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1. AMBITO DE LA INVESTIGACION

Las nanoparticulas (NP) son agregados de atomos que presentan una distribucion
de tamafio menor a 100 nm. Ademas, a diferencia de moléculas de mayor tamafio,
las NP metalicas (oro, plata, cobre, hierro, etc.) exhiben propiedades Opticas
Unicas debido a la excitacion de plasmones, presentando absorcion en la regién
visible del espectro electromagnético, dando lugar a soluciones coloreadas, como

se puede observar en la llustracién 1 (Alarcon & Griffith, 2015).

llustracion 1

Propiedades Opticas de las AgNP
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a)Espectro de absorcion de de una solucion acuosa de AgNP
b) llustracion de la excitacion de plasmones
(Alarcon & Giriffith, 2015)

Una de las aplicaciones de las nanoparticulas de plata (AgNP) se fundamenta en
sus propiedades como agente biocida. Ademas, desde algun tiempo atras se han
realizado investigaciones que se basan en la modificacién de la superficie de las
NP (funcionalizacion), logrando asi un incremento en la actividad antibacteriana

(Buszewskia, Rafinska, Pomastowski, Walczak & Rogowska, 2016).




En la mayoria de los casos, la funcionalizacion se puede llevar a cabo con
diversos compuestos organicos, a través de grupos funcionales tales como
carboxilato, amina, fosfina, tiol, etc. (Valkenier et al., 2017). Por otra parte, el
aceite de la nuez de marafion (Anacardium occidentale) posee como componentes
principales acido anacardico (aprox. sesenta y cinco por ciento), cardol (aporx.
veinte por ciento), cardanol (aprox. diez por ciento) y trazas de 2-metilcardol
(aprox. cinco por ciento), a los cuales se les ha observado propiedades
antibacterianas (Kumar, Paramashivappa, Vithayathil & Subba Rao, 2002). En la
ilustracion 2 se puede observar la estructura quimica de dichos componentes, en
donde se esquematizan las diferencias que existen en la cadena carbonada
(Bastos & Tubino, 2016). Tomando en cuenta lo anterior, y que este es un recurso
poco aprovechado en nuestro pais, se desarroll6 una metodologia eficaz para
funcionalizar AQNP con extractos del aceite de la nuez de marafién, que puedan

ser utilizadas como agentes biocidas.

llustracion 2

Estructura quimica de los componentes del aceite de la nuez de marafién

OH © OH
OH
(-CisHz1) R e P e
CasHas34 CqsH2531
Anacardic acid Cardanol (-C,5H2g) —
OH OH

(-CqsH27) T T T T T T T

HO CasHzsa1  HO CasHas31 (—C1sH25) — T —— S~

Cardol 2-methylcardol

(Bastos, F. & Tubino, M., 2016)

En este proyecto de investigacion, se determiné las condiciones Optimas para la
sintesis de AgNP; ademés, se llevo a cabo la funcionalizacion con &cido
anacardico, proveniente del aceite de la nuez de marafion, por medio de la
formacion de sales de diazonio. Adicionalmente, se evalud la reproducibilidad del
método, estabilidad en el tiempo a condiciones ambientales, solubilidad en agua y
actividad biocida con diferentes cepas (George, Kuriakose, Prakashkumar &
Mathew, 2010).




2. RESUMEN

Se determiné las condiciones Optimas para la sintesis de AgNP utilizando citrato
de sodio como agente reductor, variando la proporcion AgNQOs3 / citrato de sodio y
la temperatura, logrando un mejor resultado con la proporcién 10:1 a 90 °C por 30
minutos de reaccion, obteniendo un maximo de absorbancia en 430 nm,
aproximadamente. Ademas, se evalud la sintesis utilizando NaBH, como agente
reductor, modificando la relacion molar entre AQNO3 / NaBH,4, siendo la Optima la
relacion 10:1 a 0 °C por 3 minutos de reaccion, obteniendo un maximo de
absorbacia en 393 nm, aproximadamente. La formacion y estabilidad de AgNP
con ambos agentes reductores se evalué mediante espectrofotometria UV-Visible,
observandose una deformacion en los espectros a los 30 dias de vida, lo que

indico la descomposicion o aglomerado de las mismas.

Adicionalmente, se llevo a cabo la funcionalizacion con acido anacardico
proveniente del aceite de la nuez de marafion, mostrando diferencias significativas
en los espectros UV-Visible obtenidos, en comparacion con el espectro de AgNP
desnudas (sin funcionalizar), dando indicios de una funcionalizacion efectiva.
Asimismo, se evalud la distribucibn de tamafio de AgNP desnudas vy
funcionalizadas, mediante dispersion dindmica de luz (DLS), encontrando
particulas con un didmetro promedio de 25.1, con una desviacion estandar de 1.29
y un indice de polidispersidad promedio (PDI) de 0.7 para las AgNP desnudas;
mientras que para las AgNP funcionalizadas se obtuvo un diametro promedio de
72.15, con una desviacion estandar de 0.37 y un indice de polidispersidad
promedio de 0.53.

Por otra parte, se determind el diametro exacto mediante un microscopio
electrénico de barrido, obteniendo para AgNP desnudas un diametro promedio de
9 nm, sin embargo para AgNP funcionalizadas el diametro promedio fue de 36 nm.
Finalmente se evalud el poder bactericida de AgNP funcionalizadas en cepas de
Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923, Escherichia coli (E. coli) ATCC



25922, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 9027, Candida albicans
(C. albicans) ATCC 20231, Salmonella enterica (S. enterica) ATCC 13076,

observandose en todos los casos crecimiento bacteriano.

