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RESUMEN

En la actualidad las nanoparticulas de plata (AgNps) tienen una amplia variedad de aplicaciones en
diferentes campos como la medicina, tratamientos de aguas residuales y catalisis, sin embargo, los
meétodos convencionales de sintesis, requieren materiales toxicos y costosos, los cuales causan un
déficit en su aplicacién en diversas areas. Por consiguiente, existe un gran interés por métodos de
sintesis de nanoparticulas empleando materiales organicos que reduzcan los costos, la toxicidad y
cuyos subproductos sean amigables al medio ambiente.

En el presente trabajo, se exhibe la sintesis AgNps a partir del extracto de la planta medicinal
Larrea tridentata como agente reductor y estabilizador y la sal precursora AgNOs; en solucion
acuosa. También se realizé su caracterizacion estructural y evaluacién antibacterial contra E.coli.
Se confirm6 la sintesis de nanoparticulas por medio de espectroscopia de UV-Vis e infrarroja,
rayos X, microscopia electrénica de barrido y de transmision, asi como la actividad antibacterial en
cultivos de E. coli mediante discos de inhibicién cubiertos de nanoparticulas de plata.

Después de la sintesis de particulas de plata, se concluye que una mayor uniformidad de tamafio
se obtuvo a la concentracion del extracto 1.5 gr y con una solucion 5mM de AgNO3;. UV-Vis indicé
un rango de absorcién entre 350-500 nm con una banda delgada y orientada hacia la izquierda
confirmando la existencia de nanoparticulas de plata, ademas, mediante microscopia se observo la
morfologia y el analisis quimico que corrobora a la plata reducida. Se comprobd el efecto
antibacterial de las nanoparticulas contra la bacteria E.coli.

1. INTRODUCCION

En los dltimos afios ha aumentado el desarrollo de ciertas ciencias, tal como el caso de la
nanotecnologia, donde se han realizado grandes avances principalmente en la &area de los
nanomateriales, los cuales adquieren nuevas propiedades a las convencionales, cambiando su
estructura fisica y comportamiento quimico [1]. Un aspecto importante de estos nuevos materiales
es su sintesis, reto a resolver de las nanoparticulas de metal. Existe una amplia variedad de
meétodos de obtencién fisicos y quimicos que han resultado eficaces debido a la produccién
controlada que se caracteriza por forma y tamafios bien definidos de Nps. Para ello es importante
resaltar que la mayoria de estas metodologias emplean sustancias quimicas tdxicas que generan
subproductos altamente peligrosos, donde muchas de las veces son absorbidos en la superficie del
nanomaterial sintetizado, ocasionando efectos adversos en sus aplicaciones. Por lo tanto, existe un
gran interés por desarrollar nuevos procedimientos capaces de disminuir el uso de sustancias
dafiinas y al mismo tiempo que sean rentables [2-3].

Para lograr este objetivo, se emplea la sintesis verde, la cual consiste en utilizar fuentes biolégicas
como es el caso de las algas, hongos, bacterias, plantas, entre otras. La sintesis utilizando la
Ultima de éstas es preferida, debido a su simplicidad, facil adquisicién, alta efectividad, bajo costo,
y a su obtencién con forma y tamafio homogéneo a partir del extracto. Las Nps de oro como de
plata han sido de mayor interés debido a sus potenciales aplicaciones que incluyen el suministro
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en farmacos, terapias, diagnosticos, sensores, purificacion de agua, manejo de alimentos, industria
textil, etc [4].

Algunos ejemplos de plantas muy conocidas utilizadas en esta metodologia son: Acalypha indica,
Alliumsativum, Calotropis procera, Dioscoreabulbifera, Geranium, entre otras. Asi como éstas,
varios tipos de flora originaria del pais, contienen los compuestos quimicos capaces de reducir y
estabilizar Nps, reduciendo los iones metalicos provenientes de las sales precursoras, evitando la
aglomeracion de las mismas generando la sintesis de AgNps. Larrea tridentata no ha sido utilizada
en sintesis de AgNps, constituyendo entonces una area de oportunidad para su estudio y sus
posibles aplicaciones.

