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RESUMEN

En el presente trabajo se baso en la sintesis de nanoparticulas de oro y plata, las cuales tienen
propiedades Opticas y pueden ser usadas en aplicaciones en el campo biomédico. Para su
sintesis se implemento la metodologia bottom-up partiendo de un compuesto precursor: el
acido cloroaurico para las nanoparticulas de oro y el nitrato de plata para las de plata. Bajo
dicha metodologia de sintesis, se modificaron algunos pardmetros a fin de obtener sistemas
de nanoparticulas con diferente tamafio y concentracion. En este sentido se planted el uso de
tres diferentes agentes reductores: borohidruro de sodio, etilenglicol y &cido ascorbico para
las nanoparticulas de plata y &cido citrico, citrato de potasio y borohidruro de sodio para las
nanoparticulas de oro. Ademas, se usaron estabilizantes como polivinilpirrolidona (PVP) y
citrato de potasio. Los sistemas obtenidos fueron estudiados mediante espectrofotometria
UV-Visible, microscopia electronica de transmision (TEM) y absorcion atomica, en donde
se obtuvieron comportamientos cercanos a los reportados en la literatura cientifica. Los
sistemas de nanoparticulas de plata fueron empleados como agentes bactericidas,
especificamente se realizaron ensayos sobre cultivos de bacterias de Escherichia Coli,
Staphylococcus epidermidis y placa bacteriana oral. Los resultados indican que los efectos
bactericidas estan fuertemente ligados con la concentracion de nanoparticulas de plata. Por
otro lado, y conociendo las propiedades de biocompatibilidad de las nanoparticulas de oro,
con los sistemas sintetizados se llevaron a cabo pruebas de biocompatibilidad en plasma rico

en plaguetas, observando que las nanoparticulas de oro tienen un mejor desempefio

Palabras Claves: Nanoparticulas de oro, nanoparticulas de plata, efecto bactericida,

biocompatibilidad.



ABSTRACT

The present work was based on the synthesis of gold and silver nanoparticles, which have
optical properties and can be used in applications in the biomedical field. For its synthesis,
the bottom-up methodology was implemented based on a precursor compound: chloroauric
acid for gold nanoparticles and silver nitrate for silver nanoparticles. In this synthesis
methodology, some parameters were modified in order to obtain nanoparticle systems with
different size and concentration. Three different reducing agents were proposed: sodium
borohydride, ethylene glycol and ascorbic acid for silver nanoparticles, and for gold
nanoparticles, sodium citrate, citric acid and sodium borohydride. Stabilizers such as
polyvinylpyrrolidone (PVP) and potassium citrate were also used. The systems obtained were
studied by UV-Visible spectrophotometry, transmission electron microscopy (TEM) and
atomic absorption, obtaining similar results to the reported in scientific literature. Silver
nanoparticles systems were used as bactericidal agents, specifically tests on bacteria cultures
of Escherichia Coli, Staphylococcus epidermidis and oral bacterial. The results indicate that
the bactericidal effects are linked to the concentration of silver nanoparticles. On the other
hand, and knowing the biocompatibility properties of gold nanoparticles, with the
synthesized systems, biocompatibility tests were carried out in platelet rich plasma,

observing that the gold nanoparticles have a better performance.

Key word: Gold nanoparticles, Silver nanoparticles, bactericide effect, biocompatibility.
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1 PRESENTACION

En el presente trabajo se hace primero una recopilacion de antecedentes sobre la sintesis de
nanoparticulas, especialmente nanoparticulas metalicas. Luego se introduce un analisis del
area problemaética y se plantean dos preguntas de investigacion: la primera, relativa a los
parametros que se deben controlar para lograr que la sintesis de nanoparticulas de oro y plata
sea reproducible y, la segunda sobre aplicaciones se pueden desarrollar con estos sistemas.
Posteriormente viene una seccion de justificacion, en la cual se resalta la importancia del
estudio de la sintesis de nanoparticulas metalicas con cierto grado de biocompatibilidad. A
continuacién, se presenta el referente tedrico donde aclaran preguntas, tales como: ¢Qué es
una nanoparticula? ¢;Que ventajas y desventajas tiene el uso nanoparticulas en relacion al
campo de aplicacion?, (Qué tipos de nanoparticulas existen?, ;Con qué técnicas se
caracterizan las nanoparticulas? y particularmente se hace énfasis en la descripcion de la
resonancia de plasmon de superficie y por qué es de interés en nanoparticulas metélicas, ¢Qué

usos potenciales tienen las nanoparticulas de plata y las de oro?