3. ANTECEDENTES

3.1. Nanoparticulas de plata

Las NP son particulas microscopicas que exhiben propiedades fisicas y biolégicas
Gnicas, muy distintas a materiales mas grandes, debido al rango de tamafio que
presentan (<100 nm). Las AgNP poseen una amplia variedad de aplicaciones; sin
embargo, debido a la incidencia y propagacion de enfermedades, actualmente son
un area de extensa investigacion como agentes biocidas (Sharma, 2013).

En 2008 se evalud la relacion que existe entre el tamafio de las AgNP y su
actividad antibacteriana frente a cepas de E. coli y S. aureus. Se demostré que la
actividad antibacteriana de las AgNP decrece con el incremento del tamafio de la
NP (Martinez-Castafion, Nifo-Martinez, Martinez-Gutierrez, Martinez-Mendoza &
Ruiz, 2008).

En 2015 se evalud la actividad antibacteriana utilizando distintas concentraciones
de AgNP, frente a bacterias aisladas de muestras de agua que excedian el limite
permisible de bacterias totales, coliformes totales y estreptococos. Se encontré
qgue la inhibiciobn mas alta de bacterias fue utilizando una concentracién de 0,1
ppm de AgNP por 2 horas de tratamiento, logrando una reduccion mayor al
noventa y dos por ciento (Dosoky, Kotb & Farghali, 2015).



3.2.  Funcionalizacion de AgNP’s

Actualmente se realizan investigaciones que se basan en la modificacion de la
superficie de las NP (funcionalizacién), utilizando diferentes tipos de ligandos,
tales como moléculas pequefias, surfactantes, dendrimeros, polimeros vy
biomoléculas (llustracion 3); esto con el fin de modificar alguna de sus
propiedades, logrando un incremento en la actividad biocida frente a diferentes

tipos de bacterias (Caruso, Hyeon & Rotello, 2012).

En 2013 se realizd un estudio en el que se desarrollé una ruta sintética verde de
AgNP, mediante la reduccién y estabilizacion con la resina que exuda el tronco de
la nuez de marafion (Anacardium occidentale L.) y se evalué in vitro la actividad
antibacteriana y citotOxica. Se utiliz6 como bacterias gram-positivas
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Enterococcus faecalis.
Ademas, como bacterias gram-negativas Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. Finalmente, para la actividad citotoxica se
utilizé células VERO (células epiteliales del rifion). Se observé actividad
antibacteriana con mayor efecto ante las bacterias gram-negativas y no se

observo actividad citotoxica significativa (Quelemes et al., 2013).

En 2016 se obtuvo AgNP funcionalizadas con tetraciclina (llustracion 3), a las
cuales se evalud la actividad antibacteriana frente a cepas gram-negativas tales
como E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae; asi como gram-positivas, las cuales
fueron S. aureus y S. epidermidis. Las pruebas microbiolégicas confirmaron que
las AgNP funcionalizadas exhiben una mayor actividad antibacteriana que las no
modificadas. Ademas, se concluyé que pueden ser utilizadas para el tratamiento
de infecciones causadas por las bacterias tales como S. aureus, P. aeruginosa y
K. pneumoniae (Buszewskia, Rafinska, Pomastowski, Walczak & Rogowska,
2016).



En 2017 se realizd un estudio en el que sintetizaron criogeles de quitosano, los
cuales fueron cargados con AgNP de diferentes tamafios, con el objetivo de ser
utilizado en la desinfeccidbn de agua. La prueba bactericida fue realizada con
cepas de E. coli y B. subtilis, observandose una capacidad de desinfeccion rapida
(Fan, Gong, Huang, Wang & Gong, 2018).

En la revision de literatura no se encontraron estudios sobre la sintesis de AgNP
funcionalizadas con &cido anacardico, cardol y/o cardanol, componentes del aceite
de la nuez de marafion (Anacardium occidentale), que puedan ser utilizadas como
posibles agentes biocidas. Sin embargo, existen investigaciones en las que se ha

reportado actividad antibacteriana en estos extractos.

En 2017 se purific y evalu6 sistematicamente la actividad antibacteriana, entre
otras, del extracto de la cascara de la nuez de marafién (Anacardium occidentale),
observandose una clara inhibicion frente a la bacteria Bacillus subtilis. La actividad
antibacteriana se comprob6 mediante el recuento de colonias, en donde no se
detectaron colonias visibles en las muestras tratadas con cero punto seis por
ciento (0.6 %) del extracto, obteniendo una concentraciéon minima inhibitoria (MIC)
de cero punto seis por ciento (0.6 %) e ICso de cero punto treinta y cuatro por
ciento (0.34 %) (Ashraf & Rathinasamy, 2017).

llustracion 3

Funcionalizacion de AgNP con tetraciclina
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4. JUSTIFICACION

El incremento de la resistencia bacteriana a los diferentes agentes biocidas,
fomenta la necesidad de descubrir nuevas alternativas. Asi mismo, las
enfermedades transmitidas por el agua se consideran la causa principal de muerte
en muchos paises en via de desarrollo. En el mundo, mas de mil millones de
personas carecen de acceso a agua potable, lo que provoca la muerte de dos

millones de personas por afio (Dosoky, Kotb & Farghali, 2015).

En Guatemala, en muchos casos el agua se capta directamente de rios o lagos y
se distribuye sin realizar tratamiento alguno. Los niveles de bacterias del tipo
coliforme y otras patdgenas son elevados, lo que pone en riesgo la salud de la
poblaciéon. Las enfermedades diarreicas agudas se encuentran entre las primeras
cinco causas de morbilidad y mortalidad en el pais (OPS/OMS, 2017).

La nanotecnologia brinda una amplia gama de opciones con las cuales es posible
afrontar el problema. Si bien, la actividad biocida de las AgNP ha sido
ampliamente estudiada, el potencial de inhibicibn de éstas puede ser
incrementado mediante la modificacion de su superficie, con el uso de una
variedad de ligandos que permiten modificar algunas de sus propiedades (Caruso,
Hyeon & Rotello, 2012).

