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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue sintetizar nanoparticulas de plata utilizando
acido galico como antioxidante y Quitosano (GC-AgNps) bajo la influencia de la
irradiacion con ultrasonido, y posteriormente, evaluar el efecto antimicrobiano
mediante concentracion minima de inhibicion (MIC) y eficacia antimicrobiana
(ABE) contra Escherichia coli, bacteria mas comun en agua, suelo y aire. Este
método ecoldgico para la sintesis de nanoparticulas coloidales fue desarrollado
por reduccidon quimica y ultrasonido. EI mecanismo de accién de la toxicidad
sugiere que AgNps puede inhibir la respiracion colectiva de los microbios por
especies reactivas de oxigeno (ROS) con casi el doble de eficiente que el nitrato
de plata en solucion acuosa. Por otro lado, una estrategia de estabilizacion de la
nanoparticula monodispersa obtenida fue gracias a las propiedades del quitosano
como alternativa no toxica y amigable con el medio ambiente. Se conoce que el
quitosano es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza después de
la celulosa. En esta investigacion, el quitosano domina la carga de la superficie y
el diametro hidrodinamico de la nanoparticula, asi como controlar la formacion de
complejos con otras biomoléculas y eventualmente la interaccion Bacterias-
Nanoparticulas. Los resultados revelaron que las GC-AgNps sintetizadas fueron
monodispersas, de forma esférica con un tamafio promedio de 26.23 + 9.92 nm, y
estables durante cuatro semanas sin ningun cambio notable en el tamafo. El
analisis de difraccion de rayos X (XRD) y la espectroscopia infrarroja (FTIR)
confirmaron que las GC-AgNps son estructuras cristalinas cubicas centradas en la
cara (FCC) y las vibraciones de Ag-O mas destacadas a 599 cm™'. Ademas, se
demostré que la sensibilidad y muerte celular causada por GC-AgNps contra
Escherichia coli Log CFU 2.4 fue de 10 pg /ml después de 45 minutos de
exposicion.

Palabras Clave: Sintesis verde asistida por ultrasonido, nanoparticula de plata,
quitosano-acido galico, actividad microbiana, UV-VISIBLE, FTIR, XRD, TEM, SEM.

Abstract

The aim of this work was to synthesize AgNps using gallic acid as an antioxidant
and Chitosan (GC-AgNps) under the influence of ultrasound irradiation, and
subsequently to evaluate the antimicrobial effect through (MIC) and (ABE) against
Escherichia. coli, the most common bacterium in water, soil and air. The
mechanism of action of toxicity indicates that microbes can inhibit the collective
respiration by reactive oxygen reactions (ROS) with almost twice as efficient as
silver nitrate in an aqueous solution. On the other hand, a strategy of stabilization
of the dispersed mono nanoparticle was based on the properties of chitosan as a
non-toxic and environmentally friendly alternative. It is known that chitosan is the
second most abundant biopolymer in nature after cellulose. In this research,
chitosan dominates the surface charge and the hydrodynamic diameter of the
nanoparticle, as well as controlling the formation of complexes with_other
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biomolecules and eventually the Bacteria-Nanoparticle interaction. The results
revealed that the GC-AgNps synthesized were monodisperse, spherical with an
average size of 26.23 + 9.92 nm, and stable for four weeks without no change.
Analysis of X-ray diffraction (XRD) and infrared spectroscopy (FTIR) confirm that
GC-Ags are crystalline structures (FCC) and the most prominent Ag-O vibrations
at 599 cm™'. In addition, the sensitivity and total cell death caused by GC-AgNps
against Escherichia coli at Log CFU 2.4 was 10 ug / ml after 45 minutes of
exposure.

Keywords: Ultrasound-assisted green synthesis, Silver nanopatrticles, Chitosan-
Gallic acid Antibacterial activity, UV-VISIBLE, FTIR, XRD, TEM, SEM

Introduccién

Las nanoparticulas de plata (AgNP) son conocidas por sus aplicaciones
microbianas en articulos comunes domésticos y su uso en productos comerciales
como aditivos antisépticos en envases, tela, revestimiento de azulejos y ha ido
aumentando en los ultimos afios [1].

