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Resumen

Varios estudios han reportado el uso de nanoparticulas de oro (AuNPs) en diferentes campos como inhibidor del
crecimiento de microorganismos debido a que presentan propiedad antimicrobial. En el presente trabajo se evalud
la propiedad antimicrobial de las nanoparticulas de oro biosintetizadas (AuNPs-Bio) a partir de extractos de plantas.
Inicialmente se realizé la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) por medio de un método biologico, en el cual se
utilizaron los extractos de hojas de Tamarindus indica L. y Mangifera indica L., asi como la sal precursora acido clo-
roaurico (HAuCl4) con una concentracion de 0.27mM. Posterior a la biosintesis, se elaboraron las soluciones de
AuNPs en medio acuoso con una concentracion de 1.1 mg/mL y 0.9 mg/mL, respectivamente. El analisis por SEM
realizado a las AuNPs-Bio muestra un tamano de particula promedio de 52 + 5y 78 + 7 nm, respectivo a cada extrac-
to. La propiedad antimicrobial de las nanoparticulas de oro se evalu6 por medio de tres métodos: medio de cultivo
modificado, sembrado en superficie y la prueba de difusién por disco, en los cuales se presentd crecimiento de bac-
terias y hongos debido a la baja concentracion de las soluciones de AuNPs. Los resultados evidencian que si se ela-
boran soluciones de nanoparticulas mas concentradas y con menos impurezas, estas son un candidato potencial para
actuar como agentes antimicrobianos.

Descriptores: biosintesis, nanoparticulas, oro, propiedad antimicrobial.
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Abstract

Several studies had been reported the use of gold nanoparticles in different fields as growing inhibitor of microorganisms due its
antimicrobial property. In this work, was evaluated the antimicrobial property of biosynthesized gold nanoparticles (Bio-AuNPs)
from plants extracts. First, gold nanoparticles synthesis was made by a biological method, in which were used leave extracts
of Tamarindus indica L. and Mangifera indica L. and precursor salt of chloroauric acid (HAuCl4) with a concentration of
0.27mM. After the biosynthesis of the nanoparticles, solutions were made with AuNPs in a aqueous medium with a concentra-
tion of 1.1 mg/mL and 0.9 mg/mL each. The SEM analysis on the Bio-AuNPs showed an average particle size of 52 + 5 and 78 +
7 nm for each extract. The antimicrobial property of the gold nanoparticles was evaluated by three methods: medium of modified
culture, surface culture and test by disk diffusion, in which there were bacteria and fungi growings due the low concentration of
the solution of the AuNps. The results showed that solutions with higher concentration of AuNps will be potential candidates to

act as anti-microbian agent.

Keywords: biosynthesis, nanoparticles, gold, antimicrobial property.

INTRODUCCION

Actualmente el disefio, elaboracién e implementacion
de nanoparticulas de oro ha presentado un aumento
significativo a nivel global, empezando por la variedad
de métodos empleados para su formacion. Los procedi-
mientos actuales que permiten la elaboracién de estos
nanomateriales se clasifican en cuatro categorias: meca-
nicos, fisicos, quimicos y bioldgicos (Gonzalez et al.,
2009; Aguilar, 2009).

El método de sintesis bioldgica (biosintesis) es un
método amigable con el medio ambiente, donde se in-
volucran levaduras, extractos de plantas o microorga-
nismos como las bacterias y hongos; los cuales logran la
reduccién de varios tipos de iones metalicos (Sastry et
al., 2003). Los organismos vivos pueden llegar a produ-
cir nanoparticulas intra o extracelular, donde esta ulti-
ma se implementa mayormente por los investigadores
debido a su bajo costo y por ser adaptable (Basavaraja et
al., 2008). El empleo de extractos de plantas, como en el
presente proyecto, puede ser una via mas rapida que la
implementacion de microorganismos para la formacion
de nanoparticulas de oro. En este caso, los compuestos
organicos como terpenos, flavonoides, enzimas, protei-
nas y cofactores presentes en las plantas, actian como
agentes reductores de los nanomateriales.

