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RESUMEN

En los ultimos afios ha habido un creciente interés en la obtencién de nanoparticulas metalicas
debido a su potencial uso como agentes antimicrobianos, ante los recientes estudios de bacterias
que presentan resistencia a antibidticos. Entre estas, las nanoparticulas de plata han sido las mas
empleadas para tal aplicacion; sin embargo, se ha puesto interés en otros metales como el zinc. En
este sentido, en este articulo se presenta la sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnONPs)
preparadas a partir de extractos etandlicos de diferentes partes de la planta Annona muricata, como
son hoja, semilla, cascara y pulpa, presentando una nueva serie de nanoparticulas funcionalizadas
y estabilizadas por fitocompuestos encontrados en dichos tejidos vegetales, contribuyendo a una
sintesis mas redituable. Ademas, se realizé un analisis fitoquimico de los componentes principales
presentes en los tejidos como son aminoéacidos libres, taninos, polifenoles, flavonoides, y azlcares
reductores, presentando una comparacion del contenido de estos fitocomponentes antes y después
de la sintesis de las ZnONPs, observando el consumo de algunos de ellos para la estabilizacion de
las nanoparticulas. Finalmente se evalud la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas
sintetizadas frente a las bacterias E. coliy S. aureus.

PALABRAS CLAVE:

Annona muricata, fitoquimicos, sintesis verde, nanoparticulas de 6xido de zinc, efecto
antimicrobiano.

ABSTRACT

In recent years, there has been growing interest in using metallic nanoparticles as potential
antimicrobial agents, particularly amid the emergence of antibiotic-resistant bacteria. Among these,

(o Ny e Sl CUCEI B S R e

¥ - » £ de
CULTURAL - (U(Ll f

; Revist: CONGRESO NACIONAL
s> CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
ISSN 2007-3380 n T


https://orcid.org/0009-0004-0861-2041
https://orcid.org/0009-0004-0861-2041
https://orcid.org/0000-0002-1130-4021
https://orcid.org/0000-0002-9949-5829
mailto:diego.lomeli4077@academicos.udg.mx

1279

CONGRESO NACIONAL

P VIO CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
ISSN 2007-3380! il | | B

https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1880

silver nanoparticles (AgNPs) have been the most extensively studied; however, there has recently
been interest in other metals, such as zinc. Therefore, this article presents the synthesis of zinc oxide
nanoparticles (ZnONPs) prepared from aqueous and ethanolic extracts of different parts of the
Annona muricata plant, such as leaf, seed, peel, and pulp, presenting a new series of nanopatrticles
functionalized and stabilized by phytocompounds found in said plant tissues, contributing to a more
profitable synthesis. Likewise, the phytochemical profile of the main components in the tissues,
including free amino acids, tannins, polyphenols, flavonoids, and reducing sugars, was analyzed. A
comparative assessment was conducted to determine the content of these phytochemicals before
and after the nanoparticles’ synthesis. Furthermore, the antibacterial activity of the resulting
nanoparticles was evaluated against E. coli and S. aureus bacteria.

KEY WORDS:

Annona muricata, phytochemicals, green synthesis, zinc oxide nanoparticles,
antimicrobial effect.

Introduccién

La sintesis de nanoparticulas metdlicas ha sido uno de los focos de estudio en las Ultimas
décadas, debido a que se busca que se produzcan de manera mas amigable con el ambiente,
dejando un poco atras las sintesis tipicas (quimicas y fisicas) y centrandose en un area emergente
conocida como “sintesis verde” o “biosintesis” de nanomateriales, donde se aprovechan las
biomoléculas extraidas de componentes naturales que cumplen un doble propésito: son
quimicamente capaces de reducir iones metalicos para formar las nanoparticulas (agentes
reductores) y presentan grupos funcionales organicos capaces de coordinarse a la superficie de las
nanoparticulas para poder se estabilizarlas (agente estabilizante) (lravani et al., 2014; Kent, 2023;
Kunjiappan et al., 2014; Lomeli-Rosales et al., 2019).

En este sentido, se han reportado algunos extractos a partir de tejidos vegetales, donde se ha
estudiado el perfil fitoquimico y los biocomponentes empleados de la planta para la formacién de
nanoparticulas metalicas, por ejemplo, tallos, hojas y algunas raices de diversas especies vegetales,
cascaras de algunos citricos, liofilizados de hongos y biomasa, por mencionar algunas fuentes de
dichas biomoléculas (Eldeeb et al., 2023; Iravani, 2011; Kobylinska et al., 2022).