Considerando la riqueza de productos naturales que existen en el pais, se
pretende utilizar los componentes del aceite de la nuez de marafién para la
funcionalizacion de las AgNP; ya que ademas, recientes estudios han demostrado

gue el aceite también presenta actividad antibacteriana (George et al., 2010).

Con base a lo anterior, se pretende generar nuevas moléculas que puedan ser
utilizadas como agentes biocidas para el tratamiento de aguas contaminadas con
diferentes tipos de bacterias. Ademas se desea utilizar recursos naturales para

incrementar la actividad antibacteriana de dichas moléculas.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General:
Generar una metodologia reproducible para la sintesis de AgNP funcionalizadas

con productos organicos provenientes del aceite de la nuez de marafién

(Anacardium occidentale).

5.2. Objetivos Especificos:

— Determinar condiciones o6ptimas para la sintesis de diferentes tamafios de
AgNP.

— Desarrollar un método eficaz para funcionalizar las AgNP con extractos del

aceite de la semilla de marafién (Anacardium occidentale).

— Evaluar el poder bactericida de las AgNP funcionalizadas, en diferentes cepas

bacterianas.



6. HIPOTESIS

Las AgNP funcionalizadas con compuestos organicos provenientes del aceite de
la nuez de marafién (Anacardium occidentale), tendrdn potenciales propiedades

biocidas sobre los microorganismos a evaluar.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.

Universo

El universo de esta investigacion fue comprendido por las AgNP obtenidas con

citrato de sodio y borohidruro de sodio como agentes reductores.

7.2.

Poblacién y muestra

La poblacién corresponde a las AgNP funcionalizadas con el extracto del aceite de

la nuez de marafion (Anacardium occidentale), las cuales fueron utilizadas para la

evaluacion de la actividad biocida frente a diferentes cepas bacterianas.

7.3.

Materiales

7.3.1. Equipo

Balanza analitica
Balanza semi-analitica
Espectrofotometro de UV-visible VWR / UV-3100PC’

Nano-S ZetaSizer Malvern

7.3.2. Reactivos

Borohidruro de sodio para analisis
Nitrato de sodio para analisis
Nitrato de plata grado reactivo
Hexano grado reactivo

Nitrito de sodio grado reactivo
Citrato de sodio grado reactivo

Sulfato de sodio anhidro para analisis
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- Hidréxido de sodio para analisis
- Etanol absoluto 99,9%

7.3.3. Instrumentos

- Pipetas automéaticas

- Puntas para pipetas

- Planchas de agitacion

-  Termdémetro

7.3.4. Cristaleria

- Beakers de 100 mL y 250 mL

- Buretas graduadas

- Pipetas volumétricas de 5, 10 y 25 mL

- Varilla de agitacion

- Probetas de 25 mL

- Balones aforados de 100, 250 mL y 1000 mL
- Frascos ambar con tapa

7.4. Métodos

7.4.1. Diseio de lainvestigacion

La investigacion a realizar es del tipo exploratoria con un enfoque cuantitativo.

7.4.2. Metodologia

- Sintesis de AgNP con uso de nitrato de plata (AgNO3) y citrato de sodio:
Llevar a ebullicibn 20 mL de AgNO3; 1 mM, afiadir gota a gota 2 mL de citrato de

sodio al 1 % agitando constantemente. Continuar la agitacion y calentamiento
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durante 30 minutos. Dejar enfriar con agitacién continua, monitorear la formacion y

estabilidad de las AgNP por medio de espectroscopia UV-Vis (Fan et al., 2018).

- Metodologia alternativa para la sintesis de AgNP con uso de nitrato de
plata (AgNO3) y citrato de sodio:

Agregar 20 mL de AgNOz; 1 mM, a temperatura ambiente y con agitacion

constante adicionar 2 mL de citrato de sodio al 1 %. Aumentar la temperatura sin

sobrepasar los 90 °C y continuar la agitacion, hasta observar un cambio en la

coloracion. Dejar enfriar con agitacién continua, monitorear la formacion y

estabilidad de las AgNP por medio de espectroscopia UV-Vis (Fan et al., 2018).

- Sintesis de AgNP con uso de nitrato de plata (AgNO3) y borohidruro de
sodio (NaBHy,):

Agregar a 20 mL de una solucién de AgNO3 (1 mM), 0.05 mL de NaBH4 (2 mM).

Realizar la adicion gota a gota manteniendo agitacion constante y en bafio de

hielo. Después de completar la adicion de NaBH,, mantener la agitacion por 3

minutos. Monitorear la formacion y estabilidad de las AgNP por medio de

espectroscopia UV-Vis (Sondi & Salopek-Sondi, 2004).

- Caracterizacion por la dispersién dinamica de luz (DLS) de AgNP’s

Las mediciones se realizaron en el Laboratorio de Biomacromoléculas 5. Instituto
de Quimica. UNAM. Se us6 un instrumento Nano-S ZetaSizer Malvern equipado
con un laser de 633 nm. El angulo de dispersion para todas las medidas fue de
173 °. Se tomaron tres medidas con 12 carreras de 10 segundos cada una. La
preparacion de las muestras se realiz6 agregando 100 uL de solucion de AgNP en

3 mL de agua desionizada para obtener los espectros.

- Extraccién del aceite de la semilla de marafién:
Utilizando material (semilla de nuez de marafidn), la extraccion se realiza
utilizando éter de petréleo entre 40-60°C, por 3 horas, luego se evapora para la

obtencién de la mezcla cruda (Yuliana et al., 2014).
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- Metodologia alternativa para la extraccion del aceite de la semilla de
maranon:

Se trituran las semillas de nuez de marafidon, se agrega éter de petrdleo en un

matraz con refrigerante, y se exponen a bafo de ultrasonido por 17 horas. Se

evapora el solvente para la obtencibn de la mezcla cruda (Kumar,

Paramashivappa, Vithayathil & Subba Rao, 2002).

