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OBJETIVOS

Objetivo General

Comprobar la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de yoduro de cobre sobre
microorganismos aislados de un hormigén de resistencia media

Objetivos especificos

\/
0’0

/
0‘0

Sintetizar nanoparticulas de yoduro de cobre mediante quimica verde, para su posterior
caracterizacion UV-VIS y DLS.

Caracterizar las nanoparticulas de yoduro de cobre mediante las técnicas de TEM, SEM
y DRX, para la medicion de la morfologia, tamafio, distribucion y mineralogia.

Aislar e identificar microorganismos presentes en un hormigon de resistencia media
(f'c= 240 kg/cm?) mediante técnicas dependientes e independientes de cultivo para la
seleccion de las cepas mas predominantes.

Aplicar las nanoparticulas de yoduro de cobre sobre los microorganismos mediante el
método de difusidn en pozo para la comprobar la actividad antimicrobiana.
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Hipotesis

Las nanoparticulas de yoduro de cobre tienen un efecto antimicrobiano sobre microorganismos aislados
de un hormigon de resistencia media.
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Preparacion del extracto y sintesis

Lavar y secar la fruta

Licuar los arilos y colocar 10 mL de etanol 70% / 5 g de
pulpa.

Agitar de forma orbital por 4h.

Filtrar el extracto

CuS04 Kl

i B

&
=< I

=

Medicién de pH final
transcurridos 10 min en
agitacion magnética a Ta

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de NPs Cul

Espectofotometro (Thermo Spectronic, GENESYS™ 8)
DLS (HORIBA LB550).

Difractdmetro Empyrean (Malvern Panalytical) tubos de
rayos de cobre

SEM (Mira 3 Tescan)
ESPE

TEM (FEI Tecnai ) (1‘:?’{
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MATERIALES Y METODOS

Sitios de muestreo y siembra

Aislamiento e identificacion

Técnica del Inoculacién de

hisopado 0,1mL de .
(Gamez c/dilucién y Incubacion de

Espinosa, directo > PDA || Placas a28°C.
2022). y RB.

Aislamiento de cepas

(M1, M2, M3) en PDA
*M1: ABECEDARIO

1 ml 1ml 1 ml 1ml 1 ml 1 ml *M2: mJnuscuIas 5
( 1 11 | 1 1 1 *M3: numeros cardinales
9 mi de caldo ﬁ ﬁ ﬂ
110 1/100 110? 1t 1108 1108
Muestra por 110%
ser contada

Placa con muestras de 1 ml ¢ ¢ 'L

Demasiadas para
ser contadas

x10" . 159 x 10°
Recuento en placa Organismos por mil de
Factor de dilucién la muestra original
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Extraccion y secuenciacion

@ g

Tubos Eppendorf de 2 mi

con 10 perlas de vidrio.

O

Afadir 1 mL CTAB,

@ QSO'C zaomin

L
(.
i

=1

Incubar y agitar manualmente
por 3 veces/Smin

N3

Transferic el sobrenadante
(aprox. 600 ul) a un nuevo
tubo.

@

)\

Colocar 1 mL de cultivo
liquido bacteriano

intensidad 9 X 2 min

Enfriar.
®
v Vv
Anadir 1 mL de isopropanol.

13.000 rpm x:hnn

il

a Desechar &l sobrenadante.

©

i N
Py gy

Anadir 400 ul cloroformo.

3 veces

intensidad 9 & 2 min

13.000 rpm x 10 min

8 20c Eon

P

n BioRender.com bio

13.000 rpm x: min

\’
-/

i

Afadir 3 ul de RNAsa.

—

™~

Desechar el sobrenadante.

Desechar el sobrenadante.

&wc X 30 min

>

Incubar.

\ 7 3,‘ ¢
¢ ¥ v
€0 ul de agua fbre de

®
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Identificacion molecular de cepas mas predominantes

+:Instalacion de programas
*Descarga de datos

UBUNTU

Trim *Funciona en conjunto con
Cutadapt y FastQC

galore

*ensamblaje de
genoma bacteriano

Unicycler

*Alineacion de
secuencias

. * Representa
M Molecglar Evolultmﬂaf}’ relaciones
. Cenetics Analysis M EGA evolutivas
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Aplicacion de nanoparticulas
Método de difusion en pozo

Bacterias (1B — 2B) Hongos (3-10-13-18-28)H
i 4
&y &
- e e Concentraciones alta, media
I'/ o 1‘/ N y baja
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Andlisis estadistico

Tabla 1.