Una de las principales aplicaciones que han tenido algunas nanoparticulas metéalicas (NPsM),
sobre todo las de plata (AgNPs) (Lomeli-Rosales et al., 2022a) ha sido dentro del area de
microbiologia, donde algunos sistemas a base de nanoparticulas han funcionado como nuevos
agentes antimicrobianos con el objetivo de proporcionar nuevos sistemas contra bacterias que han
generado resistencia a antibioticos. Con este fin, las nanoparticulas de éxidos metdlicos, como puede
ser el 6xido de zinc (ZnONPs) se estan explorando como agentes antimicrobianos potenciales
(Khajuria et al., 2019), ya que son estables, robustas y tienen una larga vida util, ademas de presentar
una buena bioactividad, fuerte capacidad de absorcion y toxicidad reducida (Ifeanyichukwu et al.,
2020; Vanathi et al., 2014).

De manera similar, se tienen también reportes de diversos extractos de tejidos vegetales como
el de Aloe barbadensis (Sangeetha et al., 2011), Punica granatum (Ifeanyichukwu et al., 2020), Viola
canescens (Khajuria et al., 2019) e Hibiscus sabdariffa (Bala et al., 2015). Con el propdsito de
contribuir a estudios de sintesis verde para la sintesis de nanoparticulas de 6xidos de zinc, es que
en este trabajo se presenta la sintesis de nanoparticulas estabilizadas por biocomponentes de
extractos etandlicos de cascara (ZnONPs-C), semilla (ZnONPs-S), pulpa (ZnONPs-P), y hoja
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(ZnONPs-H) de Annona muricata, proponiendo nuevos sistemas que puedan funcionar como
agentes antimicrobianos.

Material y Métodos

Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Merck) y empleados sin purificacién
adicional. Todas las disoluciones fueron preparadas con agua destilada estéril y etanol al 96 %.

Recoleccion y preparacion de la planta de Anonna Muricata

Las hojas, cascaras y semillas de Annona muricata son residuos agroindustriales del poblado
Camichin de Jauja, municipio de Tepic, Nayarit. Todos los tejidos fueron lavados por separado con
agua corriente para eliminar el polvo y posteriormente enjuagados con agua bidestilada. Las hojas
fueron secadas a 50 °C y posteriormente trituradas, mientras que el resto de los tejidos fue
almacenado sin ningln tratamiento adicional, a - 20 °C para su uso posterior.

Preparacidn de extractos

Se prepararon 4 matraces Erlenmeyer, a los cuales se afadieron 50.00 mL de etanol cada uno,
junto con el tejido correspondiente, como sigue: para hoja se pesaron 5.00 g, mientras que para
céscara y semilla se pesaron y afiadieron 10.00 g de cada una. Cada matraz fue cubierto con
aluminio y colocado en agitacion suave durante 24 h. Posteriormente fueron sonicados durante 10
min, los contenidos fueron filtrados al vacio y los liquidos almacenados en ausencia de luz a -20 °C
para usos posteriores.

Sintesis y purificacion de las nanoparticulas de 6xido de zinc

Una disolucion 0.100 M de (Zn(NOs)2-6H20) fue preparada disolviendo 1.48 g en 50 mL de agua
destilada. Se tomaron 4 vasos de precipitado de 50 mL en los cuales se vertieron 10 mL de cada
extracto de la planta previamente preparado, se mantuvieron en agitacion constante y se llevaron a
calentamiento de 50 °C, una vez alcanzada la temperatura se le afiadié 1.00 mL de la solucién de
zinc y posteriormente se adicioné gota a gota la cantidad necesaria de una disolucion acuosa de
0.05 M de NaOH, hasta observar un precipitado de color blanco. Los precipitados fueron purificados
mediante centrifugacién a 15,000 rpm durante 15 minutos y lavados con agua y etanol. Este
procedimiento se realiz6 por triplicado. Los productos finales resultaron en polvos de color blanco
que se sometieron a secado en un horno a 35 °C durante 24h.

Ensayo de microdilucién en pozos para la evaluacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC) con resazurina.

Para llevar a cabo este ensayo se inocularon las cepas en medio TSB durante 8-12 h para alcanzar
una ODeoonm entre 0.4 y 0.8. Posteriormente, estos indculos se utilizaron para ajustar su ODsoonm a
0.1. En una microplaca estéril se afiadieron 300 pL del tratamiento disuelto en medio TSB
suplementado con DMSO al 2% (w/v). Se realizaron diluciones 1:1 del tratamiento original con medio
TSB, se afadieron 30 pL del cultivo ajustado. Como control positivo, se colocaron 300 uL del cultivo
de bacterias en una fila de pozos y como control negativo, se colocaron 300 uL de medio TSB+DMSO
al 2% estéril. Se dejaron incubar durante 24 h a 37 °C y transcurrido el tiempo se afiadieron 15 pL
de rezasurina al 0.015%. Se dej6 incubar a 37 °C durante 1 h y se analizaron los resultados.

Ensayo para obtener Concentracion Minima Bactericida (MBC)
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Se emplearon las mismas diluciones utilizadas en los ensayos para calcular la MIC y la MBC.
Se tomaron 100 pL de los pozos de las microplacas donde no se observé crecimiento bacteriano
durante al menos 24-48 horas incubado a 37 °C. Se inocularon 100 uL se inocularon en placas con
agar LB utilizando un asa se siembra en zigzag. Se incubaron durante 24-48 horas a 37 °C. Se
considera MBC como la concentracién mas baja en la cual no se observa crecimiento de colonias.