- Funcionalizacion de las NP por medio de sales de diazonio:

Agregar a 1 mL de una solucién de AgNO3 (1 mM), 2 mL agua desionizada y 3 mL
de NaBH,; (2 mM). Inmediatamente afiadir 1 mL de solucién de 4-aminoanilina (10
mM) disuelta en una solucion de NaNO, (1 mM) en medio acido (10 MM HCl) y 1
mL de acido anacardico (1 mM) disuelto en solucion 0.5 N de NaOH. Realizar la
mezcla de manera rapida con agitacién constante y temperatura ambiente.
Verificar el cambio de color a un rojo grana. Monitorear la formacion y estabilidad

de NP por medio de espectroscopia UV-vis

- Caracterizacion de las AgNP desnudas y funcionalizadas:
Espectroscopia UV-visible, Dispersion de luz dindmica (DLS) y microscopio

electronico de trasmision (TEM).

- Poder bactericida de las AgNP funcionalizadas:

El examen microbioldgico se realizé en el Laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos y
Microbiolégicos (LAFYM), de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, segun metodologia de la USP, capitulo
<62> “Examen microbiologico de productos no estériles: Pruebas de
microorganismos  especificos”. Los microorganismos analizados fueron
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans ATCC 20231,
Salmonella enteritidis ATCC 13076.



14

8. AVAL DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION

En cumplimiento al INSTRUCTIVO PARA EVALUACION TERMINAL DE LOS
ESTUDIANTES DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA EN
SU MODALIDAD DE “PROYECTO DE INVESTIGACION”.

Se extiende el siguiente aval a MARIA CELESTE PELAYES GUILLEN, para la
publicacion de los resultados obtenidos en la investigacion denominada “Sintesis y
evaluacién de actividad bioldgica de nanoparticulas de plata funcionalizadas con
componentes del aceite de la nuez de marafién (Anacardium occidentale)’, los

cuales constituyen resultados parciales del proyecto de Investigacion Macro.




9. RESULTADOS

Tabla 1

15

Evaluacion de la sintesis de AgNP utilizando AgNOs y citrato de sodio como

agente reductor con cambio en la temperatura.

AgNOQO;, | Citrato de o Longitud
: Temperatura . Maxima

No.| 1mM [ sodio, 1 °C) Observacion absorbancia de onda
(mL) % (mL) (nm)
1 20.0 2.0 23 Sin Cambio N/A N/A
2 20.0 2.0 30 Sin Cambio N/A N/A
3 20.0 2.0 40 Sin Cambio N/A N/A
4 20.0 2.0 50 Sin Cambio N/A N/A
5 20.0 2.0 60 Sin Cambio N/A N/A
6 20.0 2.0 70 Sin Cambio N/A N/A
7 20.0 2.0 80 Sin Cambio N/A N/A
8 20.0 2.0 90 Anaranjado 1,9097 432

Proporcién 10:1 (AgNOs / Citrato de sodio), tiempo de reaccion 30 minutos, Espectrofotémetro UV-

Visible VWR / UV-3100PC.
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.

Gréfica 1l

Espectro UV-Visible de la solucién No. 8 de AgNP, obtenida a partir de AgNO; y Citrato de sodio
como agente reductor a 90 °C
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Proporcion 10:1 (AgNOs / Citrato de sodio), tiempo de reaccion 30 minutos, Espectrofotometro UV-Visible
VWR / UV-3100PC. Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
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Tabla 2

Evaluacion de la sintesis de AgNP utilizando AgNO;3; y Citrato de sodio como

agente reductor con cambio en la proporciéon de AgNO3 / Citrato de sodio.

AgNO;, Citra-to de 3 3 Maxima Longitud

No. | 1mM sodio, 1 | Proporcion Observacion absorbancia de onda
(mL) % (mL) (nm)
1 200.0 8.0 25:1 Anaranjado 0.7694 432
2 20.0 2.0 10:1 Anaranjado 1.6585 430
3 50.0 10.0 5:1 Anaranjado 1.5922 430
4 39.3 15.7 5:2 Anaranjado 0.9851 427
5 344 20.6 5:3 Amarillo 1.2374 424
6 30.6 24.4 5:4 Amarillo 0.6300 419
7 27.5 27.5 11 Amarillo 0.4989 418

Temperatura 90 °C, tiempo de reaccion 30 minutos, Espectrofotdmetro UV-Visible VWR / UV-
3100PC.
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.

Gréafica 2

Espectros UV-Visible de las soluciones de AgNP, obtenidas a partir de AgNO3 y
Citrato de sodio con cambio en la proporcién AgNO3 / Citrato de sodio
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582

Espectrofotémetro UV-Visible VWR / UV-3100PC.
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Orgéanica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.
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Foto 1

Solucion de AgNP obtenida

AgNO3 y citrato de sodio a 90 °C.

con

Foto 2

la proporcion AgNO3/ Citrato de sodio.

LA

Comparacion en coloracion, modificando

=

Proporcion 10:1 (AgNOs / Citrato de sodio)

Tiempo de reaccion 30 minutos

a- Proporcion 5:3 (AgNOs/Citrato de sodio
b- Proporcion 10:1 (AgNO;/Citrato de sodio)

Tabla 3

Estudio de la estabilidad a lo largo del tiempo, de AgNP obtenidas con la

proporcion 10:1 (AgNO3 / Citrato de sodio).

