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RESUMEN

En este trabajo se exploro el potencial agente terapéutico de las nanoparticulas
de plata (AgNPs) en el contexto antibacteriano y antioxidante, la sintesis de AgNPs
mediante el método de Turkevich se logr6 con éxito. Las nanoparticulas se
caracterizaron mediante técnicas de dispersion de luz dinamica DLS, espectroscopia UV-
Vis, microscopia electronica de transmision TEM y potencial Z, lo que permitié conocer
gue se obtuvo particulas con un tamafio nanomeétrico, estables coloidalmente y de forma
esférica.

Ademas, se evalud la capacidad antioxidante de las AgNPs empleando el radical libre
DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil). Mostrando que las nanoparticulas a concentraciones
de 50, 100 y 200 pg/ml exhibieron porcentajes de inhibicion contra los radicales que
variaron en funcién del tiempo de reaccion, destacando una mayor capacidad
antioxidante a mayor tiempo de reaccion.

En cuanto a las propiedades antibacterianas, se encontré que las AgNPs sintetizadas no
mostraron actividad inhibitoria en el método de difusion de disco tras 48 horas de
incubacion; esto sugiere que las nanoparticulas sintetizadas no presentan actividad

antibacteriana en las condiciones evaluadas.
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ABSTRACT

In this study, the therapeutic potential of silver nanoparticles (AgNPSs) in
antibacterial and antioxidant contexts was explored. The synthesis of AQNPs using the
Turkevich method was successfully achieved. The nanoparticles were characterized
using dynamic light scattering (DLS), UV-Vis spectroscopy, transmission electron
microscopy (TEM), and Zeta potential analysis, which revealed the production of
nanoscale particles that were colloidally stable and spherical in shape.

Furthermore, the antioxidant capacity of the AgNPs was evaluated by employing the
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyl) free radical assay. It was observed that the
nanoparticles at concentrations of 50, 100, and 200 pg/ml exhibited varying percentages
of inhibition against the radicals, with greater antioxidant capacity observed at longer
reaction times.

Regarding their antibacterial properties, it was found that the synthesized AgNPs did not
demonstrate inhibitory activity in the disk diffusion method after 48 hours of incubation.
This suggests that the synthesized nanoparticles do not possess antibacterial activity

under the evaluated conditions.
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.  INTRODUCCION

A lo largo de este apartado se abordaran los principios basicos y fundamentales para la
realizacion del presente trabajo de investigacion. Se exploraran conceptos clave como
nanotecnologia, nanomateriales, nanoparticulas de plata (AgNPs), métodos de sintesis

y caracterizacion, asi como la resistencia bacteriana y estrés oxidativo.

I.I Nanotecnologia y Nanomateriales

Aungue la nanotecnologia ha sido empleada desde tiempos ancestrales, el término
nanociencia no fue estudiado ni fue motivo de interés hasta 1959, tras una charla
visionaria impartida por Richard Feynman. En la cual el destaco “Los principios de la
fisica, hasta donde puedo ver, no se oponen a la posibilidad de manipular 4&tomos
individuales”. Por su parte, el término nanotecnologia fue introducido hasta 1974 por
Norio Taniguchi (Schaming, D., & Remita, H., 2015).

Los nanomateriales son reconocidos como materiales cuyas dimensiones se encuentran
normalmente en un rango de 1 a 100 nandmetros, estos representan un tipo de
materiales que exhiben propiedades Unicas y excepcionales en comparacion con sus
contrapartes.

Estas magnificas propiedades observadas en los nhanomateriales se atribuyen en gran
medida al efecto cuantico de tamafio, el cual surge cuando el material se reduce en
dimensiones nanométricas, induciendo un confinamiento cuantico que altera
significativamente sus propiedades electronicas. Entre los cambios destacables se
incluyen la modificacion de la densidad de estados electronicos, la aparicion de bandas
de energia discretas y la alteracion de los limites entre las bandas de conduccion y
valencia. El efecto cuantico de tamafio implica que los electrones y otros portadores de
carga en el material estan restringidos espacialmente, lo que resulta en un
comportamiento electronico y Optico caracteristico a escala nanomeétrica (Husain, M., &
Khan, Z., 2016).



Estos materiales se pueden clasificar de diferentes formas, en donde una de las mas
comunes es segun el numero de dimensiones que no estén confinadas a la escala nano.
e O0D: En el caso de estos nanomateriales todas sus dimensiones tienen lugar en la
escala nano, como los atomos, un ejemplo de ellos son los puntos cuénticos, los
cuales no son atomos, pero pueden llegar a ser considerados un atomo artificial
por el hecho de que ninguna de sus dimensiones se sale de lo nanométrico
(Roduner, E., 2006).
e 2D: Tienen una estructura en la que la longitud es larga mientras que la anchura
y largo se encuentra confinada en la nanoescala, ejemplo de ellos son los nano
cables, nanotubos y nano rodillos (Baig, N., 2023).
e 1D: Los materiales considerados 1D tienen restringida solo una dimensién en el
area nano, lo que resulta en un pozo cuéantico o plano. En estos casos la longitud
y ancho pueden tener mayor tamafio, mientras que la altura no, esta tiene el

tamafo aproximado al radio de exciton de Bohr (Garnett, E., et al., 2019).

[.I Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Una constante a lo largo de la vida humana ha sido la plata, tanto su presencia como su
aplicacion, esta ha abarcado una amplia gama de sectores en los cuales se ha aplicado.
Uno de los aspectos mas significativos de su uso fue su empleo como agente
desinfectante, esto con propdsito higiénico y médico, siendo esta una practica que se
remonta a la antigiedad. Inclusive Hipdcrates describio el uso de la plata en polvo en la
curacion de heridas, destacando su eficacia. A pesar de ser una practica lo bastante
comun, esta perdio relevancia cuando los antibiéticos llegaron, haciendo el uso de estos
algo mas habitual. (Oroz, M., 2009).

No obstante, los vestigios de la humanidad utilizando la plata a escala nanométrica,
también marcan los primeros indicios del empleo de nanomateriales; un ejemplo notable
es la copa de Lycurgus (fig. 1), la cual posee un vidrio capaz de dispersar luz verde y
transmitir luz roja, esto debido a que se compone de una aleacién de metales a escala

nanométrica (Drozdov, A., et al., 2021).



Figura 1. Copa de Lycurgus siglo 1V, compuesta de bronce y vidrio que contiene nanoparticulas de plata
y oro. Vista con a) luz transmitida b) luz reflejada (Wing, C., 2006).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido objeto de una investigacion exhaustiva y
continua a lo largo de los afios, esto debido a su versatilidad, estas ha generado un
mayor interés en virtud a sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas. Entre estas
caracteristicas notables se incluyen una capacidad antibacteriana, alta conductividad
eléctrica y térmica, dispersion de Raman en superficie, estabilidad quimica, actividad
catalitica y comportamiento Optico no lineal. Es gracias a esta combinacion de
propiedades destacables es que las nanoparticulas de plata se encuentran en una gran
gama de procesos de fabricacion y productos finales (Tran, Q., et al., 2013).

El amplio y variado espectro de posibles aplicaciones, se debe a la variacion de sus
propiedades dependiendo de su tamafio, forma, composicion, carga superficial y
aglomeracién, de igual forma estas son de suma importancia para determinar las
interacciones biolégicas, asi como el impacto toxico que estas puedan tener en el ser
humano; siendo las AgNPs de un tamafio menor a los 10nm siendo las mas altas en
toxicidad debido a la liberacién de iones de plata (Wei, L., et al., 2015). Esto subraya la
importancia de mantener un control preciso en los métodos de obtencién de este
nanomaterial.