Actividad antioxidante y perfil fitoquimico de los extractos y sobrenadantes

Para las pruebas de perfil fitoquimico (aminoacidos libres, flavonoides, taninos), asi como para
la actividad antioxidante (ABTS y DPPH) se analizaron los extractos puros (antes de la sintesis de
las ZNONPs) y los sobrenadantes (después de la sintesis de las ZnONPs), siguiendo los protocolos
en microplaca reportados por Lomeli-Rosales et al., (2022)

Para la obtencién de los sobrenadantes, las muestras fueron centrifugadas a 15 000 rpm durante
15 minutos para garantizar la remociéon completa de las nanoparticulas y evitar la interferencia del
Zn en las mediciones de actividad antioxidante. Todos los valores se obtuvieron a partir de tres
analisis independientes. Los resultados se expresaron como media + desviacién estandar. Se utilizé
una prueba de analisis de varianza unidireccional (ANOVA) para el analisis estadistico de los datos.

Resultados

Sintesis de las nanoparticulas

Para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas propuestas en este trabajo se empleé el
método llamado coprecipitacion, el cual consiste en agregar una sal metalica en medio acuoso
seguida de un hidréxido o agente precipitante, durante este proceso se adicionaron los extractos de
Annona muricata (semilla, hoja, cdscara y pulpa) con el fin de que las biomoléculas contenidas en
los extractos actuaran como estabilizantes y a la vez como agentes funcionalizantes de la superficie.

Para ello, se prepararon cuatro disoluciones de tejidos de Annona muricata empleando dos
métodos de extraccion de los biocomponentes: el primero consistié en realizar extracciones a 50 °C
en medio acuoso, y el segundo, en etanol a temperatura ambiente, con la finalidad de extraer
componentes con ligeras diferencias de polaridad, asegurando su solubilidad en disolventes polares
para facilitar los analisis y aplicaciones.

Se prepararon 4 matraces Erlenmeyer, se afiadieron 50 mL de agua y se colocaron a 50 °C,
alcanzada la temperatura, se le afiadieron los correspondientes tejidos como sigue: para hoja se
pesaron 5.00 g, mientras que para cascara, semilla y pulpa se tomaron 10.00 g de cada uno.
Transcurridos 15 minutos de calentamiento, las disoluciones fueron enfriadas, filtradas al vacio y
almacenadas para su uso posterior. Para las extracciones en etanol, se tomaron las mismas
cantidades de tejidos, cada matraz fue cubierto con aluminio y permanecié en agitacion suave
durante 24 h. Posteriormente, se llevaron a sonicar durante 10 min y, finalmente, se filtraron al vacio
y se almacenaron en ausencia de luz a -20 °C para su posterior uso. Los remanentes de la primera
centrifugada se almacenaron para el posterior andlisis del perfil fitoquimico y de actividad
antioxidante.

Una vez preparadas las extracciones, se procedi6 a realizar la sintesis de las nanoparticulas;
para ello, se empled una disolucion acuosa de concentracion de 0.100 M de nitrato de zinc
(Zn(NOs3)2-6H20). Se prepararon cuatro vasos de precipitado conteniendo 10.00 mL de la disolucién
acuosa de cada uno de los tejidos y otros cuatro vasos conteniendo 10.00 mL de la disolucion de
etanol, a cada uno de ellos se le afiadié 1.00 mL de la disolucién de Zn(NOs)2y permanecieron en
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agitacion durante 15 min. Este proceso se llevé a cabo a temperatura ambiente y, en otro
experimento, a 50 °C. Para ambos casos, después del tiempo de agitaciéon se les adicion6 gota a
gota, una disolucién de concentracion 0.50 M de NaOH como agente precipitante. La adicion termind
hasta observar que ya no se presentaba la precipitacion del sélido blanco esperado. Los precipitados
fueron purificados mediante centrifugacién a 15,000 rpm durante 15 minutos y lavados con agua y
etanol, el procedimiento se realizé por triplicado. Los productos finales resultaron en polvos de color
blanco que se sometieron a secado en un horno a 35 °C durante 24h.

Caracterizacion por FTIR-ATR de las nanoparticulas

La caracterizacion principal para estos solidos se llevé a cabo mediante espectroscopia
FTIR-ATR, para corroborar la presencia de los grupos funcionales organicos en la superficie de las
nanoparticulas. Para ello, a fin de comparar las sefiales que se observarian entre las nanoparticulas
y los extractos puros, los 4 extractos de los tejidos de Annona muricata (acuosos y etandlicos) fueron
secados en un horno a 50 °C durante 24 h, los polvos de colores amarillentos 0 marrones resultantes
fueron raspados y almacenados para el analisis.

