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Resumen

En la actualidad, las nanoparticulas se han utilizado para eliminar patogenos en los alimentos, por lo que
sus métodos de sintesis deben ser economicos y amigables con el medio ambiente. El objetivo de este estudio
consistio en obtener nanoparticulas de plata de una forma amigable con el medio ambiente. Para ello, se
utilizo la metodologia de la sintesis verde de nanoparticulas con extractos de hojas y tallos de Hibiscus
sabdariffa var. Colima. Las nanoparticulas fueron caracterizadas por espectroscopia UV-Vis, FTIR y
microscopia SEM. Ademds, se evaluaron la actividad antimicrobiana contra los patogenos Escherichia
coli O157:H7, Staphylococcus aureus y Salmonella Enteritidis, actividad antioxidante por captacion de
radicales DPPH, ABTS y FRAP, asi como la actividad citotoxica con Artemia salina, y finalmente, la
inhibicion de formacion de biofilm de Pseudomonas aeruginosa. Se encontré que las nanoparticulas
presentaron dos morfologias, cuasi-esféricas y nanoalambres, mientras que la caracterizacion FTIR revelo
el poder reductor del extracto acuoso atribuido principalmente a los grupos -OH de o-hidroxiacetona y
COO- de la pectina presente en los tallos de jamaica. A su vez, este material mostro una excelente actividad
de captacion de radicales DPPH, ABTS y FRAP, encontrando valores de reduccion de alrededor del 90%.
El porcentaje de inhibicion de los patogenos por microdilucion resulto ser superior al 90%, al igual que la
inhibicion del biofilm de P. aeruginosa. Finalmente, el bioensayo con Artemia salina, demostro que las
nanoparticulas no exhibieron toxicidad. Los resultados obtenidos en este estudio permiten visualizar
metodologias distintas para obtener nanoparticulas con actividad antimicrobiana que no representen un
riesgo para su consumo ni para el medio ambiente, con lo que se puede combatir de forma segura a los
patogenos alimentarios.

Palabras clave:
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Abstract

Nowadays, nanoparticles have been used to eliminate food pathogens, so synthesis methods should be more
economical and eco-friendlier. The objective of this study was to obtain silver nanoparticles in an eco-
friendly manner. Green nanoparticle synthesis methodology was used with Hibiscus sabdariffa var Colima
leaves and steams to achieve it. Nanoparticles were characterized with UV-Vis, FTIR spectroscopy, and
SEM microscopy. Also, antimicrobial activity against foodborne pathogens Escherichia coli O157:H7,
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Staphylococcus aureus, and Salmonella Enteritidis, free radicals DPPH, ABTS and FRAP antioxidant
activity, cytotoxic activity with Artemia salina, and biofilm inhibition of Pseudomonas aeruginosa, were
evaluated. It was found that nanoparticles exhibited two morphologies: quasi-spherical and nanowires. At
the same time, FTIR characterization revealed the reducing power of the aqueous extract attributed mainly
to -OH of o-hydroxyacetone groups and COO- groups of pectin present in roselle stems. This material also
showed excellent DPPH, ABTS, and FRAP radical scavenging activity, finding reduction values of around
90%. Pathogen growth inhibition in the microdilution test was above 90%, the same values were found for
P. aeruginosa biofilm inhibition. Finally, the bioassay with Artemia salina demonstrated that they did not
have toxicity. These results allow us to visualize that different synthesis methodologies to obtain
nanoparticles with antimicrobial activity do not present harm to their consumption or environment, which
can help combat foodborne pathogens safely.

Keywords:
Antibiofilm activity, antimicrobial activity, foodborne pathogens, Hibiscus sabdariffa, silver nanoparticles.

1. INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETAs) representan un problema de salud publica
significativo a nivel mundial. Estas enfermedades son causadas por el consumo de alimentos o agua
contaminados con agentes patdgenos o sustancias toxicas producidas por microorganismos. En la
Regidn de las Américas, se estima que anualmente 77 millones de personas se enferman debido a las
ETAs, y mas de 9,000 mueren. Los nifios menores de 5 afios son los mas afectados, representando una
proporcion significativa de estas cifras (OMS, 2015).