P(rgpﬁr(():lc;n Tiempo Maxima Longitud
No. g3 Apariencia Observacién de vida : de onda
Citrato de absorbancia
) (hora) (nm)
sodio)
Solucién de color Distribucion normal
1 10:1 ) en el espectro UV- 0.000 1.6941 428
naranja Vis
Solucién de color Distribucion normal
2 10:1 : en el espectro UV- 0.500 1.7193 428
naranja Vis
Solucién de color Distribucion normal
3 10:1 ) en el espectro UV- 120.0 2.6901 433
naranja Vis
Solucién de color Distribucion normal
4 10:1 ) en el espectro UV- 240.0 2.7632 433
naranja Vis
L Distribucion normal
5 10:1 Solucion de color | o aspectro UV- | 600.0 2.8460 432
naranja ;
Vis
6 10:1 Solucpn de color Deformacién en_el 720.0 N/A N/A
naranja-verdosa espectro UV-Vis

Temperatura 90 °C, tiempo de reaccion 30 minutos, Espectrofotometro UV-Visible VWR / UV-3100PC.

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, USAC.
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Grafica 3

Espectros UV-Visible del estudio de estabilidad a lo largo del tiempo, de AgNP
obtenidas con la proporcion 10:1 (AgNO3 / Citrato de sodio)
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Espectrofotémetro UV-Visible VWR / UV-3100PC.

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, USAC.

Tabla 4

Estudio de la estabilidad a lo largo del tiempo, de AgNP obtenidas con la
proporcién 5:1 (AgNO3 / Citrato de sodio).

Proporcion Tiempo Longitud
(AgNO3 / . . L P Méxima g
No. . Apariencia Observacion | devida .| deonda
Citrato de absorbancia
. (hora) (nm)
sodio)
Solucién de Distribucién
1 5:1 ; normal en el 0.000 0.8640 424
color naranja .
espectro UV-Vis
Solucién de Distribucién
2 5:1 ; normal en el 24.00 0.9807 426
color naranja .
espectro UV-Vis
Solucion de Distribucién
3 5:1 ; normal en el 120.0 1.4250 427
color naranja .
espectro UV-Vis
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Proporcion Tiempo - Longitud
(AgNO3 / . . C . Maxima
No. . Apariencia Observacion | devida .| deonda
Citrato de absorbancia
. (hora) (nm)
sodio)
Solucién de Distribucién
4 5:1 ; normal en el 240.0 1.9437 433
color naranja .
espectro UV-Vis
Solucién de Deformacion en
5 5:1 color naranja- | el espectro UV- 720.0 N/A N/A
verdosa Vis

Temperatura 90 °C, tiempo de reaccion 30 minutos, Espectrofotometro UV-Visible VWR / UV-

3100PC.
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Orgéanica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.

Grafica 4
Espectros UV-Visible del estudio de estabilidad a lo largo del tiempo, de AgNP

obtenidas con la proporcion 5:1 (AgNOg3 / Citrato de sodio)
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Espectrofotémetro UV-Visible VWR / UV-3100PC.
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.
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Evaluacion de la sintesis de AgNP utilizando AgNOs; y NaBH, como agente

reductor con cambio en la relacién molar de NaBH, /AgNOs.

NaBH,, | AgNOs3, Maxima Longitud

No. | 2mM 1 mM | Proporcién Observacion absorbancia de onda
(mL) (mL) (nm)
1 17.6 2.4 15:1 Amarillo traslicido 1.4189 390
2 16.7 3.3 10:1 Amarillo traslicido 2.0236 393
3 15.0 5.0 6:1 Amarillo trasltucido 2.0940 391
4 13.3 6.7 4:1 Amatrillo traslicido 2.3032 397

Temperatura 0 °C, tiempo de reaccion 3 minutos, Espectrofotometro UV-Visible VWR / UV-

3100PC.

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.

Grafica b

Espectro UV-Visible de la solucion de
AgNP, obtenida a partir de AgNO;3 vy
NaBH, en relacion molar 15:1

Grafica 6

Espectro UV-Visible de la solucién de
AgNP, obtenida a partir de AgNO;3 vy
NaBH, en relacion molar 10:1
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Espectrofotémetro  UV-Visible VWR [/ UV-
3100PC. Fuente:

laboratorio de Quimica Organica de la

Datos obtenidos en el

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
USAC.

Espectrofotémetro  UV-Visible VWR [/ UV-
3100PC. Fuente:

laboratorio de Quimica Organica de la

Datos obtenidos en el

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
USAC.
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Grafica 7

Espectro UV-Visible de la solucion de
AgNP, obtenida a partir de AgNO;3 vy
NaBH, en relacion molar 6:1

Gréfica 8
Espectro UV-Visible de la solucion de
AgNP, obtenida a partir de AgNO;3 y

NaBH, en relacion molar 4:1
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Espectrofotémetro  UV-Visible VWR [/ UV-
3100PC.

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de
Quimica Organica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.

Espectrofotémetro  UV-Visible VWR [/ UV-

3100PC.
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de

Quimica Organica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.
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Gréfica 9

Comparacion entre los espectros UV-Visibles de soluciones de AgNP obtenidas

con citrato de sodio y NaBH, como agentes reductores.
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1) Citrato de sodio: A = 430 nm; 2) NaBH,: A = 390 nm. Espectrofotémetro UV-Visible VWR / UV-3100PC.
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, USAC.

Foto 3

Haz de luz laser enfocado a través de la solucion de AgNP.

a) Haz del laser atravesando agua desmineralizada y la solucién de AgNP
b) Haz del laser atravesando la solucion de AgNP
¢) Haz del laser atravesando soluciones de AgNP de diferentes concentracion




23

Tabla 6

Evaluacion de la funcionalizacion de AgNP con sal de diazonio, cambiando la

relacion molar de AgNO3 / NaBH, / Sal de diazonio.