Como resultado del primer analisis por FTIR-ATR, las nanoparticulas obtenidas a partir de
los extractos acuosos y etandlicos a temperatura ambiente no mostraron picos caracteristicos que
indicaran la presencia de material organico en su superficie. En general los espectros fueron
similares, con sefiales en 3100 cmt y 1300 cm-?, los cuales son caracteristicos de nanoparticulas
sin funcionalizar.

Por otro lado, al caracterizar las nanoparticulas preparadas con los extractos acuosos a 50
°C se logr6 observar la presencia de algunos grupos organicos, sin embargo estas muestras fueron
descartadas, ya que la intensidad de dichos picos era muy tenue, en ocasiones confundiéndose con
el ruido, indicando la baja concentraciéon de los compuestos organicos en la superficie de las
nanoparticulas, todo lo contrario a las ZnONPs preparadas con los extractos etanélicos a 50 °C,
mostrando sefiales bien definidas y de alta intensidad. Con estos resultados, se logré establecer los
parametros de sintesis adecuados para la obtencion de las nanoparticulas estabilizadas por
biocomponentes de extractos etandlicos de cascara (ZNnONPs-C), semilla (ZnONPs-S), pulpa
(ZnONPs-P), y hoja (ZnONPs-H) de Annona muricata, se procedio también a sintetizar una muestra
de ZnONPs siguiendo el mismo protocolo pero sin afiadir ninglin extracto, es decir, sin funcionalizar,
la cual seria empleada como comparativo en los andlisis, asi mismo se analizé la sal de
Zn(NOs3)2-6H20 con el mismo propésito.

En la Figura 1 se muestran los espectros obtenidos de las muestras. Para el Zn(NO3)2:6H20
se presentaron tres picos: el primero a 3326.9 cm, el cual corresponde a las moléculas de H20,
seguido de un pico de intensidad media a 1624.7 cm? y finalmente otro a 1361.2 cm®
correspondientes a los estiramientos y flexiones del N-O. Por otro lado, al analizar a las ZnONPs se
observaron tres picos similares a la sal de nitrato: 3025.5 cm, 1647.3 cm1y 1338.6 cm?, adicciona
a estos picos se presentan algunos pequefios en la zona entre 583 a 754 cm, donde se podria
apreciar el estiramiento del enlace Zn-O de acuerdo con la literatura. (Abdelghani et al., 2022)

Al analizar los cuatro extractos, de manera general presentan cinco grupos de picos muy
similares: alrededor de los 3306.3 se observa un pico debido a los estiramientos de enlaces -OH,
seguido de dos picos de 2927.6 cm™y 2855.6 cm que se pueden adjudicar a los estiramientos y
flexiones de grupos -CH:z y -CHs, donde cabe destacar que el extracto de semilla los presenta con
una intensidad relativa muy alta, indicando gran concentracion de moléculas con cadenas alifaticas,
(lo mismo se observo para el pico en 1746.1 cm™), el siguiente grupo de picos se presenta alrededor
de 1665.5 cm?a 1602.1 cm™ propios del estiramiento de grupos carbonilo (C=0), y finalmente de
1099.8 cm? a 1027.8 cm aparece un pico ancho de intensidad media que corrobora la presencia
de estiramientos C-C, CH y alcoholes primarios.
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Por otro lado, al analizar los espectros de las nanoparticulas funcionalizadas se observé que
las cuatro muestras presentaron el estiramiento de enlace -OH con picos que oscilan de 3306.8 cm-
1a3252.1 cm?, asi mismo se observé la presencia del estiramiento C=0 que oscilaron entre 1594.93
cmla 1568.0 cm™. Para ambos grupos funcionales al compararlos con los picos observados en los
extractos puros, estos presentaron un desplazamiento a menores nimeros de onda, indicando la
coordinacién de estos grupos a la superficie de la nanoparticula. Adicional a estos picos, en las
cuatro muestras se presentaron los estiramientos cuyo nimero de onda se presentan de 1397.3 cm-
1a 1338.9 cm y que en los extractos puros no se presentaron, esto puede ser indicativo de una
especie oxidada de alcoholes secundarios (cetonas). Por dltimo, generalizando, se observaron
pequefos picos de 552 cm a 533.5 cm por el estiramiento Zn-O, debiendo sefialar que estos
movimientos son en la mayoria de las ocasiones, complicados de observados ya que los
estiramientos metal-organico se aprecian mejor en otra region del espectro electromagnético de
menor energia.

Ahora bien, de manera particular, para ZnONPs-S y ZnONPs-P se observaron los picos
caracteristicos de los estiramientos -CHz y -CHsz a 2929.9 cm? y 2851.4 cm'y sus respectivas
confirmaciones a 1026.7 cm?® y 1019.0 cm?, indicando que los grupos alifaticos quedaron
estabilizando a las nanoparticulas sin sufrir cambio alguno. Los espectros de este analisis se
muestran en la Figura 1.