La figura 1 ilustra el proceso de biosintesis de nano-
particulas metdlicas a partir de extractos de plantas. Ini-
ciando por su estado ionico, pasando a un estado
metdlico con ayuda de agentes reductores y posterior-
mente por el crecimiento de esas particulas en estado
metdlico (aglomeracion), hasta llegar a un estado estable.

Con el fin de satisfacer las diferentes necesidades en
los campos de la bioingenieria, biomédica, seguridad
alimenticia y desarrollo sostenible, la implementacion
de las nanoparticulas es una de las soluciones o alterna-
tivas (Arizaga et al., 2010). En la biomédica se utilizan
como agentes de contraste para visualizacion y detec-

cién de tumores cancerigenos; en el area bioldgica se
usan las nanoparticulas como agentes antimicrobiales
en empaques activos de alimentos y asi también en el
disefo de biosensores para deteccion de contaminantes
toxicos como pesticidas, entre otros (Barrera et al., 2009).

Las nanoparticulas de plata han tenido una explo-
racién muy grande con el pasar del tiempo, por ejem-
plo, empezaron a actuar como agente inhibidor del
crecimiento de microorganismos en los siglos XVII y
XVIII, empleando el nitrato de plata para la curacion
de heridas y el tratamiento de tlceras (Monge, 2009).
Por otro lado, diferentes estudios relacionados con las
sintesis de AuNPs por medio de extractos naturales
han reportado la presencia y eficiencia de la propie-
dad antimicrobial como base de estudio. Ramamurthy
et al. (2013), reportaron la sintesis de AuNPs usando el
extracto acuoso de Solanum torvum, estas nanoparticu-
las sintetizadas presentaron fuertes radicales libres y
actividad antimicrobial. MubarakAli et al. (2011), lo-
graron que las nanoparticulas de oro sintetizadas por
medio de las hojas de Mentha piperita se activen en pre-
sencia de patégenos humanos como Staphylococcus au-
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Figura 1. Formacién de nanoparticulas de oro (Sintesis).
Fuente: adaptado de Kumar et al. (2013)
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reus y Escherichia coli. Por iltimo, Muthuvel et al. (2014)
ilustrd la sintesis de AuNPs a partir del extracto de las
hojas de Solanum nigrum, donde estas presentaron un
efecto antioxidante. Finalmente el estudio de Muba-
rakAli ef al. (2011), antibacterial frente a diferentes pa-
tégenos humanos.

Aun asi, la sintesis e implementacion de nanoparti-
culas de oro (AuNPs) es un area en expansion compa-
randose con las nanoparticulas de plata. Por ello, el
presente trabajo plantea como objetivo principal eva-
luar cualitativamente la propiedad antimicrobial de las
nanoparticulas de oro sintetizadas, con el fin de imple-
mentarse en empaques activos de alimentos como
agente inhibidor del crecimiento de microorganismos
que favorecen la descomposicion rapida de los alimen-
tos perecederos. Para llevar a cabo el estudio se estable-
cieron dos etapas principales: la primera corresponde a
la biosintesis de nanoparticulas de oro por medio de un
método bioldgico con extractos de dos plantas de Tama-
rindus indica L y Mangifera indica L. Como segunda eta-
pa, se evalud cualitativamente la propiedad antimi-
crobial de estas nanoparticulas por medio de tres méto-
dos: el medio de cultivo modificado, el sembrado en
superficie y la prueba de difusién por disco. Dentro de
esta ultima etapa se identificaron los diferentes mi-
croorganismos presentes en todas las pruebas (en caso
de presencia), y se refirié a cudl seria la concentracion
adecuada de nanoparticulas de oro para actuar como
inhibidores de microorganismos.

