la existencia un pico en 31.4282° que corresponde al NaCl, y en 32.025° que

corresponden a KCly Ag,0, que son impurezas de las nanoparticulas (Edison, 2012). En

el espectro de DRX del FOS se observa una banda ancha que es peculiar de los

compuestos organicos y sin presencia de impurezas en ella.

En las Figuras 26 y 27 se muestras espectros de difraccion de rayos X del aditivo

hibrido con diferentes concentraciones de FOS y de los diferentes controles (FOS y

AgNPs).
Figura 26.

Espectros de difraccion de AgNPs con 0,8mM AgNO;
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Figura 27.
Espectros de difraccion de AgNPs con 1,2mM AgNO;
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Estos resultados muestran poca o nula informacion de la presencia de Ag®, esto es

probable que al mezclar el FOS con las AgNPs la resolucién del equipo no permite

visualizar la presencia de la plata cero y lo que se observa es la banda caracteristica del

compuesto FOS.

Andlisis biolégico

La tabla 5 muestra los resultados obtenidos en la medicion de los halos de
inhibicion por triplicado y por el factor de relacion con respecto al volumen entre el

antibidtico y el aditivo en una relacion (1:4) respectivamente.



Tabla 6.

Resultados de halos de inhibicién microbiolégicos

E. coli S. aureus

N° CAJA 1 2 3 4 5 6 7 8

= | 02 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
= g G} 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
..?;”0% O 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
par 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

N° CAJA 9 10 11 2 i3 i4 is5 i6

%’ 26 32 29 25 27 ES] 25 28

2| 01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

= —~ 7 14 7 7 7 7 7 0,1
%ﬂ‘; i—; 10,5 21 14 10,5 14 10,5 10,5 0,1
= E O 14 245 | 17,5 | 17,5 | 17,5 21 14 0,1
i | 17s 35 245 | 21 31,5 24,5 21 0,1

g = 34 29 28 a2 29 26 as 26

E = Sl BN 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
g % = 35 31,5 28 24,5 35 31,5 28 24,5
5= 24,5 28 31,5 | 35 24,5 28 31,5 35
:_'_; % = 21 17,5 | 24,5 | 28 21 17,5 24,5 28
<= 28 25 | 175 | = 28 24,5 17,5 21
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Estos resultados muestran los halos de inhibicién de las hanoparticulas de plata con

inclusion de FOS, los cuales mantienen sus propiedades antibacterianas a mayor

concentracion de AgNOs.

Analisis Estadisticos

e En primera apelacién se confirmé que los resultados obtenidos surgen de una

poblacién con distribucién Normal, tanto con la prueba de Shapiro - Wilk (menor a

veinte datos), segln la tabla 6, Con cada hip6tesis, se comparé el valor de
significancia de 0,05 a 95% de confiabilidad, de la siguiente forma:

e Si el nivel de significancia es mayor a 0,05 se aprueba Ho (hipétesis inicial, son

iguales).

e Si el nivel de significancia es menor a 0,05 se aprueba Ha (hip6tesis alterna, no

son iguales).



Para el analisis de similitud, se tomé en cuenta dos casos:
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e Silas muestras surgen de poblaciones con distribucién normal se ejecuta pruebas

paramétricas (desviacion estandar, media): T student, ANOVA.
e Silas muestras NO surgen de poblaciones con distribucién normal se ejecuta

pruebas no paramétricas (orden, signos): Kruskal Wallis.

Tabla 7.

Pruebas de normalidad

Pruebas de normalidad

E_AgNPs_12mM_0,06%_FOS
E_AgNPs_12mM_0,12% FOS
E_AgNPs_12mM_0,25% FOS
E_AgNPs_0,5%_ FOS
E_Erthapenem_12mM
E_Agua_destilada_12mM
A_AgNPs_12mM_0,06%_FOS
A _AgNPs_12mM_0,12%_FOS
A_AgNPs_12mM_0,25% FOS
A _AgNPs_0,5% FOS
A_Erthapenem_12mM
A_Agua_destilada_12mM
AgNPs

AgNPs_80ppm

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.

0,546 16 0,000
0,723 16 0,000
0,777 16 0,001
0,808 16 0,003
0,823 16 0,006

.16 :
0,546 16 0,000
0,730 16 0,000
0,773 16 0,001
0,639 16 0,000
0,723 16 0,000

.16 .
0,868 16 0,025
0,868 16 0,025

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

En la prueba de Normalidad todos los resultados tienen un nivel de significancia

inferior a 0,05 por lo cual se aprueba Ha, donde los resultados NO surgen de poblaciones

con distribucion normal, por tanto, para la similitud de agrupaciones se ejecuta pruebas no

paramétricas: Kruskal Wallis.