Evaluacion del perfil fitoquimico y actividad antioxidante

Una vez preparadas las nanoparticulas siguiendo el protocolo descrito anteriormente, se
repitieron las sintesis por triplicado y sus remanentes fueron analizados para comparar las
principales biomoléculas determinadas en los extractos puros, con el fin de presentar las
biomoléculas que se ven consumidas al estar involucradas durante la sintesis, ya sea para contribuir
a la formacion de las nanoparticulas o a la estabilidad y funcionalizacion de estas. Para hacer un
comparativo adecuado, los extractos fueron diluidos al mismo volumen que los remanentes de cada
sintesis de sus respectivas nanoparticulas.

Como resultado del andlisis de las muestras, se pueden apreciar los gréficos de la Figura 2,
para lo cual a partir de los valores numeéricos se obtuvo el porcentaje de consumo, de donde, para
polifenoles totales se presentd un consumo de la concentracion relativa inicial del extracto del 40.7
% en las ZNONPs-C, 38.9 % en ZnONPs-H, 18.1 % en las ZnONPs-P y un 3.5 % ZnONPs-S.
Siguiendo con este analisis, los resultados mas representativos al determinar flavonoides se
presentaron con 22.9 % consumidos en ZnONPs-H y 13.52 % en las ZnONPs-C, del contenido inicial,
las otras dos muestras tuvieron un consumo menor. Aunado a este resultado, para taninos las
ZnONPs-S tuvieron un consumo de 55.4 %, seguido de las ZnONPs-H con un 48 %, ZnONPs-P con
31.5 % y en menor cantidad las NPsZnO-C con un consumo del 16.3 %, para finalmente llegar al
andlisis de los aminoacidos libres, donde los porcentajes relativos mas relevantes de consumo
fueron: 22.5% en ZnONPs-S, 33.7 % en ZnONPs-P y 68 % en ZnONPs-H. Cabe mencionar que los
taninos y los aminoacidos fueron los grupos de biomoléculas que mas fueron consumidos para la
sintesis y estabilizacion de las nanoparticulas.

Una vez analizado el perfil fitoquimico de los extractos, se procedié a analizar la actividad
antioxidante de los mismos (Figura 3), encontrando que los extractos puros presentaron un valor
inicial de 389.21 + 17.47 uM TE (hoja), 397.48 + 30.03 uM TE (céscara), 253.36 + 84.98 uM TE
(semilla) y 245.38 + 67.86 uM TE (pulpa) analizados mediante el método para DPPH, asi mismo
cuando se analizaron los valores de los sobrenadantes de las nanoparticulas se encontraron
cambios considerables, 373.53 + 10.71 uM TE (ZnONPs-H), 346.57 + 73.18 uM TE (ZnONPs-C),
187.08 + 122.09 pM TE (ZnONPs-S), 175.57 + 91.28 pM TE (ZnONPs-P), cuyos valores
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corresponden respectivamente al 4.02 %, 12.81%, 26.15 % y 28.45 % de reduccion de la actividad

antioxidante determinada en DPPH.
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Figura 1. Espectro FTIR-ATR de los extractos etandélicos de los cuatro tejidos de Annona muricatay las
nanoparticulas derivadas de cada uno de los tejidos. Se colocan también la sal de nitrato de zinc y las
NPszZnO sin funcionalizar para un mejor comparativo de los picos observados.
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Figura 2. Perfil fitoquimico (aminoacidos libres, polifenoles totals, flavonoids y taninos) de los extractos
y los sobrenadantes (después de la sintesis de las NPsZn-O). Para la determinacion de aminoéacidos se
empleé el método de ninhidrina (Sun et al., 2006). La concentracion de polifenoles fue estimada mediante el
método de Folin—Ciocalteau (Ainsworth & Gillespie, 2007), mientras que para los flavonoides se emple6 la
técnica de tricloruro de aluminio (Pekal & Pyrzynska, 2014) y finalmente, para determinar los taninos, se realiz6
una estimacién mediante el método (Broadhurst & Jones, 1978), empleando catequina como estandar.

Por otro lado, al hacer el anélisis mediante ABTS se obtuvieron los valores de los extractos
puros fueron: 286.80 + 1.15 uM TE (hoja), 297.29 + 3.94 uM TE (céscara), 261.32 + 7.92 uM TE
(semilla) y 216.15 £ 7.57 puM TE (pulpa); mientras que los respectivos sobrenadantes presentaron
valores de 276.35 £ 5.33 uM TE (ZnONPs-H), 293.59 + 6.02 uM TE (ZnONPs-C), 161.32 + 7.92 uM
TE (ZnONPs-S) y 192.57 + 12.17 uM TE (ZnONPs-P), cuyos valores representan el 3.6 %, 1.24 %,
38.4 %y 10.9 % de reduccion de la actividad antioxidante medida por ABTS. Estos resultados indican
gue los componentes contenidos en los extractos de semilla y pulpa presentan mejor actividad
antioxidante, y se involucran en mayor medida en la sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc.