METODOLOGIA

El desarrollo de la metodologia se dividi6 en dos fases
principales, la primera esta relacionada con la sintesis y
formacién de nanoparticulas de oro, efectuando un
andlisis tecnoldgico de microscopia electronica de ba-
rrido (MEB) posteriormente a la biosintesis para identi-
ficar su formacién. La segunda fase, toma relevancia
gracias a que es el foco principal de nuestro estudio. En
esta se realizan tres diferentes pruebas de cultivos para
observar el crecimiento y la inhibicién microbiana de
los diferentes microorganismos; identificando cualitati-
vamente los tipos de microorganismos presentes y la
posible concentracion de AuNPs para inhibir su creci-
miento. En las siguientes subsecciones se describen con
mas claridad las dos fases.

BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO

Para la biosintesis se seleccionaron las hojas de Tamarin-
dus indica L. (T. indica) y Mangifera indica L. (M. indica),
obtenidas de arboles frutales localizados en la ciudad

de Arroyo Grande del departamento de Bolivar, Co-
lombia. La infusion se realizé a partir del material vege-
tal recolectado con agua destilada. Posteriormente se
sintetizaron las nanoparticulas de oro por medio del
método reportado por Correa et al. (2015), con un tiem-
po aproximado de reaccion entre 10-15 minutos a tem-
peratura ambiente e un pH de 5.6. Se emplearon los
extractos de las hojas en fase acuosa, acido cloroaurico
(HAuCl4) con una concentracion de 0.27mM e
hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracion de 1M.
La mezcla homogénea resultante de la sintesis se centri-
fugd con el fin de sedimentar el material solido (nano-
particulas de oro), después se extrajo y se lavo con agua
destilada. Este ultimo procedimiento se repitié dos ve-
ces con el objetivo de eliminar la mayor cantidad de
impurezas. Finalmente, el material sélido se extrajo
para formar una solucién homogénea de AuNPs-Bio en
fase acuosa (Correa ef al., 2016).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Posterior a la sintesis, se procedio a realizar un andlisis
ala solucion acuosa final, con el fin de identificar la pre-
sencia y tamafio de AuNPs, y proseguir a la verificacion
de la propiedad antimicrobial. Este andlisis se realizo
en un Microscopio Electronico Quanta FEG 650 am-
biental (MEB), trabajado en el modo de alto vacio y uti-
lizando el detector de electrones secundarios “Everhart
Thornley Detector” (ETD) y el detector de electrones
retrodispersados ~ “Backscater Electron Detector”
(BSED). Los analisis quimicos puntuales se realizaron
debido a que el instrumento se acopla a un detector
EDAX APOLO X que tiene una resolucion de 126.1 eV
(en. Mn Ka) para realizar andlisis EDS (Energy Disper-
sive Spectroscopy), proporcionando informacién cuali-
tativa y semi-cuantitativa de los elementos quimicos
presentes en la muestra analizada.

PROPIEDAD ANTIMICROBIAL DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

Para determinar la propiedad antimicrobial de las na-
noparticulas de oro se llevaron a cabo tres tipos de me-
todologia. Todos los medios de cultivo elaborados para
los diferentes procedimientos se desarrollaron en cajas
Petri con agar nutritivo MERCK.

MEDIO DE CULTIVO MODIFICADO

El medio de cultivo modificado consistio en incorporar
la solucion de nanoparticulas de oro de los extractos de
T. indica L. y M. indica L. en el medio de cultivo (agar
nutritivo). Inicialmente se establecid un blanco, donde
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el agar nutritivo no contenia la solucién de AuNPs. Para
la elaboracién de los medios, se adicionaron 0.5 mL de
la solucién de nanoparticulas de oro a 25 mL de agar
nutritivo, el cual se encontraba a una temperatura de
40°C. Después de la mezcla y vertido en las cajas Petri,
se dejo enfriar a temperatura ambiente. Los medios de
cultivo preparados antes de ser incubados se expusie-
ron al entorno durante 5 minutos. Posteriormente se
incubaron a una temperatura de 37°C por 48 horas. Esta
metodologia se realizé nuevamente, variando el volu-
men de la solucién de AuNPs a ImL, para evaluar las
posibles diferencias en el crecimiento microbiano.