Larrea trindentata es una especie de planta de la familia Zygophyllaceae. Esta distribuida en los
desiertos de Norteamérica. Se le conoce como “Gobernadora”, debido a su gran habilidad para
atrofiar el desarrollo de otras plantas que conviven con ella. Las propiedades medicinales de la
gobernadora son muy diversas, siendo su uso mas comun aliviar enfermedades de origen renal
urinario. Los principales compuestos en la planta reportados en la literatura son los lignanos
fendlicos, seguidos por las saponinas, flavonoides, amino&cidos y minerales [5-6].

La idea central de esta investigacion es sintetizar AgNps utilizando extracto de Larrea tridentata y
como sal precursora AgNOg, en las cuales se estudiara la capacidad reductora y estabilizadora de
iones en suspension coloidal, su caracterizacion con diferentes técnicas de microscopia y
evaluacion antibacterial contra E.coli.

2. PARTE EXPERIMENTAL

A partir de la revisidn bibliografica se toma la siguiente metodologia partiendo de la adquisicion de
la planta Larrea tridentata y la molienda de la misma, para proseguir con la preparaciéon acuosa del
extracto a diferentes concentraciones (0.5, 1, 1.25, 1.5 y 1.75 g), enseguida se prepard las
soluciones de AgNOz a 5, 7 y 9 mM, una vez realizados estos pasos, se llevd a cabo la reaccion del
extracto acuoso de la planta y la sal precursora con sus respectivas concentraciones para
sintetizar las AgNps a temperatura ambiente y se continué con la caracterizacion por medio de
espectrofotometria de UV-Visible, y a partir de esta técnica se evaluaron las diferentes muestras
para obtener el mejor resultado y llevarlo a otros equipos de caracterizacidon como infrarrojo(IR),
difraccion de rayos X, microscopia de electrénica de barrido (SEM), microscopia electronica de
transmision(TEM) y por altimo la prueba antibacterial.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

De los diferentes experimentos realizados, se escogié el mejor resultado en UV-Visible con una
concentracion de extracto de 1.5 g y la concentracién de la sal precursora AgNO3; en 5mM. De
manera inmediata no se observan cambios, pero al paso de 5 minutos la coloracién café claro
cambia a un café obscuro, conforme avanza el tiempo el color se intensifica. EI cambio de color es
una indicativo de sintesis verde de nanoparticulas [4], que una vez observados permite continuar
con los diferentes experimentos y caracterizaciones.

El espectro de absorcion de ultravioleta-visible de las probetas que contienen el extracto de Larrea
tridentata, observando que a medida que aumenta la concentracion de extracto de la planta 0.5,
0.75, 1, 1.25, 1.5 y 1.75 gr con solucién de AgNO; a 5mM, se incrementa la banda de absorcion
entre el rango de 350 a 550 nm, correspondiente a la presencia de AgNps indicando su obtencion.
Se ha reportado, que dependiendo de las constantes dieléctricas de la solucion las posiciones de
los picos difieren, es decir su longitud de onda. La posicion y la forma del pico de absorcién en UV-
Vis, dependen principalmente de factores como el tamafio, forma y polidispersividad de las
particulas [7]. Donde cada uno de los picos de menor a mayor intensidad y consecuentemente de
mayor concentracion fueron los siguientes 1.008, 1.039, 1.358, 1.574, 1.775 y 1.897.

Entre los resultados aqui obtenidos, claramente se distinguen diferencias entre una concentracién
y otra, sin embargo, la concentracion de 1.5g de extracto presenta la mejor banda en cuestiones
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estéticas; es muy delgada, estd mejor formada lo que permite concluir, en primer lugar, un tamafio
de particula méas pequefio y una mejor distribucion de nanoparticulas, es decir, mas homogéneas y
que cuentan con una forma esférica. Contrariamente, los demas experimentos presentan un doble
pico, que indica una distribucion bimodal (dos distribuciones diferentes de nanoparticulas) y
también un tamafio de particula mayor (véase figura la). En base a esto se realizaron otros
experimentos para someterlos a diferentes condiciones, variando ahora la molaridad de la sal
precursora que fue de 7 y 9 mM, presentandose los resultados en la figura 1b donde claramente se
observa el mejor resultado a la concentracion de 1.5g de extracto con 5mM de AgNO; para
proseguir con las siguientes caracterizaciones mencionadas.
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Figura 1. Espectroscopia de UV-Vis a diferentes concentraciones (a) del extracto de Larrea
tridentata y (b) de sal metalica AQNOa.