Resultados de actividad antimicrobiana

Para evaluar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas (ZnONPs-C, ZnONPs-S,
ZnONPs-P y ZnONPs-H), se probaron contra las cepas de E. coli y S. aureus con el objetivo de
determinar su concentracién minima inhibitoria (MIC) y la concentracion minima bactericida (MBC).
Para dichos fines, se prepararon suspensiones estables, esto es, evitando la precipitacion de las
nanoparticulas (ya que las ZnONPs no funcionalizadas siempre precipitaron y, por ello, no fueron
eficaces para este analisis), estableciendo una concentracion de 680 pg de la nanoparticula
correspondiente por cada 300 pyL de suspension, empleando como medio de dispersién TSB
suplementado con DMSO (2.00 % w/v). Se emple6 una microdilucién seriada en pozos iniciando con
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680 pg/uL y terminando en 1.32 pg/plL. Se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC), cuyos
resultados se presentan en la Tabla 1. Se observd que las que las ZnONPs-H requirieron una
concentraciébn mas alta en comparacién con los otros tres materiales, asi mismo, los cuatro
nanomateriales resultaron ser mas eficientes contra E. coli que contra S. aureus.

DPPH ABTS

TE pM
TE pM
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Figura 3. Actividad antioxidante de extractos (antes de la sintesis de NPsZn-O) y sobrenadantes
(después de la sintesis) medidos mediante DPPH y ABTS. Se utiliz6 una curva estandar en el rango de
0-400 pM de estandar de Trolox. Los resultados se expresan como pmol de equivalentes deTrolox equivalent
(TE uM).

Continuando con este estudio, se tomaron las 3 concentraciones a partir de la MIC determinada,
asi como las dos siguientes diluciones més concentradas cercanas a la MIC con el fin de determinar
la concentracion minima bactericida (MBC). Para ello, se tomaron 100 pL de los pozos de las
microplacas donde no se observd crecimiento bacteriano durante al menos 24 horas incubado a 37
°C. Los 100 uL se inocularon en placas con agar. Se incubaron durante 24 horas a 37 °C, teniendo
en consideracion que de la MBC como la concentracion mas baja en la cual no se observa
crecimiento de colonia, el limite de deteccién de esta técnica es de 10 CFU (unidades formadoras
de colonias) por mL, la ausencia de colonias en la placa nos indic6 que la concentracién se encuentra
por debajo de este valor.

Para S. aureus Unicamente las ZnONPs-P presentaron actividad bactericida al emplear una
concentracion de 680 pg/uL, mientras que para E. coli, las ZnONPs-H, ZnONPs-S y ZnONPs-Pp
presentaron actividad con una concentracion de 680 ug/uL, 85 pg/uL y 85 pg/uL respectivamente.
Los resultados se aprecian en la Figura 4.

Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias observadas para los cuatro nanomateriales.

E. coli S. aureus
Material MIC (ug/pL) MIC (ug/pL)
ZnONPs-C 42.50 340.0
ZnONPs-S 21.25 170.0
ZnONPs-P 21.25 170.0
ZnONPs-H 170.0 340.0
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Cascara

170 pg/mL 340 pg/mL 680 pg/mL 42.5 pg/mL 85 pg/mL 170 pg/mL
Semilla Pulpa

21.25 yg/mL 42.5 yg/mL 85 pg/mL 21.25 pyg/imL 42.5 pg/mL 85 ug/mL

B Hoja Cascara

340 pg/mL 680 pg/mL 340 pg/mL 680 pg/mL

Semilla

170 pg/mL 340 pg/mL 680 pg/mL 170 pg/mL 340 pg/mL 680 pg/mL

Figura 4. Prueba de actividad antimicrobiana probada mediante el ensayo de MBC (Concentracion
Minima Bactericida) para las nanoparticulas sintetizadas con extractos etanélicos de guandbana contra
las cepas (A) E. coli y (B) S. aureus. En rojo se resalta la MBC de las diferentes nanoparticulas probadas.
Algunas de ellas no presentan actividad bactericida como en el caso de las NPsZnO-P contra ambas cepas, 0
las NPsZnO-L y NPsZnO-S para la cepa S. aureus.
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Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que los extractos etandlicos de diferentes
tejidos de Annona muricata estudiados pueden participar en la formacion y estabilizacion superficial
de las ZnONPs y que la naturaleza del tejido vegetal influye tanto en los cambios fitoquimicos que
ocurren durante la sintesis como en el comportamiento bioldgico de los materiales resultantes.