SEMBRADO EN SUPERFICIE

Inicialmente, el medio de cultivo se esterilizo en el au-
toclave por 80 minutos a 120°C. Después de esterilizado
se vertieron 25ml del medio en cada caja Petri y se soli-
dificé a temperatura ambiente. Se adiciono 1 mL de la
solucion de nanoparticulas de oro en la superficie es-
parcida uniformemente con un rastrillo de vidrio esté-
ril, después se expuso al entorno durante 5 minutos.
Por tltimo se incubd por 48 horas a una temperatura de
37°C.

PRUEBA DE DIFUSION POR DISCO

La prueba de difusion por disco se baso en el estudio de
BauerKirby (1966), que se adopté por el Comité Nacio-
nal para la Normatizaciéon de Laboratorios Clinicos
(NCCLS) (OPd], 2010).

El procedimiento se realizé de acuerdo con los si-
guientes pasos:

Seleccionar las colonias

Preparar una suspension del indculo
Estandarizar la suspension del indculo
Inocular la placa

Colocar discos antimicrobianos

Incubar la placa

Medir las zonas de inhibicion e interpretar los
resultados

Se utilizaron cinco tipos de colonias obtenidas en los pro-
cedimientos anteriores y se preparo el medio sélido para
el cultivo celular. Posteriormente, el medio se esterilizd
en el autoclave por 80 minutos a 120°C. Después de este-
rilizado se vertieron 25ml del medio en cada caja Petri. El
medio se inocul6 a ImL de las cinco colonias escogidas
en una soluciéon salina al 0.89% durante 1 hora a una
temperatura de 37°C. Después, se esparcié uniforme-
mente 0.5 mL del inoculo bacteriano en la superficie de

las cajas Petri utilizando un rastrillo de vidrio estéril y se
incub6 por 30 minutos. Se colocaron tres filtros de papel
previamente humedecido con 1, 2 y 3 gotas de la solu-
cién de nanoparticulas de oro dentro de la caja de Petri.
Este procedimiento se realizd tanto para la solucion de
nanoparticulas de oro de sintetizadas con extracto de las
hojas de T. indica L. y M. indica L. Las cajas Petri con sus
respectivos discos se incubaron a una temperatura de
37°C para la posterior verificacion de la propiedad anti-
microbial, por un tiempo de 24 horas.

IDENTIFICACION CUALITATIVA DE LOS MICROORGANISMOS
PRESENTES

BACTERIAS

Para esta prueba se utilizé la metodologia del manual
de “métodos de identificacién bacteriana en el laborato-
rio de microbiologia” de la sociedad espafiola de enfer-
medades (2010). Basandonos en ¢€l, la identificacién
bacteriana se realiz6 por medio de métodos convencio-
nales, teniendo en cuenta sus caracteristicas fenotipicas
(método cualitativo), ya que su realizacion y coste los
hace mas asequibles. Segin Cercenado y Canton,
(2010), los esquemas tradicionales de identificacion fe-
notipica bacteriana se basan en las caracteristicas obser-
vables de las bacterias, como su morfologia, desarrollo,
y propiedades bioquimicas y metabolicas. En este caso,
Unicamente se indicardn cudl es el género y la especie a
la que la bacteria identificada tiene mayor probabilidad
de pertenecer. Inicialmente se describieron las caracte-
risticas fenotipicas (macroscopicas) como su tamaro,
forma, consistencia y color; de acuerdo con esto, se ais-
laron a un cultivo puro para ver mejor su desempefio.
Se prosiguid a realizar una tincién de Gram, que fue el
método mas amigable y empledo para su identifica-
cién. Segundo, se prosiguio a la identificacion de géne-
ro y por ultimo la identificacion de la especie (Olmos et
al., 2010).