Sin embargo, la estabilizacion y las propiedades de las AgNps se ven afectadas
debido a varias caracteristicas fisicas y quimicas [2,3]. Se ha demostrado que las
AgNps con una alta relacion de area superficial a volumen y alta estabilidad térmica
son mas eficaces como antibacterianos que la plata a granel [3,4]. El mecanismo
de accion de la toxicidad sugiere que las AgNps pueden inhibir la respiraciéon
colectiva de los microbios por especies reactivas de oxigeno (ROS) con casi el
doble de eficiencia que los iones de plata [5].

Por otro lado, la estrategia después de la sintesis para estabilizar las
nanoparticulas monodispersas ha sido generada por surfactantes y polimeros [6].
Incluye polivinilpirrolidona [7], almiddén [8], celulosa [9], agar [10], liquido i6nico
soportado de silice [11], quitosano [12], etc. Entre todos, el quitosano se considera
no toxico, amigable con el medio ambiente y muy accesible [13].

El quitosano se encuentra en las conchas y exoesqueletos de los crustaceos y se
obtiene por desacetilacion alcalina de la quitina [14]. Es el segundo biopolimero
mas abundante en la naturaleza después de la celulosa y ha sido utilizado en
aplicaciones biomeédicas, farmacéuticas e industriales debido a su
biodegradabilidad, biocompatibilidad y baja citotoxicidad [15,16]. Algunos
estudios afirman que el quitosano puede dominar la carga de la superficie de las
nanoparticulas y controlar la formacién de complejos con otras biomoléculas v,
finalmente, la interaccion bacterias-nanoparticulas [17,18]. La conversion entre
nanoparticulas y matriz de quitosano como agente estabilizador se emplea para
evaluar el efecto a largo plazo y las soluciones coloidales estables de AgNps en
los medios de cultivo bacterianos [19].

Los métodos utilizados en esta investigacion han sido amigables con el ambiente
mediante reduccidn quimica y ultrasonido convirtiéndose en una combinacion
deseable de materiales biocidas en condiciones ecoldgicas y de facil produccion.
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Metodologia

Materiales

El nitrato de plata, AgQNO3, 99.0% fue adquirido de Spectrum, EE. UU. Quitosano
de conchas de camardn (grado analitico,> 75% desacetilados) y acido galico
(97.5-100.2% de titulacion) de Sigma-Aldrich Alemania y China, respectivamente.

Preparacion de GC-AgNPs.

La sintesis de GC-AgNps se llevé a cabo utilizando acido galico y quitosano como
agente reductor y estabilizante, respectivamente. El procedimiento de preparacion
de AgNps implica la mezcla de acido galico (1 mM, 4 ml) con AgNOs (1 mM, 20 ml)
con una relacién de 1: 5y el pH se incrementd a 11 mediante la adicion de 0,1 M
de NaOH. Luego, se agregaron 4 ml de solucién de quitosano al 0,5% a la mezcla
de reaccion y se sometieron a ultrasonido durante 10 y 20 minutos usando un
procesador ultrasénico (DAIGGER GE 505, 500 W, 20 kHz) sumergido
directamente en la solucion de reaccion. La condicidon operativa fue de 30 s en
pulso encendido/ 30 s en reposo con una amplitud de 72% a 25°C.

La solucion de quitosano se prepardé mezclando 0,5 g de quitosano con 100 ml de
acido acético (1% v/v) y se mantuvo bajo agitacion durante tres dias, para permitir
la disolucion completa y evitar su gelificacion.

Caracterizacion de las GC-AgNPs.

Las muestras que contenian GC-AgNps se confirmaron con un espectrofotdmetro
UV-vis, SPECORD® S600 de Analytik Jena, Alemania. Ademas, la distribucion de
tamafno de la muestra hidrodinamica se analizé en un instrumento de dispersion
de luz dinamica (DLS) del analizador de distribucion de tamafio HORIBA LB-550.