Los espectros FTIR-ATR aportaron evidencia de la presencia de grupos funcionales organicos
asociados con las ZnONPs. En particular, los cambios observados en las bandas correspondientes
a grupos que contienen —OH y C=0 son consistentes con la interaccién de los fitoquimicos con la
superficie del ZnO. En este sentido, se han reportado cambios espectrales similares para las
ZnONPs sintetizadas utilizando extractos de Aloe barbadensis (Sangeetha et al., 2011), Punica
granatum (Ifeanyichukwu et al., 2020) y Viola canescens (Khajuria et al., 2019), en los propuso que
compuestos fitoquimicos como polifenoles, flavonoides y otros metabolitos que contienen oxigeno
participan en la formacién y estabilizacion de las nanoparticulas.

Un hallazgo importante del presente trabajo es que los componentes fitoquimicos no se vieron
afectados de manera uniforme durante la sintesis de las ZnONPs. El analisis comparativo de los
extractos y de los sobrenadantes de reaccion correspondientes mostré diferentes grados de
disminucién, dependiendo tanto del grupo fitoquimico como del tejido vegetal utilizado. Por ejemplo,
el consumo de polifenoles totales alcanzé 40.7 % para las ZnONPs-C y 38.9 % para las ZnONPs-H,
mientras que se observaron cambios sustancialmente menores para ZnONPs-P y ZnONPs-S. Las
concentraciones de los taninos y de los aminoacidos libres también mostraron variaciones marcadas,
incluyendo una reduccién de taninos de hasta 55.4 % y una reducciéon de aminoacidos libres de
hasta 68 %. Este comportamiento diferencial sugiere que la contribucion de los extractos a la
formacion de las ZnONPs no puede atribuirse a una sola familia de compuestos. Los grupos hidroxilo
fendlicos y otros grupos que contienen oxigeno pueden interactuar con especies de zinc y con las
superficies de ZnO, mientras que los amino4cidos aportan grupos amino y carboxilo capaces de
interactuar con iones metalicos o con sitios superficiales. Aunque varios autores han destacado el
papel de los compuestos fendlicos en la sintesis verde (Iravani, 2011; Ramesh et al., 2015), pocos
estudios han cuantificado comparativamente el consumo relativo de biomoléculas antes y después
de la formacién de nanoparticulas. Este analisis proporciona evidencia indirecta del papel activo de
estos compuestos no solo como agentes reductores, sino también como estabilizadores
superficiales.

Aun asi, la observacién simultanea de la disminucién de fitoquimicos y de sefiales FTIR-ATR
atribuibles a grupos funcionales organicos proporciona evidencia complementaria de que los
compuestos presentes en los extractos de A. muricata influyen en la formacion de las ZnONPs y en
su quimica superficial. Esta interpretacion es consistente con reportes de ZnONPs mediadas por
plantas, en los que la composicion fitoquimica del extracto afecta las caracteristicas de las
nanoparticulas y su actividad biol6gica posterior (Bala et al., 2015; Ifeanyichukwu et al., 2020; EI-
Saadony et al., 2024).

Por otro lado, los cambios en la capacidad antioxidante observados tras la sintesis de
nanoparticulas proporcionan informacion adicional sobre la participacion de los componentes de los
extractos. Mediante el ensayo DPPH, la capacidad antioxidante de los sobrenadantes de reaccion
disminuy6 en 4.02, 12.81, 26.15 y 28.45 % para ZnONPs-H, ZnONPs-C, ZnONPs-S y ZnONPs-P,
respectivamente. En el ensayo ABTS, se observé que las reducciones correspondientes fueron de
3.6, 1.24, 38.4y 10.9 %. Asi, aunque la magnitud vari6é segun el método analitico y el tejido vegetal,
la formacién de nanoparticulas estuvo acompafiada de cambios medibles en la capacidad de
captacion de radicales que permanecid en solucion.

Este comportamiento es compatible con la eliminacion, transformacién o asociacion de algunos
fitoquimicos con actividad antioxidante con el nanomaterial durante la sintesis. Los compuestos
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fendlicos y los flavonoides son particularmente relevantes porque sus propiedades antioxidantes
estan estrechamente relacionadas con su capacidad para donar electrones o atomos de hidrégeno,
mientras que los mismos grupos funcionales pueden participar en interacciones con superficies
inorganicas. En el mismo sentido, también se ha reportado que ZnONPs sintetizadas mediante
métodos verdes a partir de extractos vegetales conservan actividad captadora de radicales medible
mediante DPPH y ABTS, lo que respalda la relevancia de las interacciones fitoquimico—
nanomateriales en las propiedades antioxidantes de estos sistemas (El-Saadony et al., 2024).

Méas ampliamente, los resultados fitoquimicos y antioxidantes indican que cada tejido de A.
muricata constituye un entorno de reaccién quimicamente distinto. Esta observacién es relevante
porque las diferencias en la composicidon de los extractos pueden influir en la nucleacién, el
recubrimiento superficial y el comportamiento coloidal y, en dltima instancia, contribuir a diferencias
en la actividad biol6gica entre ZnONPs-C, ZnONPs-S, ZnONPs-P y ZnONPs-H.