En seguida se presenta el objetivo general y los especificos del proyecto. Los mismos apuntan
a la produccidén de nanoparticulas de oro y plata con potenciales aplicaciones bactericidas y
biomédicas. Sigue una descripcion detallada de la metodologia, tanto en la parte de la sintesis
de las nanoparticulas como en las pruebas realizadas con estas, las cuales incluyen: efecto
bactericida de las nanoparticulas de plata y biocompatibilidad de las nanoparticulas de oro y
plata. En seguida se presentan los resultados de los estudios de caracterizacion:
espectrofotometria UV- Visible, absorcién atémica, las pruebas de actividad bactericida con
E. coli, S. epidermidis y placa bacteriana oral, asi como las pruebas de biocompatibilidad.
Estos resultados son analizados en funcion de diferentes parametros y finalmente se dan
conclusiones sobre la relacion entre los protocolos usados en sintesis de nanoparticulas, su

biocompatibilidad y sus potenciales aplicaciones.
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2 ANTECEDENTES

Desde hace ya varios afios las nanoparticulas han llamado la atencién de la comunidad
cientifica, esto debido a nuevas propiedades producto de su reducido tamafio. En particular,
las nanoparticulas metalicas han sido un foco de interés por un sin numero de aplicaciones
en ingenieria como en ciencias biomédicas [1]. Gracias a las caracteristicas superficiales de
las nanoparticulas (relacion superficie / volumen), estos sistemas pueden ser funcionalizados
0 recubiertos con farmacos, anticuerpos, moléculas organicas e inorganicas, asi como con
una gran variada de agentes quimicos. Esta caracteristica, solo observada en estructuras de
tamafio nanométrico (1 a 100 nm), provee a este tipo de estructuras un sinnimero de
funciones, potenciandolas para ser usadas en nuevas aplicaciones. En el caso concreto de las
nanoparticulas de plata, la literatura cientifica las cataloga principalmente como agentes
antimicrobianos [2], las cuales, en comparacion con métodos tradicionales, ofrecen diversas
ventajas, incluyendo menor toxicidad y menor costo, entre otros [3]. El efecto bactericida se
debe principalmente a la liberacion de iones de plata (Ag*) desde el interior de las
nanoparticulas de plata, los cuales tienen un efecto toxico en bacterias u otros
microorganismos. Sin embargo, en estudios recienten se evidencia que dicho efecto no solo
se debe a los iones liberados de la nanoparticula. Por ejemplo, en los trabajos descritos en las
siguientes referencias[4]-[8], se evidencia que al comparar la toxicidad de nanoparticulas de
platay sales de plata, en concentraciones equivalentes, las nanoparticulas presentan un mayor
efecto. Ante este panorama, algunos autores atribuyen la reduccion del efecto a posibles
enlaces entre la plata (proveniente de las sales) con agentes quimicos presentes en el medio,
lo cual reduce su bioactividad o biodisponibilidad y por ende sus potenciales efectos
bactericidas [9]. Investigaciones recientes sobre el uso de nanoparticulas de plata para usos
antimicrobianos o bactericidas intentan relacionar y explicar la influencia de la ruta de
sintesis, el tamafio, la forma, carga superficial, la solubilidad, el agente funcionalizador u
otras caracteristicas fisicoquimicas con el efecto bactericida o antimicrobiano. En este
sentido, el trabajo aca presentado pretende relacionar la influencia del agente reductor, asi