Didametros de inhibicion (1B) frente a NPs de Cul, en un tiempo de 6 dias

Dia (h) Concentracion

24

120

168

BW R B W R R R W M = W R W R W b e

16,04
27,19
39,15

16,07
27,21
39,16

16,07
27,22
39,16

16,08
27,22
39,17

17,77
26,12
37,87

1,79
25,42
37,55

Hisopo (H)
H2

15,56
24,29
37,11
]
15,36
24,3
37,12
]
15,55
24,31
37,13
0
15,56
24,3
37,13
]
15,33
25,94
38,88
]
15,42
25,35
36,72
]

Caldo Nutriente (CN)

H3
14,2
23,33
36,75

14,21
23,33
36,77

14,41
23,35
36,77

15,22
23,36
36,78

15,7
24,6
38,24

15,88
25,37
37,64

T1
21,99
29,16
35,02

29,18
35,04

21,1
29,18
35,07

21,11
29,14
35,07

21,62
29,04
35,6

19,93
29,69
36,62

Triangulo (T)

T2
14,13
23,36
33,53
o
14,15
23,38
33,6
]
14,2
23,38
33,6
0
14,21
23,38
33,6
o
14,41
25,28
34,1
o
14,67
25,3
36,1
o

MATERIALES Y METODOS

BACTERIA (1B)

T3 H1
24,14
26,7 28,56
33,89 39,78
0 0
18,28 24,16
26,8 28,5
33,9 39,8
0 0
18,28 25,13
26,81 28,3
33,92 39,8
0 0
17,29 25,15
26,81 28,1
33,92 39,24
0 0
17,55 25,15
28,26 28,02
33,92 39,46
0 0
16,31 25,16
21,33 28,04
29,18 40,49
0 0

Hisopo (H)

Solucion concentrada (SC)

H3
20,64
32,76
47,54

20,65
32,68
46,87

20,78
32,56
44,9

21,3
32,49
44,25

21,56
32,34
4324

21,65
32,48
45,12

===
ECUADOR

T1
13,96
36,3
35,396

13,99
30,03
34,56

14,21
26,76
33,41

14,33
24,38
31,95

14,51
23,36
31,58

14,61
22,78
30,24

Triangulo (T)
T2

26,72
34,4

7,6
33,42
33,64

9,11
30,65
31,29

14,33
29,88
30,55

13,81
26,3
29,64

15,11
26,27
28,28

T3

18,69
25,4
44,84

18,74
25,34
41,5

18,83
25,12
37,62

14,33
24,68
31,24

20,35
24,44
25,01

21,34
23,84
33,06
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Sintesis de nanoparticulas de yoduro de cobre

1. Cambio de la
coloracién

2. Formacién de
precipitado café
blanquecino

Caracterizacion UV-Visibley DLS

Espectro UV-Vis y de las NPs de Cul sintetizadas con

Particle Size Distribution

extracto de taxo o fi

a iw

0,7 30 6

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion DRX

14000
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S
)
©
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=
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(&)
|=
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0
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NOMOMOOMOOMOOMMOMMMMmOOMOOMOOOMOMMM
O AITNNROMNOOANROAITNN OMOOOONL O - I~
QCQOHOANMNMNANNMNOMOAITOOLOLO O TdONMNN
ON—TOANNMOYTANOOANMOILRDN OO N
LONOLONOODMNOOILTNAdTOAHANDONOOMO
A AN N NOOISTIITIOOLW0 OO ONNNMNSOO
Posicion 20 (°)

Los picos de difraccion (25.42°, 29.43°, 42.16°,
49.90°. 52.29°, 61.17°, 67.35°, 69.31°, 74.71°,
77.12°y 82.77°) y sus posiciones corresponden a
la fase cubica pura establecido en el codigo de
referencia (01-082-2111) con un Score de 92%

para el Copper lodide.
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Caracterizacion TEM

Imagenes TEM de las nanoestructuras de Cul

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion SEM

Las imagenes muestra la morfologia
superficial en tres dimensiones de las NPs
esféricas de Cul analizadas mediante
microscopio electrénico de barrido (SEM).