Para la obtencion de nanoparticulas de plata, se identifican tres vias distintas para su
sintesis, métodos fisicos, quimicos y verdes. La eleccion del método mas adecuado para
la sintesis dependera de las caracteristicas deseadas, como la forma, el tamafio y las

propiedades particulares que se esperan obtener de las nanoparticulas.



[.IIl Métodos de sintesis de nanoparticulas de plata

Existen distintos métodos para la sintesis de nanoparticulas de plata, los cuales se
dividen en métodos fisicos, métodos verdes y métodos quimicos. Dentro de los métodos
fisicos tenemos la técnica de ablacion laser, la cual se distingue por permitir obtener
cantidades significativas de AgNPs con una alta pureza notable, Sin embargo, a este
meétodo de sintesis se le asocia una complicacion, la cual indica que las nanoparticulas
sintetizadas tienden a aglomerarse, es decir, a agruparse o unirse entre si, lo que puede
llevar a afectar tanto sus propiedades como sus potenciales aplicaciones (Lee et al.,
2019).

Los métodos de quimica verde para la sintesis de AgNPs han sido explorados debido a
que presentan caracteristicas beneficios ambientales. Los estudios de sintesis verde
para la elaboracion de nanoparticulas de plata mediante el uso de plantas han recibido
una atencion considerable, esto motivado por el eficiente proceso de biosintesis que
ofrece esta metodologia. En este proceso, los metabolitos presentes en las plantas,
como compuestos fendlicos, polifenoles, enzimas, alcaloides, terpenoides, saponinas,
taninos, proteinas, entre otros, actian como agentes reductores y estabilizadores
durante el proceso de sintesis de AgNPs, facilitando la produccion de nanoparticulas
estables y reduciendo la formacion de aglomerados (Vadakkan et al., 2024). Sin
embargo, estos procesos deben de ser estandarizados para cada especie que se utiliza.
A pesar de la innovacién de estos métodos, los métodos quimicos mantienen una
posicion dominante en la sintesis de AgNPs. Los métodos quimicos para llevar a cabo
nanoparticulas de plata parten principalmente de un precursor metalico, un agente
reductor, agentes estabilizadores y un disolvente, normalmente las sintesis quimicas se
llevan mediante cuatro reacciones quimicas, una de ellas es mediante el empleo de
citrato, conocido como método Turkevich, aunque este fue uno de los primeros que se
plantearon para la sintesis de AgNPs se sigue utilizando dia a dia debido a que es
rentable y no requiere de muchas manipulaciones (Pryshchepa, O., et al., 2020). El
método de sintesis Turkevich viene a partir del método coloidal, es decir, la preparacion
de particulas individuales capaces de exhibir movimiento browniano no fue hasta

principios de los afios cincuenta que fue Turkevich quien reporté el primer método



estandarizado y reproducible para llevar a cabo coloides. Este método implica la
reduccién quimica de sales metdlicas, por lo cual consiste en disolver una sal del
precursor metalico o del 6xido a preparar, esto para proporcionar los iones metalicos
necesarios para la formacion de las nanoparticulas; con un reductor el cual es uno de los
mas cruciales debido a que este se encarga de reducir los iones metalicos a su forma
metalica, iniciando asi el proceso de formacion y finalmente un agente estabilizante, el
cual se encarga de evitar la agregacion, ayudando a controlar la forma y el tamafio de
las nanoparticulas, siendo este muchas veces el mismo que el agente reductor. La
formacion de AgNPs es corroborada por un cambio de color de incoloro a amarillo tenue
(Zanella, R., 2012).

[.IV Técnicas de caracterizacion de las AgNPs

l.IV.1 Microscopia electronica de transmisién (TEM)

Después de la sintesis de AgNPs es necesario caracterizar sus propiedades fisicas y
guimicas. Para esto se emplean distintas técnicas, una de ellas es la microscopia
electronica de transmision TEM. En esta técnica se emplean haces de electrones
dirigidos hacia la muestra con la finalidad de obtener imadgenes de alta resolucién de
muestras a niveles micro y nanoestructuradas, esta técnica destaca por su capacidad
para alcanzar una resolucion excepcionalmente elevada, dando la posibilidad de
observar estructuras de forma detallada dando asi informacién morfologica (Grimley, E.,
et al., 2019). Esta resolucion se debe a que se emite un haz de electrones acelerados
mediante un campo eléctrico, haciendo que estos sean impulsados a velocidades
cercanas a las de la luz, estos electrones se alinean para que viajen en paralelo para
después atravesar una muestra delgada, interactuando con los &tomos de la muestra,
generando dispersién, absorcién y difraccion; después de esto los electrones se enfocan
mediante un conjunto de lentes magnéticas hacia un plano de observacion, los
electrones dispersados son recogidos por un detector de electrones, convirtiéndolos en

una imagen electrénica amplificada (Egerton, R., 2005).



l.IV.2 Dispersion de luz dindmica DLS

La dispersion de luz dinamica o por sus siglas DLS es una técnica optica que se emplea
para medir el tamafio de particulas en suspension, esto mediante una fuente de luz que
se dirige hacia la muestra, dispersandose en todas las direcciones Cuando se separa
una direccion, los haces de luz dispersados por diferentes particulas se entrecruzan,
produciendo una intensidad de dispersion especifica. Debido al movimiento browniano,
las posiciones relativas de las particulas estan en constante cambio, lo que afecta tanto
a las condiciones de interferencia como a la intensidad de dispersion en si misma. Si las
particulas se desplazan rapidamente (siendo pequefias), la variacién en la intensidad de
dispersion se acelera. Por el contrario, las particulas que se mueven lentamente (siendo
grandes) generan variaciones mas pausadas, es decir, esta es una técnica que se basa

en el andlisis de la dispersion de la luz para inferir tamafios (Cuadros, A., et al., 2014).

[.IV.3 Potencial Z

El potencial z (ZP) es una técnica en la cual se refleja la diferencia de potencial entre la
doble capa eléctrica (EDL) de las particulas moéviles por electroforesis y la capa de
dispersante que las rodea en el plano de deslizamiento. Este se emplea para evaluar la
estabilidad coloidal de las nanoparticulas ya que nos brinda informacion sobre la carga
superficial efectiva de las particulas coloidales, lo cual lo convierte en una herramienta
valiosa para conocer y comprender las propiedades de las particulas coloidales y
suspensiones. Uno de los usos mas comunes de esta técnica es para conocer la
estabilidad coloidal en soluciones, donde dispersiones con valores de ZP de +0-10 mV,
+10-20 mVy £20-30 mV 'y >+ 30 mV como altamente inestables, relativamente estables,

moderadamente estables y altamente estables (Bhattacharjee, S., 2016).

l.IV.4 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-visible es una técnica analitica rapida, la cual se basa en la
medicién de absorbancia o transmitancia de la luz. Los espectrofotometros UV-Vis

dirigen una fuente de luz ultravioleta hacia la muestra, en donde un detector se encargara



de registrar la luz que transmite la misma. Esta técnica es crucial para comprender las
propiedades Opticas de las nanoparticulas. El fundamento tedrico de esta espectroscopia
se fundamenta en las transiciones electronicas de moléculas organicas que absorben
luz, con esto provocando que los electrones se exciten desde un orbital con una menor
energia llamado HOMO, hacia un orbital desocupado de mayor energia, llamado LUMO.
En donde la energia de la longitud de onda absorbida debe tener coincidencia con la
diferencia de energia HOMO-LUMO (Rocha, F., et al., 2018).