Andlisis por tiempo de incubacion comparativo
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En la tabla 7 se muestra el detalle estadistico descriptivo por los halos de inhibiciéon al

incubar las muestras en un lapso de 24 horas.

Tabla 8.

Comparacion entre todas las muestras a las 24 horas.

Estadisticos
descriptivos

Media Desv. Minimo Maximo

Desviacion
A_AgNPs 12mM _0,06% FOS 5,275 3,0858 0,1 7,0
A_AgNPs 12mM 0,12% FOS 8,775 5,3792 0,1 14,0
A AgNPs_12mM_0,25% FOS 13,150 8,1906 0,1 21,0
A _AgNPs_0,5%_ FOS 19,275 12,0820 0,1 31,5
A_Erthapenem_12mM 31,250 3,8902 27,0 35,0
A _Agua_destilada_12mM 0,100 0,0000 0,1 0,1
AgNPs 29,750 4,0415 24,5 35,0
AgNPs_80ppm 22,750 4,0415 17,5 28,0
E_AgNPs_12mM_0,06% FOS 8,750 3,1305 7,0 14,0
E_AgNPs_12mM_0,12% FOS 14,000 4,4272 10,5 21,0
E_AgNPs_12mM_0,25% FOS 18,375 3,9391 14,0 24,5
E_AgNPs_0,5% FOS 24,500 6,7626 17,5 35,0
E_Erthapenem_12mM 30,75 2,4631 28,0 34,0
E_Agua_destilada_12mM 0,100 0,0000 0,1 0,1

Con los resultados mostrados se puede concluir que existe un aumento el promedio

de halo de inhibicién conforme aumenta la concentracion del aditivo; ademas el gold

estandar tiene el mayor promedio y el control negativo que es el agua destilada obtiene el

menor promedio.

En consecuencia, se determind que tienen el mismo efecto inhibitorio y mayor valor

de inhibicion el Erthapenem.
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Para destacar estas diferencias entre las concentraciones del nuevo aditivo hibrido
son representativas, se procesa las pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis las cuales

se parecian en las figuras 28a y 28b que se considerara como relacion la interpretacién:

e Si el nivel de significancia es mayor de 0,05 se aprueba Ho (Hipétesis inicial,

son iguales).
¢ Si el nivel de significacion es menor de 0,05 se aprueba Ho (Hipoétesis alterna,
No son iguales).

Figura 28.

Prueba de Kruskal-Wallis a las 24 horas

a) b)
Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
40,00
40,00
30,00-] —-— 4 =
—|— — ,__I__| E E
30,00 E 20,00 ’i‘
% 10,00
20001 — T
00071 P o P < & cb
I, I, I, I, I I, =] o
10 nn—i & & & & = Z e e
! = = = = = =
=] =] bl bl a2 o
@ @ @ @ = [y
_Cl _S _D _Cl g o
0,00 T T T T 2 et i 3 E] 3
AghPs_0 06%FOS |AgNPs_D‘25%FOS Erthapenem_E AgNPs_100% IBQ IBQ |32 i 2
AghPs_012%F0S  AgNPs_05%FOS  Aguadestiada_E  AghPs_S0ppm d d 2 a o
Concentracion_E ] ] w0
Contraciones_12mM
N total 128 N total 125
Estadistico de contraste 106,845 Estadistico de contraste 94,085
Grados de libertad 7 Grados de libertad 7
Sig. asintdtica (prueba hilateral) 000 Sig. asintotica (prueba bilateral) ,000

1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates. 1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Como se observa en las figuras 28a y 28D, la Prueba de Kruskal-Wallis, el nivel de
significancia es menor a 0,05, por lo cual, se aprueba la Ha, que se aprueba que hay

diferencias a la tendencia central, por tanto, NO todas las medianas son parecidas.
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Finalmente, se observa que no se tienen valores atipicos (extremos) en ninguna de

las muestras, por lo cual, NO es necesario sacar datos extremos para mejorar los

resultados.

Medicién de los halos de inhibicidon

En las tablas 13 y 14 se muestra la estadistica en vinculo a los niveles de sensibilidad

considerando como referencia la escala de Duraffourd:

1. Nula: (-) menor o igual a 7 mm

2. Sensibilidad tope: = (+) de 8 a 13 mm

3. Sensibilidad central: = (++) de 14 a 18 mm

4. Extremadamente sensible: = (+++) igual o mayor a 19 mm.

Tabla 9.