Los sintomas mas comunes de las ETAs incluyen malestar estomacal, colicos, nauseas, vomitos,
diarrea y fiebre, que pueden variar en duracion e intensidad. Las bacterias patogenas frecuentemente
asociadas con las ETAs incluyen Campylobacter spp., Escherichia coli patdégena, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Shigella spp., Vibrio spp. y Yersinia enterocolitica. Estos microorganismos pueden encontrarse en una
variedad de alimentos, como carnes rojas, pescados, mariscos, productos lacteos, carne de aves, frutas
y hortalizas (CDC, 2021; OMS, 2021).

Entre las diversas tecnologias empleadas para erradicar los patdgenos en los alimentos se encuentran
los tratamientos térmicos, los tratamientos quimicos, el procesamiento a altas presiones y las
atmosferas modificadas, asi como el uso de desinfectantes quimicos como el peroxido de hidroégeno,
el cloro y compuestos fenolicos (Sanchez-Maldonado et al., 2018). No obstante, estos métodos pueden
tener efectos negativos, como alterar las caracteristicas sensoriales y nutricionales de los alimentos, asi
como presentar riesgos derivados de la ingestion de residuos toxicos de algunos desinfectantes.
Ademas, ciertas técnicas, como el procesamiento a altas presiones y las atmdsferas modificadas,
pueden resultar costosas y complicadas de aplicar a gran escala en la industria alimentaria (Hofmmann
y Jones, 2021). Esto limita la practicidad de algunas de estas tecnologias en un sector que busca
soluciones que sean efectivas y economicamente viables para asegurar la inocuidad de los alimentos.

La sintesis verde de nanoparticulas metalicas, es considerada una tecnologia no convencional que
utiliza extractos de plantas, hongos y bacterias. Ademas, ha sido objeto de estudio en los ultimos afios,
obteniendo nanoparticulas con tamafios y morfologias estables. Debido a la composicion de los
extractos, éstos pueden funcionar como agentes reductores y estabilizantes, ademas de que la sintesis
verde es un método simple, econémico y amigable con el medio ambiente (Jonapa-Herndndez et al.,
2020). Dentro de las nanoparticulas metalicas mas usadas se encuentran las de plata debido a su
actividad oOptica y antimicrobiana relacionadas con la relacion volumen-area superficial (Din y Rehan,
2017).
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La sintesis tradicional de nanoparticulas utiliza solventes y tensoactivos que pueden ser un peligro al
medio ambiente, mientras que la sintesis verde hace uso de la bioproduccion a través de la reduccion
de los metales con extractos ricos en compuestos bioactivos (Gémez-Garzon 2018).

La jamaica (Hibiscus sabdariffa), es un arbusto rico en compuestos fenolicos y antocianinas (Janneth
2020; Cid-Ortega y Guerrero-Beltran, 2012), y se ha reportado actividad antimicrobiana de sus
extractos contra patégenos como Staphylococcus aureus, Bacillus stearothermophilus, Escherichia
coli, Clostridum sporogenes, entre otros (Olaleye, 2007).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana, antioxidante y antibiofilm de
nanoparticulas de plata sintetizadas utilizando extractos de las partes aéreas de la planta de jamaica
variedad Colima (Hibiscus sabdariffa). Las nanoparticulas fueron caracterizadas por espectroscopia
FT-IR y UV-Vis, y microscopia electronica de barrido (SEM). Ademas, se evalud la actividad
antioxidante por inhibicion de los radicales ABTS, DPPH y FRAP, asi como la actividad
antimicrobiana contra los patdgenos alimentarios Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 y
Salmonella Enteritidis, y la inhibiciéon de formacion de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa.
Finalmente, se determind citotoxicidad de las nanoparticulas en modelo Artemia salina.

2. MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron hojas y tallos de Hibiscus sabdariffa de viveros locales de la Zona Metropolitana de
Guadalajara, Jalisco, México. Las partes aéreas se lavaron y desinfectaron en una soluciéon de 2 mg/mL
de hipoclorito de sodio durante 10 min por inmersion y en seguida, se enjuagaron con agua destilada,
y se secaron en un horno de conveccion forzada a 40°C hasta alcanzar peso constante. Posteriormente,
las hojas fueron trituradas para obtener un polvo fino (~1 mm). Para la obtencion del extracto se prepar6d
una solucién 1:10 (m/v) en agua destilada y se llevo a 100°C por 5 min, después, se filtro con papel
Whatman N°1 y el extracto se mantuvo en congelacion a -20°C y protegido de la luz hasta su uso.

La sintesis verde de nanoparticulas se llevo a cabo siguiendo la metodologia reportada por Azizi et al.
(2017). Se prepar6 una solucion 3 mM de AgNOs y se afiadieron 15 mL de extracto a temperatura
ambiente en agitacion constante durante 24 h en oscuridad. Se tomaron alicuotas y se midieron en un
espectrofotometro UV-Vis (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) para determinar el plasmén
superficial caracteristico. En seguida, se realizaron lavados con agua destilada centrifugando a 6000
rpm durante 30 min (2x), y se secaron en horno de conveccion a 80°C durante 8 h.

El espectro FT-IR se obtuvo en un espectrofotometro Cary 630 (Agilent Technologies) en un intervalo
de ntimero de onda de 4000 — 400 cm™, y las micrografias se tomaron en un microscopio FE-SEM
(MIRA 3 LMU, Tescan) con voltaje de aceleracion de 10 kV.

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas se evalu6 contra Staphylococcus aureus, Escherichia
coli patogena y Salmonella Enteritidis por microdilucion en pozo. Las cepas fueron sembradas en caldo
soya tripticaseina (CST) durante 24 h a 37°C, y posteriormente se ajusté la concentracion a 1x10°
cel/mL por densidad optica a 600 nm y diluciones seriadas. En una placa microtituladora de 96 pozos
se colocaron 160 pL de CST, 20 uL de las cepas, y 20 puL. de nanoparticulas en concentracion de 20,
50y 80 pg/mL. Como control negativo se utilizé buffer fosfato salino. Las placas se incubaron a 37°C
durante 24 h, y posteriormente se midi6 la absorbancia a 595 nm en un lector de placas iMark (Bio-
Rad). El porcentaje de inhibicion se determiné con la ecuacion 1 (Reyes-Becerril et al., 2020).

0))) - 0D
Porcentajde de inhibicion (%) = control MUESTa 4 100 D
ODcontrol
donde OD es la densidad optica medida a 595 nm.
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La inhibiciéon de formacion de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa se realizd siguiendo la
metodologia descrita por O’Toole (2011), en las mismas concentraciones de nanoparticulas utilizadas
previamente. La actividad antioxidante fue evaluada por tres métodos colorimétricos: ABTS (Brand-
Williams et al., 1995), DPPH (Li et al., 2008) y FRAP (Benzie y Strain, 1996), utilizando acido
ascorbico como referencia. Finalmente, se determiné el efecto citotoxico de las nanoparticulas en
modelo Artemia salina de acuerdo con lo descrito por Casas-Junco et al. (2019) y Romero-Garcia et
al. (2023).

Los resultados se expresan como la media £SD (n=6). Se realizé un ANOVA con p<0.05 utilizando el
paquete estadistico StatGraphics Centurion XIX.

3. RESULTADOS

En la Figura 1 se muestran los resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas de plata. La Figura
la muestra el plasmon caracteristico de las nanoparticulas de plata alrededor de 400 nm de longitud de
onda. Por otro lado, en el espectro FT-IR (Figura 1b) se observan contribuciones del extracto alrededor
de 3273 cm™ de grupos hidroxilo, sugiriendo la presencia de antocianinas (espectro naranja). El
espectro de las nanoparticulas de plata (espectro azul), presentan una reduccion significativa en estas
bandas, sugiriendo la reduccion y formacion de Ag’ por las bandas metalicas cerca de 1000 cm™. En
las micrografias de la Figura lc se observa la morfologia caracteristica de nanoparticulas esféricas con
un tamafio promedio de 100 nm, asi como nano-alambres.
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Figura 1. Caracterizacion de nanoparticulas de plata. a) Plasmon superficial, b) Espectro FT-IR y, c)

Microscopia SEM. Fuente: elaboracion propia.
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Con respecto de la actividad bioldgica de las nanoparticulas, en la Figura 2 se muestran los resultados
de la inhibicion de Salmonella Enteritidis, E. coli y S. aureus. Se lograron obtener inhibiciones

superiores al 90% para las tres concentraciones en las tres cepas, comprobando la efectividad de las
nanoparticulas contra patégenos alimentarios.
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Figura 2. Actividad antimicrobiana de nanoparticulas de plata. Fuente: elaboracion propia.