AgNO, NaBH, (mL) | Sal Diazonio . Méaxima Longitud
*Mx (mL) Agua | Proporcién | <00 . | deonda
2,6X10" M 0,4 M 0,08 M (nm)
A 9.00 0.00 0.00 1.00 | AgNOs - -
B 0.00 0.00 0.08 9.92 | SalDiazo - -
c 9.00 0.03 0.00 0.97 AgNP 3.879 388
desnudas
D 0.00 0.06 0.08 9.86 | NaBH./Sal } ]
Diazo
E 9.00 0.00 0.06 0.92 | AINOs/Sal ] ]
Diazo
AgNP Fuc.
F 9.00 0.06 0.04 0.90 N on 1.637 397
G 9.00 0.06 0.06 0.8g | AGNP Fuc. 1.230 408
1:10:2
AgNP Fuc.
H 9.00 0.06 0.10 0.84 ros 0.699 408
| 9.00 0.03 0.06 0.01 Ag';'fs_zuc' 1.542 402

Temperatura 0 °C, tiempo de reaccion 3 minutos, Espectrofotometro UV-Visible VWR / UV-
3100PC. *Mx: Muestra. Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

Gréafica 10

Espectros UV-Visible en la evaluacion de la funcionalizacion de AgNP con sal de
diazonio, cambiando la proporcién de AgNO3z / NaBH, / Sal de diazonio.
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Espectrofotdmetro UV-Visible VWR / UV-3100PC. Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de

Quimica Organica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
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Evaluacion de la funcionalizacion de AgNP con acido anacardico en medio basico,

cambiando la relacion molar de AgNO3 / NaBH, / &cido anacardico.

Acido

AgNO; NaBH, ido MAXi Longitud
*MX. (mL) (mL) Anacardico | agua | Proporcion absc?rxblgqna::ia de onda
26X10°M| 04M 0,04 M (nm)
Al 0.00 0.00 0.08 9.92 Acido } ]
anacardico
AgNP
B1 9.00 0.02 0.00 098 | I 3.730 389
c1 9.00 0.00 0.08 0.92 | AgNO/Acido - -
D1 0.00 0.02 0.08 9.90 | NaBH,/Acido - -
E1 9.00 0.02 0.02 0.96 Ag';‘g_'i“c' 2.140 411
F1 9.00 0.02 0.04 0.94 Ag'l‘,z_'i“c' 1.649 411
Gl 9.00 0.02 0.06 0.92 AQT_Z_;UC' 1.629 412
H1 9.00 0.02 0.08 0.90 AgT_Z_ZUC' 1.234 413

Temperatura 0 °C, tiempo de reaccidon 3 minutos, Espectrofotémetro UV-Visible VWR / UV-

3100PC.
*Mx: Muestra

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.

Gréfica 11

Espectros UV-Vis de la evaluacion de la funcionalizacion de AgNP con &cido
anacardico en medio basico, cambiando la relacion molar de AgNO; / NaBH, / &cido

anacardico.
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Espectrofotéometro UV-Visible VWR / UV-3100PC. Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de

Quimica Orgénica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
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Determinacion de la distribucion de tamafio de AgNP desnudas (sin funcionalizar)

por dispersion dinamica de luz (DLS)

Pico 1, | Pico 2, | Pico 3, | Picol, | Pico 2, Pico 3,
T. Z-Ave PDI Int. Int. Int. Int. de Int. de Int. De
No. media media | media area area area
°C d.nm d.nm d.nm d.nm % % %
1 25 24.18 | 0.76 76.89 7.33 3519 71.80 24.10 4.10
2 25 24.20 | 0.76 80.06 8.41 3826 69.80 25.20 3.20
3 25 26.75 | 0.59 93.03 11.57 4 71.10 19.00 9.90
4 25 2430 | 0.76 76.59 6.94 3265 75.10 20.80 4.10
5 25 26.78 | 0.59 76.85 8.25 4042 69.60 27.00 3.40
6 25 24.39 | 0.76 75.36 5.77 3576 79.00 17.60 3.40
Media 25 25.10 | 0.70 79.80 8.04 3039 72.73 22.28 4.68
SD 0.0 1.29 0.09 6.67 1.98 1510 3.66 3.71 2.58
Mx: Muestra

T: Temperatura

Z-Ave: Promedio de distribuciéon de tamafo
PDI: Indice de polidispersidad
Int: Intensidad

Fuente: Datos experimentales obtenidos en Universidad Nacional Autéctona de México,

México.

Tabla 9

Determinacion de

la distribucion

dispersion dinamica de luz (DLS)

de tamafio de AgNP funcionalizadas por

Pico 1, | Pico 2, Pico 3 Pico 1, | Pico 2, | Pico 3,
T. Z-Ave PDI Int. Int. . Int. de Int. de Int. De
No. Media | media Int. media area area area
°C d.nm d.nm d.nm d.nm % % %
1 25 72.59 0.53 148.6 7.286 0 95.1 4.9 0
2 25 72.23 0.53 253.4 62.24 5.916 51.1 43.3 5.6
3 25 72.22 0.52 139.1 22.7 4241 86.4 10.6 3
4 25 72.34 | 0.53 169.1 31.22 4.599 79 16.2 4.9
5 25 71.98 0.53 169.8 7.863 0 93.4 6.6 0
6 25 71.52 0.52 144.0 5.947 3983 93.5 5.1 1.3
Media 25 72.15 | 0.53 170.7 22.88 1372.42 83.08 14.45 2.47
SD 0 0.37 0.00 | 42.53 21.79 2123.64 16.79 14.77 2.43
Mx: Muestra

T: Temperatura

Z-Ave: Promedio de distribuciéon de tamafio
PDI: Indice de polidispersidad
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Int; Intensidad
Fuente: Datos experimentales obtenidos en Universidad Nacional Autéctona de México,

México.

Foto 4

Tamarfo de AgNP desnudas (sin funcionalizar).

Imagen obtenida por microscopio electronico de transmision.
Fuente: Datos experimentales obtenidos en L'Institut National de la Recherche Agronomique
(INRA), Francia.