Las imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM) y el patron de
separaciéon de electrones del area seleccionada (SAED) de las nanoparticulas se
capturaron de FEI Tecnai, G2 Spirit Twin. La morfologia de la superficie y el mapeo
elemental de AgNps se registraron digitalmente utilizando SEM, (TESCAN, MIRA
3). Los analisis de la radiacion de rayos X (DRX) se realizaron con un tubo de rayos
X de configuracion PANalytical de 8-26 (generador-detector), cobre A=1.54059 Ay
diactometro EMPYREAN. Espectroscopia infrarroja (FTIR), las mediciones se
realizaron en un espectrometro Spectrum 100 IR (Perkin Elmer, EE. UU.),
empleando la técnica de la reflectancia total atenuada (ATR) para determinar la
posible participacién de grupos funcionales.

Estudio Antibacterial

La actividad antibacteriana de las GC-AgNps sintetizadas se evalué contra el
modelo Gram-negativo, E. coli ATCC 10536, que se cultivd en caldo LB. Cuando
el crecimiento de las bacterias alcanz6 una base Log 7.02 UFC/mI, se tomé 900
ML del in6culo con 100 uL de GC-AgNps en concentraciones previamente diluidas
de 100 pg/mL a 0.01 pg/mL en diferentes tubos de ensayo. Las muestras se
incubaron a 37°C en condiciones de agitacion en intervalos de tiempo: 15, 45, 120
minutos respectivamente. Por cada intervalo de tiempo, se tomé una alicuota de
&
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100 pyL de cada muestra y se extendié sobre placas de agar para su respectivo
conteo celular. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h.

El control positivo no contenia ninguna solucién de GC-AgNps con el mismo limite
de deteccion en una placa. El control negativo fue nanoparticulas diluidas en caldo
y repartidas en una placa. El efecto microbicida (ME) se calculé con una tasa de
reduccion logaritmica de cada tratamiento siguiendo la férmula ME = log Vc - logVt,
[20]. Donde Vc es el numero de CFU como control positivo y Vt de experimentos.
Por otro lado, la eficacia antibacteriana (ABE en%) de la muestra se calculé como
el porcentaje de inhibicion del crecimiento de bacterias después de la adicion de
nanoparticulas ABE = (Vc-Vt)/Vc x 100, [21] . Donde Vc fue el numero de colonias
bacterianas viables del control positivo y Vi, las colonias analizadas por cada
tratamiento. Los cambios morfolégicos después de la adicion de nanoparticulas de
plata se observaron en microscopia TEM.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se realiz6 ANOVA seguido de
la prueba de Tukey-Kramer. Un valor de p inferior a 0,05 se considerd
estadisticamente significativo. El analisis se realiz6 con el software OriginPro
version 8.0.

Resultados

La formacion de AgNps con acido galico (CG-AgNps) requirié condiciones
alcalinas (pH 11).

Analisis de Espectrofotometria UV-Visible

Para monitorear la estabilidad de los GC-AgNps, se midié los espectros de
absorcion SPR de los GC-AgNps (almacenados a 23-25 °C) durante 10 minutos,
7,14, 21y 28 dias (Fig. 1). Estos picos se desplazaron de 411 nm a 406 nm, y su
coloracion fue amarrillo como se muestra en la misma figura. demostrando
interaccidn de plata Los espectros de absorcion visual y UV-vis de las soluciones
de GC-AgNps se mostraron en la Fig. 1. La banda SPR puede proporcionar
informacion atil sobre la forma y el tamano de las nanoparticulas sintetizadas. Este
rango sugiere la formacion de AgNps son pequefios y esféricos [22]. El rango de
banda estrecha indicé una distribucién de tamafo reducido de AgNPs [23]. Los
resultados fueron confirmados por el analisis DLS de 7 a 28 dias.
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Figura 1. Formacion de GC AgNps y espectrofotometria UV-visible
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Analisis DLS

La distribucion del tamafo de particula hidrodinamica de los GC-AgNps obtenidos
de las mediciones de DLS se muestra en la Tabla 1. El tamafio promedio de los
GC-AgNps durante 10 y 20 minutos de ultrasonidos por 7 dias es 29.78 £ 10.2 nm
y 54.90 £ 64.8 nm. La Tabla 1 mostré claramente que el diametro de GC-AgNps
se incrementd al aumentar el tiempo de ultrasonido y el tiempo de incubacién a
temperatura ambiente. Por lo tanto, la muestra necesita unicamente 10 minutos de
ultrasonido para mantener el quitosano como agente protector.