En relacién con la actividad antimicrobiana, varios estudios han reportado que las nanoparticulas
de ZnO sintetizadas mediante métodos verdes presentan una mayor eficacia frente a bacterias Gram
negativas que frente a bacterias Gram positivas, lo cual se ha atribuido a diferencias estructurales
en la pared celular bacteriana (Ifeanyichukwu et al., 2020; Khajuria et al., 2019; Sirelkhatim et al.,
2015). En el presente trabajo se observé un comportamiento similar, en el que la respuesta dependié
tanto del tipo de ZnONPs como del microorganismo evaluado. Los cuatro materiales presentaron
valores de MIC menores frente a E. coli que frente a S. aureus: los valores de MIC frente a E. coli
variaron entre 21.25y 170 pg/pL, mientras que frente a S. aureus variaron entre 170 y 340 pg/uL.

Diversos mecanismos pueden contribuir a la actividad antibacteriana de las ZnONPs, incluyendo
la generacién de especies reactivas de oxigeno, la alteracién de la integridad de la membrana, las
interacciones entre la superficie de las nanoparticulas y la envoltura bacteriana, asi como la
liberacién de especies de Zn?*. Estos procesos pueden generar dafio oxidativo en lipidos, proteinas
y acidos nucleicos e interferir con la homeostasis celular (Sirelkhatim et al., 2015; El-Saadony et al.,
2024). Comparativamente, los valores de MIC obtenidos (21.25-170 pg/puL para E. coli) se
encuentran dentro del intervalo reportado en la literatura para ZnO sintetizado con extractos
vegetales (Bala et al., 2015; Ifeanyichukwu et al., 2020), lo que confirma la eficacia del método
propuesto. Sin embargo, la variabilidad observada entre los tejidos vegetales sugiere que la
composicién fitoquimica inicial influye directamente en la bioactividad final del nanomaterial.

Ademas, el hecho de que las nanoparticulas no funcionalizadas presentaran problemas de
estabilidad coloidal, mientras que las nanoparticulas funcionalizadas formaron suspensiones
estables, respalda la importancia de la funcionalizacion superficial. Este comportamiento también se
ha reportado en estudios de sintesis verde de metales nobles (Lomeli-Rosales et al., 2019, 2022),
en los que las biomoléculas adsorbidas actian como agentes estabilizantes eficaces.

En conjunto, estos resultados sugieren una relacion entre el tejido vegetal empleado, su
composicion fitoquimica, la participacion de sus constituyentes durante la formacion de las ZnONPs
y la respuesta bioldgica del nanomaterial resultante. Por lo tanto, los extractos de hoja, céscara,
semilla y pulpa no deben considerarse fuentes fitoquimicas equivalentes. Sus diferentes
composiciones se reflejaron en patrones distintos de disminucién de polifenoles, flavonoides, taninos
y aminoacidos, en cambios distintos en la capacidad antioxidante y en distintas respuestas de MIC
y MBC. Este enfoque comparativo constituye un aspecto importante del presente estudio, ya que la
mayoria de los trabajos que involucran A. muricata y ZnONPs se han centrado principalmente en
extractos de hoja. La literatura reciente sobre nanomateriales mediados por especies del género
Annona destaca la contribucion de los fitoquimicos de este género a la funcionalizacion de
nanoparticulas y a su desempefio biolégico (Gutiérrez-Pinzén et al., 2025). El presente trabajo
amplia este concepto al evaluar comparativamente cuatro tejidos de una misma especie vegetal y al
examinar los cambios fitoquimicos que ocurren antes y después de la sintesis de las ZnONPs.
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Conclusiones

Considerando el trabajo realizado, se obtuvieron nanoparticulas de 6éxido de zinc que se
pudieron sintetizar de manera sencilla y con componentes de baja toxicidad. Los analisis realizados
en FTIR-ATR, demostraron que los grupos de picos que se encontraron en los espectros concuerdan
con los resultados obtenidos en el andlisis del perfil fitoquimico, por ejemplo, los grupos carbonilos
encontrados corresponden a los aminoacidos y a la forma oxidada de los polifenoles, asi mismo, el
estiramiento que corresponde a los grupos -OH, podrian deberse a los fenoles que no fueron
oxidados en el momento de la sintesis pero que si se emplean para funcionalizar a las
nanoparticulas, contribuyendo a presentar un proceso de funcionalizacion de nanomateriales no
dirigido, lo cual nos lleva a proponer que en futuros trabajos se puedan aislar especificamente los
componentes de algun tejido y llevar a cabo una funcionalizacion dirigida, esto es, funcionalizar con
una molécula en especial para una aplicacién especifica. Se destaca la importancia de la
funcionalizacién de las nanoparticulas de 6xidos metalicos para aplicaciones en las que se necesiten
en dispersiones liquidas, ya que esas moléculas generan interacciones intermoleculares con los
disolventes, promoviendo asi una buena estabilidad en suspensién, lo que permitid, en este estudio,
aplicarlas contra E. coliy S. aureus, demostrando los mejores resultados contra E. coli.
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