Foto 5

Tamafo de AgNP funcionalizadas.

Imagen obtenida por microscopio electronico de transmision.
Fuente: Datos experimentales obtenidos en L'Institut National de la Recherche Agronomique
(INRA), Francia.
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Tabla No. 10
Determinacion del poder bactericida de AgNP funcionalizadas en diferentes tipos

de microorganismos.

Microorganismo Directo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Hubo crecimiento
Escherichia coli ATCC 25922 Hubo crecimiento
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Hubo crecimiento
Candida albicans ATCC 10231 Hubo crecimiento
Salmonella enteritidis ATCC 13076 Hubo crecimiento

Fuente: Datos obtenidos en el Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos y Microbiolégicos (LAFYM),
USAC.
** Metodologia USP

10.DISCUSION DE RESULTADOS

La temperatura y el tiempo de reaccién fueron factores importantes en la sintesis
de AgNP, utilizando citrato de sodio como agente reductor. Se puede notar en la
Tabla 1, que la reaccion no presenté cambio hasta que la temperatura se aumento
a 90 °C durante 30 minutos, observandose la aparicion de una coloracién
anaranjada (Ver Foto 1). Esto se debe a que, a pesar que la plata en solucién
acuosa, tiene un potencial de reduccion (E°) positivo, es decir se reduce con
relativa facilidad, el citrato de sodio, con un potencial de reduccién de E° = - 0.180
V, no es un agente reductor capaz de llevar a cabo la reaccion a temperaturas
mas bajas (Alarcon & Griffith, 2015).

Segun la teoria de Mie, en base a la longitud de onda de maxima absorbancia se
puede predecir la forma, tamafio y moléculas unidas a la superficie de las AgNP
(Alarcon y Griffith, 2015). Por tanto, el espectro UV-visible de la solucion obtenida
de AgNP (Grafica 1), presenté un maximo de absorbancia en una longitud de onda
de 432 nm, es decir que la mayor concentracion de AgNP podria haber

presentado un tamafio aproximado de 60 a 80 nm. A pesar de lo anterior, se
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observé un ensanchamiento en el pico de absorcion, probablemente causado por
un mayor tamafno de las AgNP formadas (Solomon, Bahadory, Jeyarajasingam &
Rutkowsky, 2007).

La variacion en la proporcion utilizada de AgNO; y citrato de sodio, afectd la
concentracion y la distribucion de tamafos de AgNP. En la Tabla 2 se presentan
los resultados de las proporciones evaluadas, las cuales fueron 25:1, 10:1, 5:1,
5:2, 5:3, 5:4y 1:1 (AgNO3 / citrato de sodio). La reaccidon con mayor efectividad se
obtuvo con las proporciones de 10:1 y 5:1, con maximos de absorbancia de
1.6585y 1.5922, respectivamente, en 430 nm.

Segun los espectros UV-Visible obtenidos de las proporciones 5:4y 1:1, los cuales
presentaron un méxima absorbancia en 419 y 418 nm, respectivamente, dieron
indicios de AgNP de menor tamafio, entre 35 a 50 nm aproximadamente, sin
embargo la concentracion fue relativamente baja. La disminucion de tamafio en las
AgNP se refleja ademas, en el cambio de coloracion en la solucién como se puede
observar en la Foto 2, en donde la proporcion 5:3 (A = 424 nm) presenté una
coloraciéon amarilla traslicida, mientras que la proporcién 10:1 (A = 430 nm) fue

anaranjada.

Se evaluo la estabilidad de las AgNP obtenidas de las proporciones 10:1 y 5:1,
observandose un aumento en la absorbancia, es decir en la concentracion, a lo
largo del tiempo, manteniendo la distribucion de tamafios (Ver Tablas 3 y 4). Sin
embargo, como se observa en las graficas No. 3 y 4, los picos de absorcidon
presentaron una deformacién a los 30 dias de vida de las AgNP, indicando la

descomposicion y/o aglomerado de las mismas.

Adicionalmente, se llevdo a cabo la reaccion utilizando borohidruro de sodio
(NaBH4;) como agente reductor, el cual posee un potencial de reduccion mas
negativo que el citrato de sodio, siendo éste un mejor agente reductor, por lo que

gener6 mejores resultados en menor tiempo y a baja temperatura. Como se
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observa en la Tabla 5, se obtuvo AgNP de menor tamafio con un maximo de
absorbancia en 390 nm aproximadamente. Ademas, los espectros UV-Visibles
presentaron un menor ensanchamiento en comparacion con los obtenidos con
citrato de sodio. Esto se debe a que con el aumento del tamafio de las AQNP debe
haber un corrimiento hacia el rojo en el espectro, es decir, un incremento en la
longitud de onda, tal como puede observarse con las AgNP formadas con citrato
de sodio (Grafica 9).

Se evalud la sintesis variando la relacion molar entre AQNO3; y NaBH,4, que segun
los espectros UV-visible obtenidos, la proporcion 10:1 fue la que presenté una
mejor formacion del pico de absorcion, lo que supone la formacién de AgNP de
menor tamafo (Grafica 6). Se puede observar en el espectro de la proporcién 6:1,
una deformacion entre los 406 a 500 nm (Gréfica 7), posiblemente causada por
aglomerado de las AgNP; mientras que la proporcibn 4:1 presentd un
ensanchamiento y absorbancia maxima en una longitud de onda mayor a las

demas (Gréfica 8).

Asimismo, se realizd una prueba rapida para comprobar la formacion de las NP,
utilizando un laser infrarrojo. Las particulas grandes dispersan la luz visible en
angulos mas pequefios en relacion con la luz del laser, mientras que las particulas
pequefias dispersan la luz en angulos mas grandes. Por tanto, se pudo observar
gue en el agua no se logro visualizar dispersion de la luz visible, como en el caso
de la solucién de AgNP (Foto 3).