Tabla 1:

Diametro y desviacion estandar de la nanoparticula después de 28 dias de
estabilizacion en estudio DLS

Condicion Diametro de Diametro de Diametro de Diametro de

inicial particular particular particular particular
(Wt o)nm (Wt o)nm (Lt o)nm (Wt o)nm
Tiempo: 7 Tiempo: 14 Tiempo: 21 Tiempo: 28
dias dias dias dias

10 min 29.78 £ 10.2 31.2+12.1 35.3+16.1 46.5 + 19.76

ultrasonid

o

20 min 54,90 = 5150 = 5240 =+ 58.60 =

ultrasonid 64.8 3.61 3.93 4.01

o

3
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Microscopia TEM y SEM

Las propiedades de la superficie de las GC-AgNps se analizaron utilizando la
técnica TEM y SEM. En la Fig. 2(a-b), el analisis de TEM confirma que el Acido
galico reducido AgNps es una forma esférica, bien dispersa y que tiene un tamario
promedio de 36.85 £ 10.44 nm. Pero después de agregar quitosano al acido galico
reducido, el tamafo de particula de GC-AgNps disminuy¢ ligeramente y el tamafio
promedio observado fue de 29.78 £ 10.2 nm. Puede deberse a la estabilizacion de
AgNps formando un recubrimiento externo de particulas con quitosano. Fig 2 (c-
d), la matriz de este biopolimero mantuvo una particula monodispersa, prohibiendo
la aglomeracidn, y evitd la oxidacion de lamsuperficie en el momento de la dilucion
en medio iénico en medios de cultivo. Por tanto, la estabilidad no cambid, ya que
la nucleacion mantenida de los atomos de plata y las particulas no se aglomeraron.

Figura 2. Microscopia electronica TEM y tamario de particula. (a-b) AQNps
utilizando acido galico.(c-d) AgNps cubiertas con el quitosano como agente
protector.
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Las imagenes SEM, incluido el mapeo EDX de GC-AgNps, se muestran en la Fig.
3 (a, b). El color azul representa la existencia de GC-AgNps en la superficie del
quitosano. Mostré claramente la presencia de plata metalica bien dispersa en
forma GC-AgNps en la superficie del quitosano.

Figure 3. Microscopia electronica SEM (a) GC-AgNps con matriz de quitosano (b)
mapa elemental de la plata con el quitosano.

Analisis XRD y FTIR

Las propiedades estructurales de las nanoparticulas se analizaron utilizando la
técnica XRD. Como se muestra en la Fig. 4, los picos de XRD comunes producidos
por el acido galico redujeron los AgNps y GC-AgNps a 38.04° correspondientes a
los planos (111) de la estructura cubica centrada de plata metalica (ICSD no: 98-
018-0878)(Tabla 2). Pero a 26= 29.36°, el pico no se identific6 como metal Ag y
puede que la fase bioorganica en la superficie de la particula debido a la baja
cristalinidad del quitosano. Por lo tanto, se cree que esos residuos organicos
contenidos en las muestras [24] parecen actuar como un agente de cobertura para
promover el crecimiento de las nanoparticulas.

Tabla 2:
Picos indexados en patrones XRD de nanoparticulas sintetizadas con acido galico y
quitosano.

Valores de DA 1000/d*> 1000xd?/  hkl Metal
posicion referencia 60.62 detectado
pico 20 (°)
29.36 3.040 108.20 1.78 - No
identificada
38.04 2.359 179.69 3 111 Plata

3



Figure 4. Espectro XRD de GC-AgNps sintetizadas
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El espectro FTIR proporcionan informacién sobre los grupos funcionales de las
moléculas organicas que podrian unirse a la superficie de las nanoparticulas. En
dicho espectro, se muestra que la banda ancha a 3200-3600 cm™' corresponde a
la vibracién de estiramiento de los grupos -OH y -NH2 del acido galico y el
quitosano. Ademas de eso, la banda alrededor de 599 y 509 cm™' confirma la
existencia de un enlace Ag — O en las GC-AgNps. Por lo tanto, la posible
estabilizacién de los grupos funcionales es mediante los grupos CH2 y NH3 +

segun Tabla 3 [25].