como otros parametros de la sintesis, con el efecto bactericida en tres sepas de bacterias E.
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coli, S. Epidermidis y placa bacteriana oral. Por otro lado, las nanoparticulas de oro han sido
usadas en diversos campos de investigacion, incluyendo el biomédico y tecnoldgico. Los
primeros coloides metalicos, en especial de oro fueron desarrollados por Michael Faraday en
1857 [10]. Si bien en esa época se desconocia la naturaleza nanomeétrica de las particulas de
oro que componian el coloide, se empez6 a relacionar la concentracion del soluto con las
propiedades dpticas. Dados los diversos colores que podian tomar lo coloides metalicos, estos
sistemas inicialmente se usaron como pigmentos en vidrios y textiles. Los estudios de
Faraday no solo se limitaron a la implementacion de estos coloides para aplicaciones en
pigmentos, sino también a los diversos métodos y rutas de sintesis. Con ello se desarroll6 un
método de sintesis que permitié la obtencién de nanoparticulas de oro a través de una
reduccion de fosforo. [11] La explicacion a los fendmenos opticos llego un tiempo despues,
concretamente en 1861 fueron usadas las ecuaciones de Maxwell para sentar las bases fisicas
de los fendmenos observados en este tipo de coloides. Posteriormente, Gustav Mie (1904)
uso las ecuaciones de Maxwell para describir la dispersion de las ondas electromagnéticas en
cuerpos esféricos metalicos [12], [13]. Con estos desarrollos es posible estudiar y cuantificar
las propiedades Opticas de diversos tipos de coloides con nanoparticulas metalicas. Un
parametro clave para el estudio de las propiedades Opticas de los sistemas estudiados en este
trabajo (nanoparticulas de oro y plata) es el plasmdn de resonancia, el cual esta directamente
relacionado con las propiedades Opticas de las nanoparticulas y el cual depende de factores
fisicoquimicos como el tamafio y forma de la nanoparticula o el estado de agregacién, entre
otros. La naturaleza de este fendmeno se basa en la interaccion de las ondas
electromagnéticas con la superficie de las nanoparticulas. Cuando la radiacion
electromagnética incide sobre un conjunto de nanoparticulas metalicas, se genera una
oscilacion coherente de los electrones que se encuentran en la superficie del metal. Un

esquema de este fendbmeno es presentado en la figura 1.
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Figura 1: Esquema del fenémeno de plasmén de resonancia. Figura adaptada de la referencia [14]
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Las nanoparticulas de oro han sido evaluadas para usos en diferentes campos, especialmente
el médico, el tecnoldgico o en catélisis quimica. [14], [15]. De acuerdo con el pronéstico de
valor de mercado de los Estados Unidos desde 2020 hasta 2025 [16], el mercado de
nanoparticulas de oro para uso en el campo médico alcanzara un valor de aproximadamente
800 millones de dolares. Una grafica, adaptada de la referencia [16] ilustra la evolucion del

mercado de este tipo de nanoparticulas en los prximos cinco afios (ver figura 2 y 3).

Figura 2: Evolucién del mercado de nanoparticulas de oro por sectores en los Estados Unidos. Adaptada de la referencia
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Ademas, la grafica anterior también muestra como evolucionara el mercado de estas
nanoparticulas en otros campos como el electronico y catalisis. Como puede notarse, el
incremento en el mercado de nanoparticulas es notable, especialmente para uso médico. Esta
tendencia estd relacionada, entre otras, por las caracteristicas de biocompatibilidad que

presentan las nanoparticulas de oro.