I.V Aplicaciones de las nanoparticulas de plata

Las AgNPs son uno de los nanomateriales mas atractivos para aplicaciones comerciales,
esto debido a sus aplicaciones variadas que van desde la actividad antibacteriana, su
actividad antioxidante, hasta la impresion por inyeccion de tinta para producir circuitos
electrénicos flexibles a bajo costo (Natsuki, J., et al., 2015); sin embargo, este estudio se

centrara en sus aplicaciones antioxidantes y antibacterianas.

1.V.1 AgNPs: aplicacion antioxidante

Las nanoparticulas de plata muestran su potencial antioxidante al neutralizar los
radicales libres y reduciendo el dafio oxidativo en las células (Bustos, P.S. 2017). Un
radical libre (RL) es una especie quimica que contiene uno o mas electrones que realizan
el recorrido orbital de manera impar, es decir que poseen un electrén desapareado en el
orbital externo, lo que lo convierte en una especie quimica totalmente inestable y muy
reactiva, a pese de tener una vida muy efimera, el dafio que realizan en cuestion de
momentos es sumamente alto (Rodriguez, J., et al., 2001). La formacion de RL inicia
cuando el oxigeno molecular se reduce, generando la produccion del anién superéxido
O2, mismo que se convierte en el peréxido de hidrégeno H202, para posteriormente
convertirse en el radical hidroxilo OH-, las principales fuentes de especies reactivas del
oxigeno (ERO) se pueden encontrar en los componentes celulares como la cadena de
transporte de electrones. (Martinez, J., et al, 2010).

Es importante neutralizar a los radicales libres debido a que al existir una acumulacion

excesiva generan estrés oxidativo (EO), este se define como un estado bioquimico en el



cual existe un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO),
asi como en las especies reactivas del nitrdgeno y en los mecanismos de defensa
antioxidantes (Vifas, G., & Porta, R., 2012).

El EO es relacionado a distintas patologias, tales como el envejecimiento, este es
principalmente causado por el estrés oxidativo, debido a que genera una disminucion en
la cantidad de teldmeros, esto debido a que son altamente sensibles y dificiimente se
recuperan a diferencia de otras partes del cromosoma, realizando que se acelere el
proceso de envejecimiento junto con otros padecimientos que se relacionan con la edad
(Luo, J., et al., 2020).

La actividad antioxidante de las nanoparticulas de plata se puede evaluar por medio de
un ensayo de eliminacion y neutralizacion de radicales libres, tal como lo es el DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), este es reconocido como uno de los métodos colorimétricos
estandar y simples para poder evaluar las propiedades antioxidantes de algunos
compuestos puros. El fundamento teérico de este ensayo se basa en que el 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil al recibir un atomo de hidrogeno de la molécula captadora o la antioxidante
llega a reducirse a DPPH2, lo que ocasiona un cambio de color de purpura a amarillo y
de igual manera una disminucion de absorbancia a 515 nm; la evaluacién de esta
propiedad tiene una alta importancia debido a sus posibles aplicaciones tanto en el
campo médico, cosmético y alimenticio (Mishra, et al., 2012). Para analizar los resultados

obtenidos se requiere del empleo de la formula del porcentaje de inhibicién.
Absg—Absy

AbSo

%Inhibicion = ( ) 100 (Ecuacion 1)
En donde: Abs, = Absorbancia inicial del DPPH a 517 nm, Abs; = Absorbancia final de

la concentracion final de DPPH a 517 nm (Burboa, E., et al., 2014).

I.V.2 AgNPs: aplicacion antibacteriana

Las nanoparticulas de plata han estado en exhaustiva investigacion para su potencial
aplicaciéon como agentes antibacterianos. Esto debido a que se ha demostrado a lo largo
de numerosos estudios que estas exhiben actividad antibacteriana frente a una variedad
de bacterias, siendo esta actividad altamente dependiente de diversos factores como lo

son la temperatura, pH, tipo de bacteria, tamafio y concentraciones. Se destaca que las



nanoparticulas de plata de menor tamafio tienden a poseer una mayor actividad
antibacteriana, lo que subraya la importancia de su tamafio en esta capacidad.
(Rajeshkumar, S., & Bharath, L., 2017)

Esta potencial aplicacion representa el foco de atencidon en respuesta a la problematica
de la resistencia bacteriana. La resistencia bacteriana a los antibiéticos, comunmente
conocida como RBA es un fendbmeno bioldgico que se refiere a la capacidad que una
bacteria posee para resistir pese de estar bajo concentraciones de antibidticos con
actividades inhibitorias o bactericidas de su especia, esta sea capaz de sobrevivir
(Valerga, D. & Trombetta, L., 2022). Existen dos tipos de resistencia bacteriana, la innata
y la adquirida, la resistencia innata o también llamada natural se refiere a la capacidad
genética inherente de algunas bacterias para ser resistente a los antibioticos, sin
necesidad de exposicion con estos mismos. Esta peculiaridad puede deberse a algun
factor presente en la bacteria como lo es su composicién (Acosta, R. & Vargas, C., 2018).
Mientras que la RBA adquirida puede manifestarse a través de dos mecanismos
principales, la evolucion vertical y horizontal. La evolucion vertical se genera cuando las
bacterias experimentan mutaciones genéticas, ya sean puntuales como estructurales,
mismas que les confieren resistencia a los antibiéticos, estas mutaciones pueden ocurrir
de forma natural y aleatoria. La evolucion horizontal ocurre cuando una bacteria adquiere
nuevo material genético de otros microorganismos ya resistentes (fig. 2) (Lirola, L. et al.,
2022), esto puede ocurrir de 3 diferentes formas, conjugacion (transferencia de material
genético directamente entre bacterias), transformacién (las bacterias captan ADN de su
entorno y mediante la recombinacion homdloga lo incorporan a su sistema) y
transduccion (incorporacion de fragmentos de ADN por medio de bacteriéfagos).
(Martinez, L., & Calvo, J., 2010).

Figura 2. Proceso de evolucién vertical y horizontal en bacterias (Lirola, L. et al, 2022).



A pesar de conocer que la RBA es parte del proceso de adaptacion biolégica de las
bacterias, se conoce que existen ciertos factores que pueden contribuir a que esta
incremente de manera exorbitante como se ha visto a lo largo de los afios, situaciones
como la automedicacion, el tratamiento de aguas residuales ineficiente, el uso
inadecuado en la alimentacién y sanidad animal y la produccion agroalimentaria, son
puntos clave para el aumento de la resistencia bacteriana (Valerga, D. & Trombetta, L.,
2022).

La actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata puede ser evaluada por medio
del método de difusién de disco, el cual mide la capacidad de inhibir el crecimiento
bacteriano y los resultados se expresan en zonas de inhibicion. Este ensayo requiere de
una solucion preparada de la bacteria especifica a estudiar, asi como de la solucion a
probar como agente antimicrobiano, teniendo dichas soluciones listas con sus
concentraciones conocidas se procede a agregar la bacteria a un agar nutritivo mediante
la técnica de frotis tridimensional, siguiendo de cuatro discos de papel previamente
impregnados con la solucion de prueba en una placa de ensayo y estas placas se

incuban a 37°C durante 24 horas (Ngamsurach, P., et al., 2022).
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.  ANTECEDENTES

[I.I AgNPs con actividad antioxidante

En el trabajo titulado “Biosynthesis, in-vitro antioxidant and cytotoxic potential of silver
nanoparticles of Abutilon hirtum (Lamp) Sweet”, elaborado por Arul, B., et al., se
analizaron las propiedades antioxidantes y citotéxicas de las nanoparticulas de plata
previamente sintetizadas por una biosintesis basada en la quimica verde a partir de la
planta Abutilon hirtum (Lamp) Sweet, estas fueron caracterizadas por espectroscopia
FTIR-ATR, microscopia electronica de barrido (SEM), espectroscopia de energia
dispersiva (EDAX) y microscopia de transmisién de alta resolucion (HR-TEM), dando
como resultado que las nanoparticulas de plata exhibieron una forma esférica con un
diametro que oscila entre 15 a 30 nanémetros.

Las propiedades antioxidantes se evaluaron por medio del ensayo DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazil), evidenciando un valor IC50 para DPPH de 29.14 + 4.28 ug, demostrando

una eficacia considerablemente alta (Arul, B., et al., 2023).

Krishnamoorthy, K., et al., en 2023 analiz6 un nuevo método de sintesis verde para
nanoparticulas de plata que fuese respetuoso con el medio ambiente, por ello como
agente estabilizante utilizé hojas de la planta Argyreia nervosa, esto para analizar y
evaluar propiedades antibacterianas, antiinflamatorias, antioxidantes y antidiabéticas. En
la metodologia de esta sintesis verde se realiz6 el extracto y a partir de este se llevo a
cabo las nanoparticulas de plata afladiendo nitrato de plata AgNOs; para analizar las
AgNPs aisladas, se emplearon diferentes técnicas como la espectroscopia UV, difraccion
de rayos X (XRD), microscopia electrénica de barrido (SEM), Dispersién de energia de
rayos X (EDX), espectroscopia FTIR y medicion del potencial Z, dando como resultado
gue las nanoparticulas de plata sintetizadas efectivamente corresponden quimicamente
a la plata, con una morfologia esférica con un tamafio de entre 1 a 10 nanémetros. La
actividad antioxidante fue evaluada con el ensayo DPPH en concentraciones de 100,
200, 300, 400 y 500 pg/ml obteniendo un porcentaje de inhibicion de 55.33%, 62.81%,
69.8%, 78.33% y 85.43% respectivamente, demostrando una alta capacidad

antioxidante, colocando a la sintesis verde por medio de la planta Argyreia nervosa como
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un protocolo viable para fines de exploracién de las nanoparticulas de plata como un
farmaco viable (Krishnamoorthy, K., et al, 2023).

En el estudio titulado “Green synthesis of silver nanoparticles using Solanum
sisymbriifolium leaf extract: Characterization and evaluation of antioxidant, antibacterial
and photocatalytic degradation activities” se evaluaron las propiedades antioxidantes,
antibacterianas y fotocataliticas; dichas nanoparticulas de plata (AgNPs) fueron
sintetizadas por un método verde empleando un extracto acuoso de hojas de Solanum
sisymbriifolium (SsLE), siendo este extracto empleado para evaluar propiedades
biolégicas por primera vez. Por medio de un analisis de espectroscopia UV-Vis, en el
cual mostré un pico de resonancia plasménica superficial a aproximadamente 430 nm se
demostré que los resultados obtenidos son Ss-AgNPs, estas con un tamafio promedio
de 29.87 nm y una forma esférica, analizada por medio de FE-SEM y HR-TEM.

Las Ss-AgNPs fueron analizadas para su capacidad antioxidante por medio del estudio
DPPH, en el cual se observo que para lograr un indice de inhibicion antioxidante de 50%
se requiere de una concentracion de 59.62 ug/ml de Ss-AgNPs; ademas de mostrar una
actividad antibacteriana significativa frente a bacterias gram-negativas y gram-positivas
(Singh, R., et al., 2024).

[1.1 AgNPs con actividad antimicrobiana

En el contexto de este estudio llevado a cabo por Zhang et al., se exploraron diversas
investigaciones que evaluaron las propiedades de las nanoparticulas de plata como
agentes antimicrobianos centrdndose particularmente en su eficacia contra la
Escherichia coli. Los resultados de sus estudios resaltaron la importancia crucial de la
forma y el tamafio de las nanoparticulas de plata para asi poder lograr una eficacia
antimicrobiana éptima especificamente, las nanoparticulas de plata producidas mediante
la sintesis con cuatro tipos diferentes de azlcares y presentando un tamafio promedio
de 25nm mostraron una significativa eficacia antimicrobiana. Este impacto se observo en
una variedad de bacterias tanto gram positivas como gram negativas lo que incluye
sepas altamente resistentes como el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

estos hallazgos surgieron un potencial prometedor para las nanoparticulas de plata como
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agentes antimicrobianos en la lucha contra diversas cepas bacterianas ofreciendo asi
una alternativa valiosa frente a la creciente resistencia a los antibiéticos (Zhang, X., et
al., 2016).

En el trabajo llevado a cabo por Mohan, & Kabiriyel se sintetizaron nanoparticulas de
plata y cobre por el método de reduccién quimica, empleando una solucién de quitosano
a 1% p/v para estabilizar la sintesis, para analizar los resultados se emplearon diferentes
caracterizaciones, demostrando que las nanoparticulas de plata poseian un tamafio
promedio de 20.95 nm con una morfologia ligeramente esférica. La actividad
antibacteriana fue evaluada a partir del método de difusion en disco, esto con patégenos
gue afectan directamente a los humanos, entre ellos Streptococcus pyogenes y Klebsiella
pneumoniae, asi como un patdgeno flungico, Candida albicans. En donde a comparacion
con las nanoparticulas de cobre, las de plata exhibieron una actividad antibacteriana
significativa para estas dos cepas bacterianas y una de hongo (Mohan, C., & Kabiriyel,
J., 2024).

En el estudio “Silver nanoparticles synthesized from seed of Myristica fragrans extract:
Optimization, characterization and antibacterial activity” se llevd a cabo la sintesis de
nanoparticulas de plata mediante un método verde, empleando un extracto derivado de
la planta de la nuez moscada; los resultados obtenidos tras la sintesis fueron evaluados
por una microscopia electrénica de barrido en la cual se conoci6 que las nanoparticulas
de plata obtenidas tienen un tamafio que oscila entre los 20 y los 300 nanémetros. Para
conocer su actividad antibacteriana se llevé a cabo el ensayo de difusion de disco, esto
contra las cepas bacterianas E. coli y Bacillus subtilis, detonando como resultado que las
AgNPs exhiben un diametro de inhibicién de 1.08 + 0.073 cm contra E. coliy 1.23 + 0.039
cm contra B. subtilis. En comparacion, el control positivo Gentamicina mostré un didmetro
de inhibicion de 2.12 £ 0.047 cm. Estos hallazgos sugieren que las nanoparticulas de
plata sintetizadas a partir del extracto de semilla de nuez moscada demostraron una
eficacia antibacteriana considerable, incluso superando al control positivo utilizado en el
estudio (Prakash, D., et al., 2024).
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1. JUSTIFICACION

[ll.I Planteamiento del problema

El propdsito fundamental de este estudio consiste en llevar a cabo una investigacion
exhaustiva de las propiedades antibacterianas y antioxidantes de las nanoparticulas de
plata (AgNPs), esto con el objetivo de evaluar su eficacia en diferentes contextos y sus
posibles aplicaciones terapéuticas. Esto con proyeccion a futuro de abordar eficazmente
padecimientos relacionadas con procesos infecciosos o preventivos, asi como el estrés

oxidativo y abordar a la creciente resistencia bacteriana a los antibiéticos.