Tabla 3:
Grupos funcionales destacados en FTIR de GC-AgNps

Longitud Grupo Equivalente Longitud Grupo Equivalente
de onda funcional quimico de onda funcional quimico
(cm™) (cm™)
3870 - Residuos de 1844 C=0 S Aucll
Quitosano unién
3803 - Residuos 1549 N-H unién Amidas
de Quitosano
3753 O-H AND N-H Aminas, 1346 R-NO2 Compuestos Nitro
union fenoles, union
acidos
organicos
3695 O-H unién Alcohol y 992 =C-H Alguenos
fenoles union
3535 N-H unién Aminas 823 C-Hunién Compuestos
Aromaticos
3271 C=0 uni6n Acidos 763 C-Hunion Compuestos
carboxilicos Aromaticos
2917 C-H unién Alcanos 662 =C-H Alquenos
unién
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Efectividad antimicrobiana

Se utilizé diferentes intervalos de tiempo para determinar si el efecto antibacteriano
de GC-AgNps era bacteriostatico o bactericida. La bacteriostatica incluye eliminar
y prevenir el crecimiento de bacterias dependiendo de las concentraciones del
agente, cuyas acciones son reversibles. Mientras que el efecto bactericida incluye
matar las bacterias, y sus acciones son irreversibles [26,27]. Se demostré que 100
pg/mL de la solucion de nanoparticulas puede eliminar bacterias Log CFU 7.5 en
15 min como se muestra en Fig. 5. Toxicidad celular

La toxicidad de las bacterias se observa en la Fig. 6. Se determiné que los GC-
AgNPs no solo se unen a la membrana de peptidoglicano, pero también penetra
en el protoplasma de las bacterias [28]. Se cree que el ADN pierde su capacidad
de replicacion y las proteinas celulares se inactivan con la plata (Ag °) y se une a
los grupos funcionales, lo que resulta en la desnaturalizacién de proteinas [28].

Ademas, E. coli cuando estan en contacto con GC-AgNps. Se especula que la
barrera de lipopolisacaridos LPS puede ser completamente destruida. Se conoce
que la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), siendo las mas
comunes, radicales de superodxido, hidroperoxilo, hidroxilo, éxido nitrico estan
relacionadas con el ahogamiento celular [29].

Figure 5. CFU viables en platos de agar. (a) (i) control positivo, (ii))100 ug/mL (iii)
10 ug/mL (iv) 1 ug/mL, (v) 0.1 ug/mL y (vi) 0.01 ug/mL. (b-c) Analisis Log CFU para
determinacion de eficiencia antimicrobiana con diferentes concentracion de AgNps
sintetizadas con acido galico y quitosano.

(d)
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Figure 6. (a) control positivo, (b-c) Muerte celular después de la adicion de GC-
AgNPs
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Conclusiones y Discusién

Los GC-AgNps sintetizados se han caracterizado por diferentes técnicas
espectroscopicas y microscopicas, utilizando la aplicacion de ultrasonido,
mejorando el transporte total de masa entre el quitosano y el acido galico se ha
podido caracterizar las nanoparticulas de plata eco amigables con el ambiente [30].

La energia suministrada por ultrasonidos para descomponer los aglomerados de
quitosano después de la reduccion de los iones Ag + a Ag ° fue efectiva para
producir GC-AgNps esféricos de tamafio controlado de un tamafio promedio de
26.23 £ 9.92 nm. Ademas, también se sugiere que las GC-AgNps sintetizadas
exhibieron potentes propiedades antibacterianas y efectos toxicos contra E. coli.

Las nanoparticulas a base de quitosano y acido galico, por otro lado, pueden tener
un triple mecanismo de accién. El quitosano en si mismo tiene actividad
antimicrobiana [28] debido a sus propiedades catidénicas que causan la ruptura de
la membrana, mientras que el acido galico presenta una resistencia a la oxidacion.
Claramente, estas nanoparticulas tienen una combinacion deseable para la
eficacia antibacteriana, con baja toxicidad y facil proceso de fabricacion.
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