HonNcos

Para la identificacién de las especies de hongo, fue ne-
cesario realizar principalmente una observacion
macroscopica del hongo para determinar el tamafio de
la colonia, didmetro, textura, lanosa, granulosa, color,
entre otros; y en segundo lugar una observaciéon mi-
croscopica para determinar caracteres microscopicos
del micelio fangico.
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RESULTADOS Y DISCUSION
ANALISIS MEB PARA EL EXTRACTO DE T. INDICA Y M. INDICA

Las soluciones de AuNPs en medio acuoso tuvieron
una concentraciéon de nano particulas de 1.1 mg/mL
para el extracto de hojas de Tamarindus indica L. y 0.9
mg/mL para el extracto de hojas de Mangifera indica L.
La figura 2 ilustra las micrografias electrénicas de barri-
do efectuadas por andlisis de MEB de las nanoparticu-
las biosintetizadas a partir T. indica y M. indica,
respectivamente al extracto, mientras que la tabla 1 pre-
senta los datos obtenidos sobre la concentracién de los
elementos presentes en las muestras a partir del analisis
por energia dispersa (EDX).

Las micrografias muestran una buena distribucién
de las nanoparticulas, su forma esférica y un tamano uni-
forme promedio de 52 + 5 y 78 + 7 nm, que es un tamafio
adecuado para una concentracion inicial tan baja como
0.27mM en los dos casos. Las AuNPs-bio con M. indica
presentan pequefios sectores de aglomeracion y un ta-
mafio mayor respecto a las AuNPs-bio con T. indica.

a) SEM Tamarindus indica L. b) SEM Magnifera indica L.

A

Figura 2. Micrografia representativa de la MEB de las nanoparticulas
de oro sintetizadas a partir del HAuCl, con una concentracién
de 0.27mM vy extracto de hojas de: a) Tamarindus indica L.,
b) Mangifera indica L. Fuente: Autores

Tabla 1. Composicién elemental de los extractos de T. indica y
M. indica con nanoparticulas de oro medidos por EDX

Extracto Elemento %
C 71.87
Tamarindus indica L. O 13.40
Na 00.35
Al 00.48
Si 00.63
Ca 00.39
Au 12.88
Mangifera indica L. C 77.16
O 11.23
Au 11.61

Fuente: Autores

El resultado del analisis del EDX confirma que las na-
noparticulas de oro referentes estan presentes con
12.87% y 11.61% del peso de la muestra analizada para
el extracto de las hojas de T. indica y M. indica, respecti-
vamente. La muestra de la solucién acuosa de las nano-
particulas de oro, referente al extracto de T. indica,
presentd componentes organicos como Carbono, Oxi-
geno, Sodio, Aluminio, Silice y Calcio, correspondien-
tes a la composicién fitoquimica de la planta. Por otro
lado, la solucion de AuNPs-Bio con el extracto de M.
indica present6 tnicamente componentes como Carbo-
no y Oxigeno en gran proporcion.

PROPIEDAD ANTIMICROBIAL DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

Para las pruebas de medio de cultivo modificado y
sembrado en superficie se utilizé un medio de cultivo
control sin adicién de la solucion de AuNPs. La muestra
control presentd crecimiento de cinco colonias de colo-
racion blanca correspondientes tinicamente a bacterias.

ANALISIS DE LA PROPIEDAD ANTIMICROBIAL POR MEDIO DE
CULTIVO MODIFICADO

Para este método, se realizaron dos medios de cultivo
con diferentes dosis de la solucién de nanoparticulas (S-
AuNPs), para el medio A se adicionaron 0.5 mL y para el
medio B 1 mL. Las muestras presentaron crecimiento de
hongos y colonias de bacterias en superficie y a profun-
didad de coloracién blanca en todas las pruebas. Los re-
sultados obtenidos se muestran en la figura 3, repre-
sentando el crecimiento de bacterias en coloraciéon verde
y el crecimiento de hongos en coloracién naranja.