A continuacién se presentan los resultados derivados de Espectroscopia de IR. Se analizé una
muestra de la planta Larrea tridentata para evaluar la variedad de grupos funcionales contenidos
en ella. La Figura 2a muestra el espectro donde se presenta un pico en 3296 cm™, esta banda
corresponde a las vibraciones por tension del enlace O-H. Las bandas encontradas en 2954, 2920
y 2850 cm™ con intensidad de media a baja indican al grupo CHs; (alcanos). Las siguientes bandas
en 1730, 1602 y 1514 cm™ se toman en conjunto que pertenecen al enlace C=C del grupo de los
aromaticos con nucleo bencénico. Posteriormente encontramos las bandas 1442 y 1373 cm™ las
cuales se le pueden asignar al enlace N-O de los compuestos con nitrégeno. La banda 1240 cm™
pertenece a los &cidos carboxilicos. Enseguida se observan los picos 1159, 1068 y 1024 cm™
donde se presenta el enlace C-O correspondiente al grupo éster. Los ultimos picos 875, 815 y
777cm-1 corresponden a la presencia de sustituciones en aromaticos con nucleo bencénico.

La figura 2b presenta el espectro de IR, después de la reaccién a una concentracién de 1.5 g de la
planta Larrea tridentata con el nitrato de plata (AgNO3) a 5mM y para 72 h de la reaccién, arrojando
la siguiente informacion; el pico 3271cm™ al igual que en el espectro del extracto puro, (figura 2a),
se observa el pico de absorcion correspondiente al grupo funcional O-H de los alcoholes. El
siguiente pico ubicado en 2933cm™, en contraste con el espectro del extracto puro (figura 2a),
muestra la presencia del grupo CHs, que se caracteriza en este rango por la presencia de dos o
mas bandas. Sin embargo, ahora se observa que una banda desaparecié. En base a esto, se
establece que también encontramos un enlace C-H caracteristico de los alquenos. Lo anterior nos
indica que estos compuestos estan reaccionando efectivamente para la formacion de otros
diferentes. A continuacién se ubican picos en 1722, 1602 y 1514cm™, estos picos de absorcién
corresponden al enlace C=C del grupo de los aromaticos con nucleo bencénico. A diferencia de lo
observado en el extracto puro, las absorciones secundarias disminuyen su intensidad, deduciendo
que estos compuestos reaccionan efectivamente. Los picos 1440 y 1372cm™ en conjunto
corresponden al enlace N-O de los compuestos con Nitrégeno, al igual que lo observado en el
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extracto puro. Por lo tanto, se concluye que los grupos alcoholes y bencénicos son los que estan
reaccionando al momento de la sintesis de AgNps. Los demé&s picos siguen el mismo
comportamiento que las bandas anteriores.
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Figura 2. Espectros de IR (a) de la planta y (b) de las nanoparticulas sintetizadas con la planta
Gobernadora.

Una de las grandes ventajas de la microscopia electronica de barrido, respecto a otro tipo de
microscopia, es la facilidad de preparacién de muestras ya que s6lo en casos especiales puede ser
muy compleja. Se presenta en la Figura 3 a-d, imagenes de microscopia de barrido a diversas
amplificaciones, en donde se observan los productos de la sintesis entre el extracto de Larrea
tridentata y la sal precursora, se aprecia una gran cantidad de AgNps representadas por los puntos
brillantes, concluyéndose la sintesis exitosa, facil y ecolégica de AgNps. Puede percatarse que
todas las particulas estan distribuidas uniformemente y el tamafio se mantiene homogéneo por
debajo de los 30 nm, lo que confirma la sintesis de sdlidos en estado nanométrico y las formas
semi-esféricas obtenidas en su totalidad.
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Figura 3. Incisos a-d, imagenes de AgNps registradas a diferentes amplificaciones por
microscopia electronica de barrido (SEM).
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La Figura 4 muestra el difractograma de rayos X correspondiente a la concentracién 1.5 g con 5mM
de AgNOs;, las cuales fueron analizadas con ayuda del programa Match (V. Demo). Realizando la
indexacion de los picos, se encuentra que aparecen los planos (1,1,1) y (2,0,0) correspondientes a
la estructura cubica centrada en las caras de la plata y asi concluyendo la presencia de este
elemento, hacia la derecha del espectro, también aparece otro pico que corresponde al cloruro de
plata. Con esto se confirma la estructura de las nanoparticulas observadas en la figura 3.
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Figura 4. Difractograma de rayos X mostrando la composicién de AgNps y parte de los residuos
de la reaccién.