En la Tabla 6 y Tabla 7, se encuentran los datos obtenidos en la evaluacién de la
funcionalizacion de AgNP con sal de diazonio y acido anacardico,
respectivamente. La sintesis se evalué modificando la relacién molar entre AQNO3,
NaBH, y Sal de diazonio / Acido anacérdico. Se obtuvo un cambio significativo
entre los espectros UV-Visibles obtenidos de las AgNP desnudas (sin

funcionalizar) y las AgNP funcionalizadas (Ver Grafica 10 y 11). Adicionalmente se
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llevd a cabo una funcionalizacion con &cido anacéardico por medio de sal de

diazonio, obteniendo una solucion de color rojo grana.

Se analizaron seis soluciones de AgNP desnudas por dispersion dindmica de luz
(DLS), las cuales presentaron un diametro promedio (Z-AVE) de 25.1 nm, con una
desviacion estandar (SD) de 1.29 nm. No obstante, se obtuvo un indice de
polidispersidad promedio (PDI) de 0.70 (Tabla 8). Ademas, se analizaron seis
soluciones de AgNP funcionalizadas con acido anacardico las cuales presentaron
un Z-AVE de 72.15 nm, con una SD de 0.37 nm, y un PDI de 0,53 (Tabla 9). El
incremento en el diametro promedio confirma la funcionalizacién de las AgNP. Los
valores de PDI relativamente altos se deben a que el control de tamafio de las
AgNP es dificil en medios acuosos, por lo que es conveniente utilizar compuestos
con coeficientes de viscosidad alta, como el glicerol, para reducir la dispersién de
tamanos (Alarcon y Griffith, 2015).

Cabe destacar que el estudio de DLS dio un valor aproximado del didmetro de las
AgNP analizadas, debido a que la medicion se basa en la dispersion de un haz de
luz a través de la solucién. Sin embargo, para obtener el diametro con mayor
exactitud de las AgNP desnudas y funcionalizadas se utiliz6 un microscopio
electrénico de transmision (TEM). En la Foto 4, se puede visualizar que el tamafio
de las AgNP desnudas vario entre 5 a 12 nm, aproximadamente, mientras que
para las AgNP funcionalizadas (Foto 5), se observan tamafos entre 27 a 45 nm, lo

cual confirma la funcionalizacién de las mismas.

El examen microbioldgico se realizé en el Laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos y
Microbiolégicos (LAFYM), segun metodologia de la USP, capitulo <61> “Examen
microbiolégico de productos no estériles: Pruebas de recuento microbiano” y
capitulo <62> “Examen microbiolégico de productos no estériles: Pruebas de
microorganismos  especificos”. Los microorganismos analizados fueron
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans ATCC 20231,
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Salmonella enteritidis ATCC 13076. Se puede observar en la Tabla 10, que para
todas las cepas hubo crecimiento, por lo que las AgNP, a pesar de su posible
actividad biocida, no fueron capaces de inhibir el crecimiento de los
microorganismos evaluados. Esto pudo deberse a que en la funcionalizacién de
las AgNP con &cido anacérdico mediante la formacion de sales de diazonio, el
acido haya sufrido alguna modificacion en su estructura de tal manera que éste

perdiera su propiedad biocida.

11. CONCLUSIONES

1. Se comprob6 que se pueden generar AgNP con citrato de sodio y NaBH,
como agentes reductores, requiriendo el citrato de sodio condiciones de
reaccion mas fuertes para que se lleve a cabo la reaccién redox.

2. Se obtuvo AgNP de menor tamafio utilizando NaBH, como agente reductor,
presentando un maximo de absorbancia en 390 nm, mientras que las AgNP
formadas con citrato de sodio mostraron un corrimiento hacia rojo en el

espectro.

3. Se determind que el tiempo de vida de las AgNP formadas fue de 30 dias,
presentando deformacion en los espectros UV-visibles causado
posiblemente por descomposicién o aglomerado de las AgNP.

4. Se observé cambios significativos en los espectros UV-Visibles obtenidos
de AgNP funcionalizadas con sal de diazonio y acido anacardico, en
comparaciéon con AgNP desnudas, lo que dio indicios a que la

funcionalizacion fue efectiva.

5. Se obtuvo el indice de polidispersidad (PDI) de AgNP desnudas y
funcionalizadas, mediante DLS, obteniendo para las desnudas un PDI de

0.70, con un diametro promedio de 25.1 nm, mientras que para las
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funcionalizadas el PDI fue de 0.53, con un diametro promedio de 72.15 nm.,

confirmando asi la funcionalizacion de las mismas

6. Se obtuvo un diametro promedio de 8 nm + 4 nm para las AgNP desnudas
y un diametro promedio de 36 nm =9 nm para las AgNP funcionalizadas,

mediante un microscopio electronico de transmision.

7. Se evalud el poder bactericida de las AgNP funcionalizadas con acido
anacardico ante S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa
ATCC 9027, C. albicans ATCC 20231, S. enteritidis ATCC 13076,
observandose crecimiento bacteriano en todos los casos, por lo que las
AgNP funcionalizadas no presentaron potenciales propiedades biocida ante

los microorganismos evaluados.

12. RECOMENDACIONES

1. Evaluar la eficiencia de diferentes agentes reductores en la sintesis de
AgNP, modificando pH, temperatura y tiempo de reaccion para la obtencion
de AgNP de diferentes tamafios.

2. Utilizar compuestos con coeficientes de viscosidad alta en el medio de
reaccion, como el glicerol, para reducir la dispersiébn de tamafios en la
sintesis de AgNP.

3. Llevar a cabo la funcionalizacion de AgNP utilizando otros compuestos que

tenga la capacidad de mejorar la actividad bactericida.
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