Se evidenci6 el crecimiento de bacterias color blan-
co-crema de forma uniforme circular, con tamanos va-
riados, hongos de coloracién blanca con tamafos y
dispersion diferentes. Los microorganismos presentes
en el medio modificado A, tanto para la muestra de T.
indica L. y M. indica L, cubre en su totalidad la superficie
del medio. En el medio modificado B, se presenta una
disminucién en el crecimiento de microorganismos. La
prueba con la soluciéon de nanoparticulas a partir del
extracto de M. indica L, en el medio de cultivo B presen-
ta un menor crecimiento de microorganismo a diferen-
cia del medio de cultivo B con presencia de la S- AuNPs
a partir de T. indica L.

Con los resultados obtenidos se puede decir que a
mayor volumen adicionado de la solucién acuosa de
nanoparticulas, el crecimiento microbiano es menor. La
S-AuNPs obtenida a partir del extracto de M. indica, a
comparacion de la de T. indica, evidencia una mayor in-
hibicién de microorganismos en sus pruebas. Esto pue-
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Tamarindus indica L.

Mangifera indica L.

Figura 3. Prueba de medio de cultivo modificado con la
S-AuNPs provenientes del extracto Tamarindus indica L. y
Magnifera indica L. incubados a 37°C por 48 horas, a) 0.5
ml de adiciéon de S-AuNPs, b) 1 ml de adicién de S-AuNPs.
Fuente: Autores

de deberse a que en la muestra de T. indica se presentan
mayor variedad de compuestos organicos; la presencia
o ausencia de los diferentes compuestos organicos, azu-
cares y proteinas que contienen directamente las hojas
con las que se elaboraron los extractos naturales pue-
den alterar la propiedad antimicrobial de las nanoparti-
culas. Segun Chunekar (2010), los grupos carbonilo de
proteinas que se encuentran en las plantas tienen una
fuerte afinidad para unirse a metales, asi el extracto de
plantas puede llegar a actuar como agente de protec-
cién terminal y cubrir la superficie de las nanoparticu-
las sintetizadas (figura 4), disminuyendo su area
superficial al adherirse, por consiguiente, su capacidad
antimicrobiana.

Esta variedad de compuestos orgdnicos presentes
en la muestra de AuNPs-Bio del extracto de T. indica se
debe, principalmente, a las propiedades fitoquimicas
de las hojas y posiblemente a que en el procedimiento
de sintesis tinicamente se realizé el lavado del material
de nanoparticulas con agua destilada y no con solven-
tes organicos que tuvieran la capacidad de eliminar o
capturar dichas impurezas que afectan este aspecto.

Por otro lado, estos resultados se pueden corroborar
y comparar con el estudio realizado por Muthuvel et al.
(2014), dando sustento a lo anteriormente planteado,

SA-AUNPs

Disminucion del area superficial de

la AuNP por la actuacion de los
bioligandos

Nanoparticula formada
y estable

(axd

G v |.V

proteinas, grupos carbonilo, ete.)
™, que actlan como agentes de
proteccion terminal de AuNPs

Solucion acuosa de = A
Atraccion
molecular

nanoparticulas de -
oro (SA-AUNPs) LG

Figura 4. Esquema general de mecanismos de inhibicién de la
propiedad antimicrobial de las nanoparticulas de oro (AuNPs).
Fuente: Autores

confirmando que el punto maximo de inhibicién del
crecimiento microbiano se debe a los diferentes com-
puestos fitoquimicos presentes en las hojas implemen-
tadas para la sintesis.

ANALISIS DE LA PROPIEDAD ANTIMICROBIAL POR MEDIO DEL
SEMBRADO DE SUPERFICIE

Para el sembrado en la superficie se utilizaron los resul-
tados obtenidos del cultivo modificado, empleando
1 mL de la solucién de AuNPs. En los resultados se evi-
dencié un mayor crecimiento de microorganismos que
en la muestra control. La figura 5 expone los resultados
obtenidos de la prueba de sembrado en superficie.