En la Figura 5 se observan imagenes por la técnica de microscopia de alta resolucion (TEM), en
donde se puede observar la estructura de las AgNps, denotada por la resolucién lineal dentro de
ellas, como se podra notar ambas imagenes (a y b) ilustran un tamafio aproximado de 13.5 nm,
cuya morfologia de las mismas es cuasiesférica lo que indica que el extracto de la planta contiene
modificadores de la forma. Mediante la transformada rapida de Fourier (recuadro anexo) se
confirma la naturaleza cristalina, asi como las distancias interplanares entre los puntos de
difraccion, los que presentan una distancia aproximada a 2.35 A que coinciden muy bien con la
distancia interplanar correspondiente a los planos del tipo (1,1,1) de la estructura cubica centrada
en las caras (fcc) de la plata metalica. De acuerdo al rayado la primera de estas particulas presenta
una estructura del tipo mtp (multiple macla) y la segunda del tipo fcc.
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Figura 4. Imégenes de TEM de alta resolucion con anexos de la transformada de Fourier, planos
de tipo (1,1,1) y distancias interplanares.

La figura 6a muestra los halos de inhibicién por triplicado de las pruebas antibacteriales que se
realizaron en la caja Petri con las Nps obtenidas, también se muestra al extracto puro como control
para descartar un efecto por parte de los componentes del extracto de la planta. La figura 6-b
muestra los halos de inhibicién para nitrato de plata, antibiético y agua destilada. Como se puede
notar el mayor halo de inhibicién correspondié al antibiético. Los diametros de inhibicion fueron:
para las AgNps 9.5mm, agua destilada Omm, antibiético 33.25mm, nitrato de plata 10.75mm y
extracto de la planta Omm asi como las concentraciones utilizadas 3.5955 x 10-* gAg/mL, O
gAg/mL, cefatoxima 35.25 x 107 g/mL, 5.3933725 x 10" gAg/mL y 0 gAg/mL respectivamente de
cada sustancia. La concentracion de antibiético utilizada no es equiparable a las concentraciones
de nitrato de plata y de AgNps debido a que esta prueba fue preliminar, sin embargo, se puede
apreciar que efectivamente las AgNps tienen efecto antibacterial, ya que presenta un halo de
inhibicion[8]. Este resultado genera una pauta para un nuevo experimento en el cual se utilicen
concentraciones equivalentes de las sustancias probadas para lograr generar una referencia
cuantitativa, asi mismo, se requiere un estudio microscépico usando SEM para demostrar dafios y
muerte de las bacterias.

Figura 5. Halos de inhibicion por diferentes sustancias.
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4. CONCLUSIONES

Con este proyecto se pone en evidencia la efectividad de la planta Larrea tridentata como agente
reductor y estabilizador, ya que a partir de la sal precursora (AgNO3) biosintetiza AgNps de forma y
tamafios homogéneos como lo presentan las diferentes caracterizaciones demostradas con las
diferentes técnicas de microscopia. Los mejores resultados obtenidos fueron con la concentracién
de 1.5 g de extracto y nitrato de plata al 5mM. En los experimentos realizados la morfologia de las
AgNps se obtuvieron en su mayoria homogéneas, teniendo un tamafio por debajo de los 30 nm y
de forma cuasiesférica, observandose nanoparticulas casi perfectas que por lo tanto, caen en
rango nanométrico. Ademas, su efecto antibacterial resulté positivo como se esperaba y se prob6
que las sustancias involucradas en la biosintesis AgNps no tuvieron influencia en el efecto causado
por la plata al momento de eliminar las bacterias.
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