SEM UV 5.0 KV 1 MIRAS TESCAN|
View feld: 20.7 yon
SEM MAG: 334 bx _ Date{m/diy): 061623 CENCINAT

Mo
SEM NV 5.0MV 4 MIRA) TESCAN|
View field: 20.7
SEM MAG: 334 kx _ Dateim/dly): 0611623 CENCINAT

G ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion SEM/EDS . . . .. .,
Aislamiento e identificacion

Pureza quimica mediante SEM/EDS, muestran la 28 cepas diferentes
presencia de otros elementos P

cps/eV

Aislamiento y purificacion de la colonia
predominante

Nota. La grafica evidencia a) la composicion de la muestra de las NPs
de Cul, b) atomos de oxigeno 8.88%, c) potasio 8.35%, y d) azufre
1.28%. Imagenes proporcionadas por el area de microscopia de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE
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RESU

Identificacidon molecular

i AVR 114126.1:354-558 Ralstonia pickettii strain NBRC 102503 165 ribosomal RNA partial sequence

i AVR 113352.1:354-558 Ralstonia pickettii strain JCM 5969 16S ribosomal RNA partial sequence

Identificaciéon molecular de la Bacteria A :; R 043152.1:356-560 Ralstona picketti strain ATCC 27511 165 ribosomal RNA partial sequence
como Ralstonia picketti (AY741342) sactra A

T NR 025385.1:336-540 Ralstonia mannitolilytica strain LMG 6866 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 134148.1:314-517 Ralstonia pseudosolanacearum strain UQRS 461 16S ribosomal RNA partial sequence

WUnclassified W Other W Ralstonia_pickettii (AY741342) ob
2

023 01 ﬂNR 134150.1:314-517 ia syzygii subsp. ind iensis strain UQRS 464 165 ribosomal RNA partial sequence

m: UK{VR 134149.1:314-517 ia syzygii subsp. celeb is strain UQRS 627 16S ribosomal RNA partial sequence

66 UNR 102851.1:369-572 Cupriavidus necator strain N-1 16S ribosomal RNA partial sequence

34 UNR 028766.1:353-556 Cupriavidus necator strain N-1 16S ribosomal RNA partial sequence
0.02
oooNR 074823.1:381-584 Cupriavidus taiwanensis LMG 19424 16S ribosomal RNA partial sequence

E. Coli

. ,— NR 178976.1:423-676 Pseudomonas paracarnis strain V5/DAB/2/5 16S ribosomal RNA partial sequence

I— NR 024901.1:437-690 Pseudomonas libanensis strain CIP 105460 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 178798.1:432-685 Paraburkholderia insulsa strain DSM 28142 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 156987.1:432-685 Pseudomonas paralactis strain DSM 29164 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 042147.1:424-677 Pseudomonas cedrina subsp. fulgida strain P 515/12 16S ribosomal RNA partial sequence

Mediante la secuenciacion y el analisis de los P
arboles filogenéticos, la bacteria 2B 1 —|:
NR 114225.1:424-677 Pseudomonas mucidolens strain NBRC 103159 16S ribosomal RNA partial sequence

pertenecen a Pseudomonas azotoformans
3 E NR 113583.1:424-677 Pseudomonas synxantha strain NBRC 3913 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 156986.1:432-685 Pseudomonas lactis strain DSM 29167 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 179365.1:403-656 Pseudomonas lactucae strain MAFF 301380 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 113600.1:424-677 Pseudomonas azotoformans strain NBRC 12693 16S ribosomal RNA partial sequence

GHESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la actividad antimicrobiana Halos de inhibicién frente a los hongos a 72 horas desde la aplicacion

Halos de inhibicién en la bacteria 1B Ralstonia pickettii

a) 10H, b) 13H, c) 18H, d) 28H

@ESPE
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RESU

Tabla 1

Medias y desviacion estandar de las diferentes
concentraciones para la bacteria (1B) Diametros de los halos de inhibicion, a partir del inoculo y
método de siembra

Metodo de  Diametro
. . . Cinética de Inhibicién de los halos Cinética de inhibicién de los halos
siembrae  promedio Desviacion 1A-CN-H 1A -CN-T
Cepa [NPs Cul] inoculacion (mm) estandar “ w
1 15,568 045 .
2 25,071 0,269 . t”
3 CNH 37,812 0289 :® w5 L
1 17,417 0748 ¢ pa il D
% 15 ——[3 ch ——[3]
2 26,589 033 L
3 CN-T 34,252 0,162 5 s
1 221 &55 01?53 ‘ 0 1 2 3 4 5 6 7 ! o 1 2 3 4 5 [ 7
2 32,893 0,156
3 5B-H 41,325 4,454 Cinética de |r:11|:\l;|é|_o: de los halos Cinética de inihibicién de los halos
1 13,786 1,926 B 1A-SC-T
2 27,518 2,093 “
1B 3 SB-T 33,812 3,905 _ .
Eau E 30
% 20 —1 = ‘? ” nalt)
2 -2 £ o)
S0 o 3y ety
10 .
! 0 1 2 3 4 5 6 7 ! ; 1 2 3 4 5 6 7
Dias Dias
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RES