En estos resultados se evidencia el crecimiento de
bacterias de coloraciéon blanca, con relieve, aspecto lizo
y una forma regular uniforme, muy similares al método
anterior, pero con una menor proporcion. Esta menor
proporcién permite observar los espaciamientos y limi-
tes entre las colonias de bacterias. A pesar de que se
pueden observar colonias bacterianas individuales, su
tamano, aglomeracion y la presencia de bacterias con
un desplazamiento estilo swimming (Hernandez y Ro-

Tamarindus indica L Mangifera indica L.

Figura 5. Prueba de sembrado en superficie con TmL de la S-AuPs
biosintetizadas a partir del extracto de Tamarindus indica L. y
Mangifera indica L. Fuente: Autores
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driguez, 1999; Uma et al., 2015), hace imposible su iden-
tificacién cualitativa. A su vez, el crecimiento de un
hongo filamentoso en la muestra de T. indica, D colora-
cion blanca, hace imposible la verificacion de cuantas
colonias se encuentren a su alrededor. La muestra de T.
indica presenta mayor variedad y cantidad relacionados
con el crecimiento de microorganismos en comparacion
con la muestra realizada con M. indica.

Este segundo analisis soporta los resultados obteni-
dos en la prueba anterior. La presencia de diferentes
compuestos organicos y proteinas en las hojas de T. in-
dica facilitan el crecimiento de microorganismos inhi-
biendo la propiedad antimicrobial de las AuNPs. A su
vez, al usar 1 mL de la solucién en tinicamente la super-
ficie del medio, proporciona una menor area de trabajo,
menor distribucién y mayor concentracién de AuNPs,
lo cual mejora su rendimiento, aumentando su capaci-
dad antimicrobial.

ANALISIS DE LA PROPIEDAD ANTIMICROBIAL POR MEDIO DE LA
PRUEBA DE DIFUSION POR DISCO

Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos
en las dos pruebas anteriores se realizd la prueba de
difusion por disco. En la figura 6 se presentan los resul-
tados obtenidos de la prueba de difusion por disco del
control (24 horas después de incubada) y los resultados
obtenidos con las soluciones de nanoparticulas de oro
biosintetizadas a partir de T. indica y M. indica.
Después de 24 horas de incubacién del medio con
las AuNPs-Bio, se puede observar que para los dos ex-
tractos de planta, la propiedad antimicrobial de las na-

Muestra control Tamarindus indica L.

noparticulas de oro no esta presente debido a que no se
formaron los halos de inhibicion de crecimiento bacte-
riano. El crecimiento es evidente y cubre uniformemen-
te la totalidad de la superficie del medio de cultivo
tomando una textura rugosa y opaca para T. indica y
para M. indica.

Los estudios realizados por Muthuvel et al. (2014) y
Uma et al. (2015), dan sustento a lo anteriormente plan-
teado, ya que exponen que la inhibicién es dependiente
de la dosis de nanoparticulas y a los diferentes com-
puestos fitoquimicos presentes en las hojas implemen-
tadas para la sintesis.

IDENTIFICACION CUALITATIVA DE MICROORGANISMOS

Las bacterias y hongos obtenidos en el presente trabajo
se identificaron por sus caracteristicas fenotipicas
como: coloracién, relieve y textura, entre otras. En este
caso fue posible identificar colonias de bacterias como:
Sthaphylococcus (S. aureus), Enterobacterias (Especie
Proteus mirabilis y vulgaris), Bacillus sp (especie Bacillos
Subtillis) y hongos como: Microsporum canis y Fusarium
sp. En la tabla 2 se presentan las bacterias y hongos
identificados de acuerdo con sus caracteristicas fenoti-
picas.