.11 Justificacion

Hoy en dia la resistencia bacteriana representa una creciente amenaza para la salud
publica a nivel mundial. Esto debido a que en medida en que las bacterias se vuelven
resistentes a los antibiéticos ya existentes debido a diferentes causas como lo son la
automedicacion, contaminacién y el seguimiento incorrecto o discontinuo de los
tratamientos médicos, surge la necesidad urgente de investigar y desarrollar diferentes
estrategias terapéuticas que posean mayor eficacia (Valerga, D., & Trombetta, L., 2022).
En este sentido, se han explorado nuevas soluciones, como lo han sido el aumentar el
tiempo y cantidad de dosis de antibioticos para mitigar las infecciones bacterianas,
solucién que a largo plazo esta convirtiéndose en un nuevo potenciador de la resistencia
bacteriana (Lazaro & Oteo, 2006).

El presente trabajo de investigacion surge como respuesta a la imperante necesidad del
ser humano de encontrar una solucién innovadora ante la problematica de la resistencia
bacteriana. En este sentido dandole foco de atencibn a nuevas tecnologias e
investigaciones como lo es la nanotecnologia, como una via prometedora ante este
desafio. Dejado atras el tabu de la aplicaciéon de la nanotecnologia en ambitos médicos
por ser una ciencia emergente, reconociendo a esta area de investigacion como un

potencial transformador y promisoria de desarrollo de terapias antibacterianas efectivas
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y sostenibles a largo plazo, dando pie a que este proyecto no solo ofrezca perspectivas
valiosas para la optimizacion de intervenciones terapéuticas actuales, sino que también
sirva como plataforma solida para la formulacion de futuras investigaciones en este
campo de estudio.

En particular, este estudio se centrard en investigar las nanoparticulas de plata AQNPs
sintetizadas mediante el método quimico Turkevich como un potencial agente terapéutico
viable en el campo de la nanomedicina, ya que estas han demostrado poseer
propiedades antibacterianas, como lo fue en el caso del estudio de Sabzevar, A., et al.,
en el cual analizaron la propiedad antibacteriana de las nanoparticulas de plata
sintetizadas por un método de quimica verde, mostrando una actividad antibacteriana

contra bacterias tanto Gram- negativas como Gram-positivas (Sabzevar, A., et al., 2024).

Una propiedad adicional que hace sobresalientes e interesantes en este estudio a las
nanoparticulas de plata, es su capacidad antioxidante (Krishnamoorthy, K., et al., 2023),
lo cual brinda oportunidad de colocar a las AgNPs como un posible agente contra los
radiales libres y las diferentes afecciones que estos pueden ocasionar, como lo es el
envejecimiento temprano y el estrés oxidativo en células humanas, un fendmeno que
puede surgir como efecto secundario de ciertos medicamentos del tipo antibiético. El
llamado estrés oxidativo, se caracteriza por un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante del organismo, esto
desencadenando dafio celular y dando paso a la contribucién de diversas enfermedades.
En este contexto, las nanoparticulas de plata muestran su potencial al actuar como
agentes antioxidantes, neutralizando los radicales libres y reduciendo el dafio oxidativo
en las células. Esta propiedad sugiere una mejora en la salud y bienestar del paciente.
(Bustos, P., 2017)

Se destaca que el estrés oxidativo puede desencadenar una serie de consecuencias
adversas, que van desde el envejecimiento celular temprano hasta el desarrollo de
enfermedades mas graves, como lo son el Alzheimer y el cancer (Escarza, J., & Lépez,
M., 2020). Por consecuente, la capacidad de las AgNPs para mitigar el estrés oxidativo
adquiere una relevancia significativa en el ambito de la salud, ofreciendo una perspectiva

distinta para la prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
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Las AgNPs se sintetizaran por el método Turkevich debido a que este tiene una eficacia
y reproducibilidad alta con un tamafo uniforme y controlado, esto debido a que al ser un
meétodo desarrollado desde hace muchos afios atras ha sido estudiado y mejorado con
variantes que lo vuelven tan preciso y reproducible, destacando que ara una aplicacion
terapéutica el hecho de que sea reproducible es un factor de gran importancia. Para
evaluar la eficacia antibacteriana y antioxidante de las nanoparticulas sintetizadas se

llevaran a cabo ensayos de difusion de disco y ensayos DPPH.
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IV. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata sintetizadas exhiben actividad antibacteriana frente al
microorganismo Escherichia coli corroborado por medio del andlisis de difusion por disco,
asi mismo se evidencia su eficacia en sus propiedades de contencion de radicales libres

mismas que seran evaluadas mediante el método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).

V. OBJETIVOS

V.l Objetivo general

Sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) mediante el método Turkevich y evaluar su
eficacia como agente terapéutico, probando sus propiedades antibacterianas con
ensayos de difusion de disco con Escherichia coli y sus propiedades antioxidantes

mediante ensayos de captura de radicales libres DPPH (2,2 Difenil-1-picrilhidracil).

V.1l Objetivos especificos

e Sintetizar las nanoparticulas de plata AgNPs por medio del método de Turkevich.

e Caracterizar quimicamente las nanoparticulas para verificar que se obtuvo el
material esperado, esto por medio de la espectroscopia UV-Vis.

e Caracterizar morfolégicamente las AgNPs para corroborar su forma y tamafio por
medio del Dispersion de luz dindmica DLS.

e Caracterizar las AgNPs por medio de potencial Z para evaluar su estabilidad
coloidal.

e Caracterizar morfologicamente las AgNPs para corroborar su forma y tamafio por
medio de la microscopia electronica de transmision TEM.

e Realizar la prueba de difusion por disco con Escherichia coli para medir la
capacidad antimicrobiana de las AgNPs.

e Realizar la prueba DPPH para medir la eficacia de las AgNPs en la captura y

contencion de radicales libres, evaluando su potencial antioxidante.
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VI. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

VL.1. Sintesis de AgNPs

La sintesis de nanoparticulas de plata se llevd a cabo mediante una adaptacion del
meétodo Turkevich reportado en el trabajo de Peralta, et al., (Fig. 3). Inicialmente se
prepararon dos soluciones, siendo 50 ml de nitrato de plata AgNOs al 4mM y 6 ml de
solucion de citrato de sodio NazH(CsHs(COO)s) al 10mM. Posteriormente, la solucion de
AgNOs se llevé a ebullicion durante 15 min, tras lo cual se retird el calor y se agitd
vigorosamente utilizando una plancha de agitacibn magnética. Se afiadieron 6 ml de
citrato de sodio gota a gota, y después de 2 minutos se observo un cambio de color de
incoloro a un ligero subtono amarillo (fig. 4), la agitacion magnética se interrumpio y la

solucién se dejo enfriar a temperatura ambiente.