Tabla 2
Medias y desviacion estandar de las diferentes concentraciones para
la bacteria (1B)
Cinética de inhibicidn de los halos
Metodo de
. , 10H -PDB-H
siembrae Diametro N
inoculacio promedio Desviacio ) b Cinética de inhibicion de los halos
Cepa [NPs Cul] n (mm) nestandar = 10H -PDB-T
| E —a—[1] i
1 10,352 6355 e -
2 14,875 8,936 " il N
3 PDB-H 21922 13967 . gz -
1 9}8558 1152 Titulo del eje g 15 —e—[2]
10 ——[3]
2 12,928 9,028 5
3 PDB-T 19,354 14,6019 'S 1 2 54 s 6 7
1 10,967 7 Cinética de inhibicién de los halos
2 13,915 8,443 10H -SE-H
3 SEH 17,017 11,09 3 Cinética de inhibicion de los halos
1 10,421 5988 ... Hongo E -PDB-H
2 13,52 8,167 % ig —— 1] 35
10H 30 SET 20,43 1,66 210 —- o
B e % 20 ——[1]
o0& _é 15 ——[2]
0 1 2 3 4 5 6 7 = 0 e 3
Titulo del eje R
’ ' ’ Tiatu\o del eje ’ ’ '
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CONCLUSIONES

Las NPs de Cul poseen actividad antimicrobiana sobre los microorganismos aislados de un
hormigon de resistencia media, tanto para bacterias como para hongos.

Se sintetizo nanoparticulas de yoduro de cobre mediante quimica verde, utilizando sulfato de
cobre, yoduro de potasio, extracto de taxo como reductor y estabilizador, confirmando su
presencia por la formacién de precipitado color café blanquecino.

La caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas se realizaron mediante las técnicas de UV-
vis y DLS, obteniendo una absorbancia de 224 nm y un tamafio hidrodinamico de 35 nm
respectivamente.

La caracterizacion de nanoparticulas mediante técnica TEM permitid conocer su forma esférica y
un tamafo que oscila entre 8 y 65 nm.

Mediante la técnica SEM/EDS se obtuvo la composicion elemental de las nanoparticulas
obtenido como resultado la presencia de oxigeno, azufre, potasio, cobre y yodo en un porcentaje
de 8.88, 1.28, 8.35, 19.36 y 62.11 % respectivamente.

Se confirmo la composicion estructural de nanoparticulas de fase cubica con los picos obtenidos
(25.42°, 29.43°, 42.16°, 49.90°. 52.29°, 61.17°, 67.35°, 69.31°, 74.71°, 77.12° y 82.77°) mediante
XDR, los cuales coinciden con la base de datos obtenida en el codigo de referencia (01-082-
2111) con un Score de 92% para el Copper lodide.
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CONCLUSIONES

Se realizaron tres muestreos a partir del hormigén de resistencia media (f'c= 240 kg/cm?), de los
cuales se aislaron 28 colonias diferentes y mediante analisis de densidad relatividad y de
frecuencia, se escogieron 7 microorganismos mas predominantes, 2 bacterias y 5 hongos.

Se logro identificar mediante técnicas independientes como extraccion de ADN y secuenciacion
NGS a nivel de género y especie, las bacterias Ralstonia pickettii y Pseudomonas azotoformans.

La identificacion molecular de los hongos no se pudo llevar a cabo debido al retraso en la
obtencion de resultados de secuenciacion por parte de la empresa Biosequence.

El halo de inhibicion es directamente proporcional a la concentracion de nanoparticulas aplicadas
a los microorganismos, es decir, la concentracién mayor evidencio la mayor inhibicion.

Los diametros de los halos de inhibicion, frente a las diferentes concentraciones de
nanoparticulas, disminuye a lo largo del tiempo, por lo que se puede deber a la inestabilidad de
las mismas.
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