Se ha reportado que las nanoparticulas de oro pre-
sentan propiedad antimicrobial contra Candida Albicans
(Huang et al., 2007), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli 'y Acinetobacter baumannii (Ghosh et al., 2012) y
E.coliy S. aureus (Al et al., 2011). Pero atin no se repor-
tan casos en los que se evidencien estos mismos mi-
croorganismos identificados en el presente trabajo.

Mangifera indica L

Figura 6. Prueba de difusion por disco
con medio incubado a 37°C por 24 horas.
Evaluado con muestra control e S-AuNPs a
partir de Tamarindus indica L. y Mangifera
indica L. Fuente: Autores
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de bacterias y hongos identificados en las pruebas antimicrobianas

Ml.cr001jg.amsmos Identificacion de la especie Clasificacion de Caracteristicas identificadas
identificados Gram

Sthaphylococcus La especie S. aureus (patégena). cocos grampositivos Células esféricas con agrupacion
(Bacteria) Produce enzimas extracelulares irregular. Colonias redondas, lisas,
y toxinas elevadas, con variaciones desde color
gris, blanco hasta amarillo intenso

(Marrero et al., 2006).
Enterobacterias Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris) Bacilos Colonias medianas, convexas,
(Bacteria) Forman parte de la flora Granm-negativos blanquecinas o translucidas, forma
intestinal del hombre y animales Enterobacterias circular, bordes redondeados hay
adicionalmente se encuentran presencia  de  efecto  swarming

distribuidos en la naturaleza

Bacillus sp (Bacillos Subtillis)
(Bacteria) Este  microorganismo tiene
capacidad para controlar ciertas

enfermedades  en  cultivos
vegetales
Microsporum canis
(Hongo)
Fusarium sp Las especies de Fusarium
(hongo) pueden causar varias infecciones

en humanos.

Bacilos Gram
positivo

(Hernandez y Rodriguez, 1999; Marrero
et al., 2006).

Colonias Grandes, planas, blanquecinas,
forma irregular, bordes lobulados, dan
la apariencia de estar secas, algunas
colonias con apariencia de huevo
estrellado (Bartram et al., 2003).

Colonias con micelio blanco,
algodonosas, planas y radiadas. Hongo
filametoso que presenta microconidios
abundates, fusiforme, grandes, con
micelio blanco, aspecto lanoso, bordes
desflecado 'y  centro  polvoriento
(Sarmiento y Trujillo, 2006).

Hongo filamentoso aislado de plantas y
suelo. Pueden ser algodonosas de color
blanco, con diversos pigmentos segun la
especie. Se encuentra como microbiota
normal en arroz, frijol, soya y otros
cultivos. Es un contaminante comun y
fitopatdgeno (Tangarife, 2011).

Fuente: Revision bibliogréfica de los autores

CONCLUSIONES

El andlisis por MEB demostro que es posible sintetizar
nanoparticulas de oro a partir de extractos de las hojas
de Tamarindus indica L. y Mangifera indica L. con la sal
precursora acido clorodurico (HAuCl4) como agente re-
ductor, obteniendo un tamafio promedio de 52 + 5y
78 £ 7 nm, respectivo al extracto. En general, se observo
crecimiento de microorganismos en todas las pruebas
donde estaban presentes las AuNPs provenientes de los
extractos de T. indica y M. indica. Esto corroboré que la
propiedad antimicrobial de las AuNPs se presenta a
concentraciones mayores de 1.1 mg/mL y 0.9 mg/mL
como lo reporta la literatura, alrededor de los 45 mg/mL.
Las impurezas relacionadas con los compuestos organi-
cos provenientes de los extractos de plantas favorecie-
ron en el crecimiento de microorganismos como
nutrientes para los mismos. A su vez, los extractos na-
turales contienen proteinas que pueden actuar como
bioligandos y agentes de proteccién terminal, prote-

giendo asi las nanoparticulas, disminuyendo su area
superficial y opacando su propiedad antimicrobial. Los
resultados evidencian que si se elaboran soluciones de
nanoparticulas mas concentradas serian un potencial
candidato para actuar como agentes antimicrobianos.
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