P e
AN A T - - - - -

f nig )| sin Lt
SO 6 e AgNOD an aballbeian x 15 mn 10 mi G AENC3 8in EMor 0L e A2HICINSCOOIN LoTa & guts
TN A TN

Figura 3. llustracion del procedimiento implicado en la ejecucion del método Turkevich utilizado en la
sintesis de nanoparticulas de plata AgQNPs.

Figura 4. Cambio de color de incoloro a amarillo tenue que denota la formacion de nanoparticulas de plata
AgNPs.
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VI.II. Caracterizacion de AgNPs

Para detectar la formacion de nanoparticulas de plata AgNPs, primero se ultrasonico la
muestra por 1 hora y 30 min, en un sistema ultrasonido Hielscher ultrasound technology
UP200S en 70% de amplitud y 0.5 ciclos, seguido se realizé el espectro de absorcién
UV-Vis, utilizando un espectrofotdmetro UV-Vis Thermo scientific Genesys 10S UV-Vis
a una longitud de onda de 300 a 800 nm con una celda de cuarzo llena con 3 ml.

Para el analisis morfolégico de AgNPs se empled la microscopia electronica de
transmision TEM HITACHI HT7800 a diferentes magnificaciones, se deposité 1l de la
muestra previamente ultrasonicada en el sistema Hielscher ultrasound technology
UP200S a 70% de amplitud en 0.5 ciclos durante 30 min sobre una rejilla de cobre
recubierta de carbono dejando caer con ayuda de una micropipeta la muestra en la rejilla,
retirando el exceso con papel secante solamente rompiendo la tension superficial de la
gota de muestra, para finalmente permitir que la rejilla de TEM se secara.

El tamafio y potencial Z de las nanoparticulas fue recopilado por medio de dispersion
dinamica de luz DLS, utilizando Malvern Panalytical, Malvern DTS 1070, cargando en
una celda capilar 1ml de la muestra de AgNPs, la cual fue previamente ultrasonicada en

un sistema Hielscher ultrasound technology UP200S en 70% de amplitud y 0.5 ciclos.

VILIII.  Ensayo de actividad antioxidante: DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil)

Para examinar la actividad de eliminacién de radicales se emple6 un ensayo de
eliminacién del radical DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil), se le realizaron adaptaciones a
la metodologia de Singh, R., et al., Se prepar6é 50 ml de una solucion DPPH a 300 uM
con metanol en un matraz aforado cubierto con papel aluminio para evitar el paso de la
luz. Se prepard un conjunto de soluciones a concentraciones de 50, 100 y 200 ug/ml de
AgNPs, se colocaron 1 ml de cada una de las concentraciones en diferentes tubos y se
les agregd 1 ml de la soluciéon DPPH, se agitaron vigorosamente y se incubaron por 1
hora en ausencia de luz; para el control se realizdé el mismo procedimiento con una

muestra de solo solucién metandlica DPPH sin ninguna muestra de AgNPs. Se registré
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la absorbancia para cada muestra a 520 nm al paso de 1, 2 y 48 horas. El porcentaje de
inhibicién de los radicales libres de DPPH se calculé con la ecuacion 1.

VI.IV. Ensayo de actividad antibacteriana: Difusién por disco

El efecto de la actividad antibacteriana de las AgNPs sintetizadas se determiné mediante
el método de difusién en disco. Se probd utilizando la cepa bacteriana E. coli. Las cepas
se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) a 37°C en una incubadora con agitacién a 200
rpm. Después de 16 horas de crecimiento, se analizo la densidad 6ptica del cultivo a 600
nm. Posteriormente, se diluyé el cultivo hasta alcanzar una ODeoonm=0.1(1.5 x 108 células
/ml) lo que equivale al 0.5 del estdndar de McFarland. La inoculacion se llevé a cabo
mediante la técnica de siembra por estria en placa utilizando un hisopo estéril, el cual se
sumergio en el cultivo, se removio el exceso de liquido y se dispersé en placas de agar
nutritivo Mueller-Hinton (2g/l de extracto de carne, 17.5 g/l de caseina hidrolizada, 1.5 g/l
de almidén y 17 g/l de agar). Una vez llevada a cabo la siembra se dejo secar por 15
minutos. Seguido se colocaron discos de papel filtro, los cuales fueron previamente
cortados, marcados, esterilizados en autoclave por 15 min a 17 psi e incubados durante
24 hrs a 40° C para su secado y cargados con 10 pl de concentraciones de 15, 50, 100,
150, 200 pg/ml de AgNPs, 50 ug/ml de Kanamicina y uno de agua desionizada, estos
dos ultimos como control positivo y negativo respectivamente. Las placas se incubaron
durante 72 horas a 37 °C. Se revisaron las placas cada 24 hrs y se analizaron los

resultados obtenidos.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VILl. Caracterizacion de nanoparticulas de plata AgNPs

La formacion de AgNPs fue corroborada en primera instancia por el cambio en la
coloracion de la solucion en la sintesis, la cual paso de incolora a un ligero tono amarillo
(Fig. 5), tal cual lo reportado en las sintesis por el método de Turkevich (Zanella, R.,
2012).

Figura 5. Solucién de nanoparticulas de plata AgNPs tras ser sintetizadas, estas manifiestan un color
amarillo tenue atribuido a la formacién de estas.

La evaluacion de las nanoparticulas de plata, junto con la apreciacion del cambio de color
resultante, fue llevada a cabo mediante el empleo de una espectroscopia UV-Vis en un
rango de longitud de onda de 300 a 800 nm, revelando un pico caracteristico en la region
de ~430 nm (fig. 6), lo cual brinda evidencia sélida, confirmando asi que el resultado
obtenido tras la sintesis fue efectivamente de AgNPs. Este hallazgo es consistente con
la literatura donde se ha reportado que la banda de absorcidén de las nanoparticulas de
plata se encuentra en un rango de 350-450 nm, como es el caso de Susanto, H., et al.,
2024 que reportan un pico en la longitud de onda 440 nm.

21



AgNPs

1.2}

111

500 400 500 600 700 800
L. de onda

Figura 6. Espectro de absorcion UV-Vis de nanoparticulas de plata AgNPs obtenidas mediante el método
Turkevich.

La morfologia y tamafio de las nanoparticulas de plata AQNPs sintetizadas por el método
Turkevich se estudiaron mediante el analisis de microscopia electronica de transmision
TEM, a diferentes aumentos, mismos en que sugirieron que las nanoparticulas formadas
tienen dos variaciones, siendo la mayoria de menor tamafio, bien dispersas y de forma
esférica con bordes lisos (fig. 7 (a-d)) teniendo un rango de tamafio menor a ~10 nm. En
la fig. 7(d) se encuentran las nanoparticulas de plata altamente dispersas, lo que permite
observar que estas poseen una forma uniforme esférica, esto se atribuye al método de
sintesis, debido a que el protocolo planteado por Turkevich al ser un método de reduccion
guimica de sales metdlicas, requiere de un agente reductor y estabilizador, en este caso
el citrato de sodio, mismo que se adhiere a la superficie de las AgNPs recién formadas,
este forma una capa alrededor de las nanoparticulas, proporcionando una barrera
electrostatica que repele las nanoparticulas unas de otras, evitando que estas se
agrupen o aglomeren entre si, manteniendo asi la dispersion y estabilidad de las AgNPs.
Por otro lado, se encuentra un grupo de nanoparticulas semiesféricas con un tamafio
gue oscila entre 50 y 150 nm, como se muestra en la fig. 8 (a-d), estas se observan
aglomeradas, esto sugiere una falta de dispersion uniforme de las nanoparticulas de la
muestra, lo cual puede estar relacionado con diversos factores, tales como la

temperatura que se llevé hasta punto de ebullicion, que la adsorcién del citrato de sodio
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no fuera suficiente, de igual forma pudo afectar la velocidad en la que se afiadio el agente
reductor gota a gota, debido a que si este no fue afladido de forma precisa y controlada
puede afectar a la cinética de la reaccién generando que esta sea excesivamente rapida
lo cual conduce a la formacion de aglomeraciones 0 a un tamafio de nanoparticula no

deseado.