Sensibilidad del aditivo para E.coli

E_AgNPs_12mM

Agua
0,06% FO|0,12% FO|0,25% FO|0,5% FO | Erthapene | destilad
S S S m a Total
can| % |cant| % |(cant| % |can| % |cant| % |can| % |Can| %
Sensibilidad t t t t

20 4 20 4 20 4 |20 16 |10 | 32 | 33,3
Nula 4 0 3
Sensibilidad 26,0
tope 12 | 80 8 60 5 25 0 0 0 0 0O | 0] 25 4
Sensibilidad 7,29
central 0 0 4 20 3 15 0 0 0 0 0 0 7 1
extremadame 33,3
nte sensible 0 0 0 0 4 20 | 12 |80 | 16 |100| O | O | 32 3
10 10 100
Total 16 | 100 | 16 |100| 16 |100| 16 | O 16 |100| 16 | O | 96 | %
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Tabla 10.

Sensibilidad del aditivo para S. aureus

A AgNPs_12mM

Agua

0, 0, 0, 0,

Sensibilidad 0,06% FOS|0,12% FOS|0,25% FOS|0,5% FOS|Erthapenem destilada Total
cant % cant % cant % |cant| % | cant % |cant| % [Cant| %

Nula 16 100 4 25 4 25 4 25 0 0 16 |100| 44 |45,84

i’)ep”es'b"'dad o |lo|l 122 |7m] ool oflo]| o o | ool 12125

Sensibilidad

central 0 0 0 0 8 50 8 50 0 0 0 0 16 |16,67

extremadamente| o | o | o | o | 4 | 25| 4 | 25| 16 |100]| 0 | 0| 24 | 25

sensible

Total 16 100 16 100 16 100 16 | 100 16 100 | 16 |[100] 96 |100%
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Capitulo 5

Conclusiones

El estudio permitié la utilizacion de 1-Kestosa, fructooligosacarido (FOS) a cuatro
porcentajes y dos concentraciones diferentes de AgNO; para la formacion de las
nanoparticulas de plata (AgNPs) para obtener una preparacion liquida presentando una
banda de absorcién caracteristica de las AGNO; entre 450 a 550 nm, lo cual nos indica
que el aditivo conservo sus propiedades fisicoquimicas en la inclusién con el efecto

prebidtico del FOS.

El ensayo con DLS mostré el triple de tamafio promedio del nuevo aditivo hibrido en
formulacion liquida a concentraciones de (0,8 y1,2) Mm de nitrato de plata (AgNO3) en
comparacion a los registrados con la técnica STEM de 52,18+35,65 nm y 51,66+26,28

nm, respectivamente y mostraba una buena homogeneidad y dispersion.

El resultado electroquimico del aditivo estudiado esta influenciado por la naturaleza
guimica de sus componentes, por lo cual un andlisis detallado de las formas y alturas de

los picos aporta informacion sobre el comportamiento oxido reduccion.

El aditivo hibrido en formulacién liquida a concentracion de AgNO; de 0,8 mM a
diferentes porcentajes de FOS la sensibilidad tanto de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus fue totalmente nula, en cambio el aditivo con 1,2 mM de AgNO3 mostrdé mayor
actividad antimicrobiana con el 0,5% FOS presentaron con medias de 24,5 £3,9 mm para
E. coliy 19,275 12,08 mm para S. aureus, existiendo diferencia significativa respecto el

erthapenem segun la escala de Durafford.



Present6 una sensibilidad para Escherichia coli de (20%) de cajas nula y un (80%)
sumamente sensible, mientras Staphylococcus aureus con un (25%) de sensibilidad de

cajas nula, (50%) de sensibilidad media y un (25%) resultando ser sumamente sensible.

Capitulo 6

Recomendaciones

Realizar pruebas a maximas concentraciones de AgNPs de plata para definir su
efecto antimicrobiano consiguiendo de esta forma un alto impacto inhibitorio.
Ejecutar analisis toxicoldgicos del aditivo a nivel celular tanto intro como in vivo.
Probar in vivo el aditivo en pollos de diferentes edades expuestos a infecciones
bacterianas.
Probar en otras especies como camaron el cual se afecta también por diferentes
enfermedades bacterianas.
Al ser un producto novedoso no existente en el pais se recomienda su proteccién

industrial.
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