Ademas del efecto antimicrobiano, se evalu6 la actividad antiformadora de biopelicula de P.

aeruginosa, encontrando un efecto dependiente de la concentracion en la inhibicion (p<0.05) (Figura
3).
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Figura 3. Actividad antiformadora de biofilm de Pseudomonas aeruginosa. Fuente: elaboracion

propia.

La actividad antioxidante de las nanoparticulas de plata se muestra en la Figura 4. La inhibicion del
radical ABTS (Figura 4a), exhibe actividad significativamente mayor que el acido ascorbico de
referencia (p<0.05), asi como para concentraciones superiores a 150 pg/mL de nanoparticulas de plata
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con el radical DPPH (Figura 4b). En la figura 4c se observa una dependencia de la concentracion para
la inhibicion del radical FRAP. En todos los casos, las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis
verde mostraron mayor actividad antioxidante que moléculas utilizadas de forma convencional para
esta actividad.

Finalmente, las nanoparticulas fueron evaluadas en un modelo Artemia salina para determinar efecto
citotoxico. Se encontr6 que las nanoparticulas fueron no todxicas al evaluar al microscopio los
microcrustaceos (Figura 5) y con una tasa de mortalidad del 0%. Los nauplios de Artemias se
mantuvieron en contacto con las nanoparticulas durante 24 y 48 h, sin presentar cambios en el
microcrustaceo respecto a la morfologia y comportamiento.
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Figura 4. Actividad antioxidante de nanoparticulas de plata. a) ABTS, b) DPPH y, c) FRAP. Fuente:
elaboracion propia.
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Figura 5. Artemia salina en contacto con nanoparticulas de plata. a) 24 h y, b) 48 h. Fuente:
elaboracion propia.

4. DISCUSION

La sintesis verde de nanoparticulas de plata ha sido explorada con diversos extractos de plantas, donde
en un espectro UV-Vis, se ubica el plasmdn superficial en longitudes de onda entre 400 y 450 nm, lo
que comprueba la formacion de las nanoparticulas como ha sido reportado anteriormente (Ramasamy
et al., 2012; Anandalakshmi et al., 2016). Por otro lado, el uso de extractos de Coriaria ruscifolia L.
muestra sefiales en el espectro FT-IR asociadas con compuestos fendlicos como -OH quelatado y o-
hidroxiacetona caracteristicos de las antocianinas (Barragan et al., 2018), asi como sefiales hacia 1653,
1629 y 1400 cm™ se pueden relacionar con grupos funcionales COO- de residuos de pectinas
(Balachandran et al., 2015), similares a los encontrados en los espectros de este estudio. La sintesis
verde produce tamafios y morfologias estables por la variedad de los compuestos bioactivos que
contienen los extractos de plantas, como FEuphorbia hirta L. (Elumalai et al., 2010), Elettaria
cardamamom (Gnanalobitha et al., 2012) y Coriandum sativum (Nazeruddin et al., 2014). En las
micrografias de este estudio se encontrd una distribucion uniforme de tamainos y formas, lo que sugiere
que el extracto de partes aéreas de Hibiscus sabdarrifa var. Colima tiene la capacidad para reducir y
estabilizar nanoparticulas de plata.