Figura 7. Imagenes de las AgNPs sintetizadas con el método de Turkevich a través de un microscopio
electrénico de transmisién TEM a diferentes aumentos a) AgNPs aumento 120kx, b) AgNPs aumento
100kx, ¢) AgNPs aumento 100kx, d) AgNPs aumento 100kx.

23



Figura 8. Imagenes de las AgNPs sintetizadas con el método de Turkevich a través de un microscopio
electronico de transmision TEM a diferentes aumentos a) AQNPs aumento 100kx, b) AQNPs aumento 40kx,
¢) AgNPs aumento 70kx, d) AgNPs aumento 40kx.

El tamafio de las nanoparticulas se corrobor6 por medio del andlisis de dispersion de luz
dindmica DLS, en este se analizé el tamafio medido por intensidad, por nimero y por
volumen; en la fig. 9 se observa el analisis de tamafio por intensidad de la luz dispersada
por las particulas en funcion del tamafio, en este se pueden observar diferentes picos en
~50, 100, 200 y 800 nm, siendo corroborado por el analisis promedio mostrado en la fig.
10 donde muestra que hay un 12% de intensidad en el pico de 200nm. El andlisis de
tamafio por niumero se refiere al nimero de nanoparticulas que poseen un tamafio
especifico. (fig. 11) Se observan picos en ~30, 40 y 50 nm con una apariencia aguda en
comparacién con los picos en la distribucién por intensidad en la fig. 9, esto sugiere que
se encuentran en mayor numero nanoparticulas de un tamafio mas cercano a los valores
~30, 40 y 50 nm; en la fig. 12 se muestra el promedio de este como ~50 nm con una
intensidad de ~24%; mientras que en la fig. 13 se muestra la distribucion segun el
volumen de estas, identificando picos en ~30 y 50 nm, mostrando en la fig. 14 un
promedio de ~50nm con ~12% de volumen. Estos resultados sugieren que la medicion
de DLS puede no ser precisa para muestras poli dispersas, esto debido a su tendencia

a responder hacia nanoparticulas mas grandes, ya que las nanoparticulas mas pequefas
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interactian de forma débil con la luz y pueden no producir cambios detectables en el
patron de dispersion de la luz.

Size Distribution by Intensity
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Figura 9. Espectro de dispersion de luz dindmica DLS de nanopatrticulas de plata AQNPs sintetizadas por
el método Turkevich; Tamafio por intensidad, en donde el eje X representa el tamafio de las nanoparticulas
y el eje Y representa la intensidad de la luz dispersada
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Figura 10. Espectro de dispersion de luz dindmica DLS de nanoparticulas de plata AgNPs sintetizadas por
el método Turkevich; Tamafio promedio por intensidad. Se muestra un pico agudo en el valor ~200 nm lo
cual indica que es el tamafio predominante de las nanoparticulas analizadas, los picos secundarios en ~50
y ~800 nm sugieren la presencia de subpoblaciones de otros tamafos.
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Size Distribution by Mumber
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Figura 11.Espectro de dispersion de luz dinamica DLS de nanoparticulas de plata AgNPs sintetizadas por
el método Turkevich; Tamafio por nimero. En donde el eje X representa el tamafio de las nanoparticulas
y el eje Y representa el nimero de particulas que tienen un tamafio especifico en la muestra.
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Figura 12. Espectro de dispersion de luz dindmica DLS de nanoparticulas de plata AQNPs sintetizadas por
el método Turkevich; Tamafio promedio por nimero. Se muestra un pico agudo en ~50 nm, sugiriendo que

el tamafio promedio de las nanopatrticulas se encuentra en ese valor mayormente.
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Size Distribution by Volume
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Figura 13. Espectro de dispersion de luz dindmica DLS de nanoparticulas de plata AQNPs sintetizadas por
el método Turkevich; Tamafio por volumen. En donde el eje X representa el tamafio de las nanoparticulas
y el eje Y representa el volumen relativo de particulas que tienen un tamafio especifico en la muestra.
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Figura 14. Espectro de dispersion de luz dinamica DLS de nanoparticulas de plata AQNPs sintetizadas por
el método Turkevich; Tamafio promedio por volumen. El pico maximo en el valor de 50 nm sugiere que es
el tamafio mas comun en la muestra, mientras que los picos secundarios de forma ancha proponen que
en menor volumen existen subpoblaciones de nanoparticulas con una distribucion de tamafio variada.

La estabilidad de las AgNPs fue analizada por medio del potencial Z, este mide la
magnitud de la carga electrostatica de atraccion o repulsion entre las particulas, misma
gue es proporcionada por el agente estabilizante y reductor en la sintesis por el método
Turkevich, se muestran diferentes picos (fig.15) en el valor de ZP con valores

aproximados de 20, 30 y 40 mV, mientras que en la fig. 16 se encuentra un analisis
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promedio del ZP mostrando un valor promedio de -23.3mV, dato que segun la literatura

sugiere que las AgNPs son moderadamente estables.
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Figura 15. Analisis potencial zeta (ZP) para nanoparticulas de plata AgQNPs.
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Figura 16. Analisis potencial zeta (ZP) promedio para nanopatrticulas de plata AQNPs.

VILLII.  Ensayo de actividad antioxidante: DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil)

La actividad de eliminacién de radicales libres para las nanoparticulas de plata AgNPs
sintetizadas por el método de Turkevich, fue evaluada por medio del ensayo DPPH (2,2-
difanil-1-picrilhidrazil). Después de procesar los datos con la ecuacion 1 se encontro que

€l % de inhibicion de radicales libres no cambia significativamente con respecto a si se
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aumenta la concentracion de AgNPs en el tratamiento, esto pudiéndose observar en la
tabla 1, en donde se exhibe que los porcentajes de inhibicion poseen una ligera
disminucién en su capacidad de inhibicion al aumentarse las concentraciones, como se
sugiere en la literatura de Xie, J., & Schaich, K., 2014 esto se puede atribuir a que al
aumentar la concentracion de AgNPs el tratamiento se satura.

Tabla I. Desglose de % de inhibicion en tratamientos de nanoparticulas de plata con DPPH (2,2-difenil-1-
pricrilhidrazil) a diferentes 50, 100 y 200 pg/ml, en lapsos de tiempo de 1, 2 y 48 horas.

Tratamiento % a lhora % a 2 horas % a 48 horas
DPPH 0 0 0
DPPH+AgNPs 50 pg/ml 50.337 50.697 83.035
DPPH+AgNPs 100 pg/ml 49.356 49,454 82.206
DPPH+AgNPs 200 pg/ml 49.444 49.694 84.038

Estos resultados se analizaron estadisticamente mediante el anélisis ANOVA presente
en la tabla 2, en donde se observa que el valor F es pequefio, o que sugiere que las
medias entre las diferentes concentraciones de nanoparticulas son similares y que no se
exhibe diferencia significativa entre estas; esto se corrobora con el resultado del valor P,
el cual delimita el nivel de significancia, siendo este mayor 0.05 sugiere que no hay
evidencia para rechazar la hipétesis nula del analisis, la cual dicta que no hay diferencia
significativa entre los porcentajes de inhibicion de radicales libres a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata AgNPs.

Por otro lado, el % de inhibicion con respecto al tiempo mostro diferencias significativas,
como se observa en la grafica (fig. 17) siendo que él % en una hora de tratamiento tiene
un promedio de 49.712%, mientras que con el transcurso de 48 horas este cambia a
83.093%, esto se puede corroborar con un cambio en la coloracion de la muestra (fig.
18(a-c)), el color inicial de los tratamientos independientemente de la concentracion de
AgNPs mostraba un color violeta intenso, mientras que al transcurso de 48 horas, este

color cambio a rosado tenue.
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Tabla Il. Resultados analisis estadisticos ANOVA para el ensayo de eliminacién de radical DPPH con
AgNPs sintetizadas por Turkevich con respecto a las concentraciones 50, 100 y 200 pg/ml.

RESUMEN Alpha 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 184.069 61.35633333  352.5058413
Columna 2 3 181.016 60.33866667 358.6376013
Columna 3 3 183.176 61.05866667  396.0529453
ANOVA
Valor
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Valor P F
Entre grupos 1.642650889 2 0.821325444 0.002225419 0.997777878 5.14325285
Dentro de los grupos 2214.392776 6 369.0654627
Total 2216.035427 8

Esto cambio destacable en comparacién con los tratamientos a 1 y 2 horas se puede
atribuir a que las nanoparticulas de plata requieran de un tiempo de reaccion prolongado
para ejercer completamente su efecto antioxidante, este tiempo prolongado se podria
explicar en que una mayor cantidad de tiempo permite una interaccion mas eficaz entre
las AgNPs vy los radicales libres. Estos resultados se analizaron estadisticamente
mediante  ANOVA (tabla 3), sugiriendo que efectivamente existen diferencias
significativas en los resultados de % de inhibicion de acuerdo al tiempo de reaccion que
se les dé a las nanoparticulas de plata frente al radical libre DPPH, esto demostrado por
el valor F grande que sugiere una mayor diferencia entre las medias de los grupos y el
valor P menor a 0.05 rechazando la hipétesis nula, la cual dicta que no hay diferencias
significativas.

Estos resultados sugieren que la efectividad de contencion de radicales libres de las
nanoparticulas de plata no depende estrechamente de la concentracion de estas, si no,
del tiempo de reaccion que se le permita, notandose un disparo creciente en él % de
inhibicion al paso de 48 horas con respecto a los porcentajes en el transcursode 1y 2

horas de reaccion.
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Tabla lll. Resultados andlisis estadisticos ANOVA para el ensayo de eliminacion de radical DPPH con
AgNPs sintetizadas por Turkevich con respecto al tiempo de reaccién 1, 2 y 48 horas.

RESUMEN Alpha 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varionza

Columna 1 3 149.137 49,712333 0,294592333

Columna 2 3 149.845 49,948333 0.434776333

Columna 3 3 249.279 83.093 0.841579
ANOVA

Valor
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los critico para

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Valor P F
Entre grupos 2212.893532 2 1106.4468  2112.95409 2.85E-09 5.1432528
Dentro de los grupos 3.141895333 6 0.5236492
Total 2216.035427 8
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Figura 17. Actividad de inhibicion en la eliminacion de radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-pricrilhidrazil)
en porcentaje frente a diferentes tratamientos de nanoparticulas de plata AgNPs.
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Figura 18. Cambio de color en los tratamientos de nanoparticulas de plata sintetizadas por el método
Turkevich frente al radical libre DPPH (2,2-difenil-1-pricrilhidrazil). tratamientos en diferentes
concentraciones, a) 50 pg/ml, b) 100 pg/ml, c) 200 pug/ml.

VILII. Ensayo de actividad antibacteriana: Difusion por disco

Las nanoparticulas de plata sintetizadas por el método de Turkevich fueron sometidas a
andlisis contra la cepa bacteriana E. coli mediante la técnica de difusion de disco. Se
emplearon concentraciones de AgNPs de 15, 50, 100, 150 y 200 pug/ml, con un control
positivo de kanamicina a 50 pg/ml y un control negativo de agua desionizada. Tras un
periodo de incubacion de 48 horas después de la inoculacion bacteriana (fig. 19),
solamente el control positivo de kanamicina exhibié un halo de inhibicién de 23 mm, lo
cual sugiere que las condiciones del ensayo fueron apropiadas para detectar actividad
antibacteriana, no obstante, es crucial considerar si las condiciones del ensayo podrian
haber afectado la capacidad de las nanoparticulas de plata para manifestar su actividad.
Se plantea la posibilidad de que la falta de halos de inhibicion en las pruebas a diferentes
concentraciones de AgNPs se deba al posible aglomeramiento de las nanoparticulas
durante el proceso de secado, necesario para mantener un control efectivo sobre las

concentraciones. Este fendmeno podria haber afectado tanto al tamafio como alas
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propiedades de las AgNPs, tal como lo menciona Ivask, A., et al., donde se encuentra
que el tamafio de las nanoparticulas de plata esta estrechamente relacionado con su
capacidad antibacteriana, demostrando que las AgNPs de 10 nm exhibieron una

actividad mas eficiente contra E. coli que aquellas de 20-80 nm (Ivask, A., et al., 2014).

Figura 19. Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata AgNPs sintetizadas por Turkevich
evaluada por el método de difusion de disco frente a E. coli.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se logro de manera exitosa la sintesis de nanoparticulas de plata AgNPs por el
método de Turkevich, demostrando que el método de sintesis es ideal para la
elaboracion de nanoparticulas con un tamafo dentro del rango nanométrico (5-
100 nm), estables y con forma esférica.

Las nanoparticulas de plata AgNPs fuero caracterizadas por DLS, Potencial Z,
TEM y UV-Vis, permitiendo conocer su tamario, estabilidad coloidal, morfologia y
presencia de plata.

La eliminacion de radicales libres fue evaluada con el radical libre DPPH (2,2-
difenil-1-pricrilhidrazil), dando como resultado que las nanoparticulas de plata en
concentraciones 50, 100 y 200 pg/ml tienen un porcentaje de inhibicion contra
radicales de 50.337%, 49.356% y 49.444% respectivamente a la hora 1 de
reaccion, mientras que a las dos horas presentan 50.697%, 49.454% y 49.694%
y finalmente en un lapso de 48 horas presentan 83.035%, 82.206% y 84.038%,
concluyendo en que la capacidad antioxidante de las nanoparticulas de plata
radica en el tiempo de reaccion con los radicales.

Las propiedades antibacterianas de las nanoparticulas de plata fueron evaluadas
mediante el método de difusion de disco, en el cual no se presentd actividad
inhibitoria al paso de 72 horas de incubacién, lo que sugiere que las

nanoparticulas sintetizadas no exhiben actividad antibacteriana.
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