La plata ha sido estudiada a lo largo de los afios por su capacidad para eliminar microorganismos a
través de distintos mecanismos como el dafio a la membrana y modificacion de su permeabilidad,
disminuyendo la actividad enzimatica. Se ha demostrado que la integridad de la membrana de E. coli
es dependiente de la concentracion de nanoparticulas de plata, donde concentraciones altas causa dafio
severo (Li et al., 2010). A su vez, otras bacterias grampositivas son muy sensibles a las nanoparticulas
de plata, como Klebsiella pneumoniae 'y S. aureus (Huawei et al., 2017). En otros estudios se ha logrado
obtener inhibicién del crecimiento de patogenos como los alcanzados en este estudio (Aguilar-Avila
et al., 2024). El biofilm bacteriano es un mecanismo de defensa que algunas bacterias generan para
protegerse de condiciones adversas, y estd compuesto principalmente por polisacaridos. El biofilm de
P. aeruginosa ha sido inhibido en distintas concentraciones de nanoparticulas de plata hasta en un 90%
en concentraciones altas, sugiriendo modificacion en el sistema del Quroum Sensing de la bacteria
(Hussain et al., 2019), asi como fue demostrado al utilizar las nanoparticulas obtenidas por sintesis
verde.

La actividad antioxidante que exhiben las nanoparticulas de plata ha sido reportada con extractos como
Clerodendrum phlomidis (Sriranjani et al., 2016) y Elephantopus scaber (Kharat y Mendhulkar, 2016).
Las plantas y sus extractos poseen actividad antioxidante asociada a los fitoquimicos que incluyen
fenoles, flavonoides, taninos, terpenoides, entre otros. Estos compuestos estan relacionados con el
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balance de equilibrio redox, lo cual permite proteger a los organismos contra la produccion excesiva
de radicales libres asociados con el estrés oxidativo (Gijon et al., 2020). El analisis FTIR, asi como la
evaluacion de actividad antioxidante de las nanoparticulas de plata obtenidas a partir de reduccion con
extractos de H. sabdarriffa, muestran la presencia de grupos funcionales asociados con dichos
compuestos, lo que favorece un potencial antioxidante que puede ser incorporado en formulaciones
alimenticias o bien, en la tecnologia de barreras para garantizar la inocuidad de los alimentos.

En muchos estudios se ha encontrado que las nanoparticulas de plata pueden presentar efecto citotoxico
debido a la produccion de especies reactivas de oxigeno (Ferreira et al., 2020). Sin embargo, cuando
se obtienen por sintesis verde se ha observado que este efecto disminuye, posiblemente por la actividad
antioxidante que exhiben. En distintas lineas celulares se ha evaluado el efecto citotoxico de
nanoparticulas de plata, encontrando que no representan un peligro al contacto (Ferreira et al., 2020;
Gupta et al., 2012), como quedd demostrado al no dafar ni la estructura ni favorecer mortalidad en los
microcrustaceos de Artemia salina utilizados en este estudio.

5. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de plata son utilizadas en productos para el consumo debido a sus propiedades
bioldgicas, Opticas, magnéticas, entre otras. Se lograron obtener nanoparticulas de plata por sintesis
verde con extracto de planta de jamaica var. Colima, con morfologia cuasi-esférica homogénea y
tamafios de alrededor de 100 nm. Las nanoparticulas exhibieron actividad antimicrobiana contra
patdégenos grampositivos y gramnegativos en dosis de 20 pg/mL de hasta el 90%, asi como evitar la
formacion de biofilm de Pseudomonas aeruginosa en un comportamiento dependiente de la
concentracion de nanoparticulas. Estas nanoparticulas mostraron tener actividad antioxidante por la
inhibicion de los radicales ABTS, DPPH y FRAP, asi como no ser toxicas en las dosis evaluadas en el
modelo Artemia salina.

Los hallazgos encontrados en este estudio permiten aprovechar los desechos agroindustriales de los
calices de jamaica var. Colima (una planta muy apreciada en la gastronomia mexicana), para producir
nanoparticulas que podrian ser incorporadas en sistemas alimenticios o bien, incorporarse en
tecnologias de barreras para garantizar la inocuidad de los alimentos. Ademas, estos nanosistemas
contribuyen de manera significativa a la economia circular y los ODS de la Agenda 2030.

Asimismo, al utilizar extractos vegetales en conjunto con la sintesis de nanoparticulas, se minimiza el
uso de solventes que podrian contaminar el medio ambiente, de forma que se puede combatir a los
microorganismos patodgenos sin presentar un peligro ambiental o para el ser humano.
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