Figura 3: Evolucién del mercado de nanoparticulas de oro en los Estados Unidos. Adaptada de la referencia [17]
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Como se mencionod anteriormente, las propiedades de biocompatibilidad que presentas los
coloides con nanoparticulas de oro, hacen que estos sistemas sean especiales candidatos para
aplicaciones médicas. Muchos de los reportes encontrados en la literatura resaltan la facilidad
que tienen este tipo de nanoparticulas para ser funcionalizadas con diferentes moléculas,
entre los cuales estan los tioles [18], aminos [19], [20], aminoacidos [18], proteinas [21],
entre otros. Las multiples opciones de funcionalizacion han llevado a la comunidad cientifica
a desarrollar aplicaciones en areas como el diagnostico, transporte y liberacion de
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medicamentos, biosensores, marcadores bioldgicos, agentes de contraste, [20] entre muchas
otras aplicaciones. Es claro que la biocompatibilidad, donde se evalGa el nivel de toxicidad
de las nanoparticulas de oro, juega un papel clave para el desarrollo de aplicaciones a nivel
médico. Un trabajo publicado por R. Shukla y colaboradores (2005) establece que las
nanoparticulas de oro no son citotoxicas, reducen la produccién de especies reactivas de
oxigeno y no promueven la produccion de citotoxinas inflamatorias. [20] Sin embargo, la
biocompatibilidad de estos sistemas, asi como de muchos otros coloides con nanoparticulas,
esta ligada a parametros como el tamafio medio de las particulas, el estado de agregacién de
las mismas, la composicion quimica o la forma. Actualmente, diversas investigaciones se
enfocan en evaluar la citotoxicidad en funcion de los parametros antes mencionados. En este
trabajo, se prepararon diversos colides de plata con el objetivo de evaluar la
biocompatibilidad en plaquetas en funcién del tamafio y la concentracidén de nanoparticulas

de oro.
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3 AREA PROBLEMATICA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Si bien la produccion y estudio de sistemas de nanoparticulas ha sido un campo de intensa
investigacion desde finales del siglo pasado, hoy en dia existen muchas preguntas abiertas en
relacion a los protocolos usados en la sintesis o en las rutas establecidas para la obtencion de
sistemas reproducibles. Dada la importancia del proceso de sintesis en el resultado final, es
necesario vincular el efecto de los pardmetros de ésta con las propiedades finales del sistema

obtenido.

Hablando particularmente de las rutas de sintesis, se sabe que minimos cambios en los
parametros de la misma, ya sean ambientales (temperatura, presion, humedad, etc.) o
impuestos a proposito (atmosfera, temperatura, velocidad de agitacidon, entre otros),
conllevan a grandes modificaciones en las propiedades fisicas y quimicas de los productos
obtenidos. Asi pues, se hace necesario establecer criterios procedimentales, donde el control
de cada parametro sea estricto, de manera que se pueda conocer y explicar su influencia real

sobre el producto final.

Como bien es sabido, los efectos de la nanotecnologia sobre la calidad de vida han sido
enormes, estos han traido consigo multiples desafios en diversos campos, desde lo cientifico
hasta lo ético. El auge por desarrollar nuevos sistemas con caracteristicas especificas, ha
llevado a la comunidad cientifica a desarrollar un sinnimero de nuevos materiales. La
especificidad de éstos ha dado lugar a la aparicion de nuevas fenomenologias, muchas de las
cuales atin no han podido ser completamente explicadas. Solo por mencionar algunas, hoy
dia esta abierto el debate en cuanto a que efecto tiene la agregacion entre nanoparticulas sobre
diversas propiedades fisicas o sobre el grado de biocompatibilidad. Igualmente, hay una
discusion vigente, tanto ética como cientifica, del efecto de las nanoparticulas en la salud

humana.
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De acuerdo a lo anterior surgen una enorme cantidad de interrogantes en diferentes flancos
cientificos. Desde esta tesis de maestria se pretende aportar resolviendo interrogantes
particulares, como, por ejemplo: ;cuales pardmetros se deben controlar para obtener sistemas
de nanoparticulas de oro y plata reproducibles, de tal manera que sus caracteristicas
fisicoquimicas se mantengan en el tiempo. Ademas, para el caso de los coloides de plata se
pretende resolver la siguiente pregunta: ;cudles parametros de la sintesis conllevan a obtener
coloides de plata con un mayor efecto bactericida? Mientras que, para los coloides con
nanoparticulas de oro, este trabajo dard respuesta a la siguiente pregunta: ;Cudles son los
factores de mayor relevancia para que un coloide con nanoparticulas de oro tenga

propiedades de biocompatibilidad?
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4 JUSTIFICACION
El éxito tecnoldgico que han tenido algunos dispositivos basados en nanomateriales, se debe
principalmente a los nuevos mecanismos de sintesis desarrollados en la Gltima década y a las
nuevas propiedades que emergen a escala nanométrica. Sin embargo, cada dia aparecen
reportadas nuevas fenomenologias y con ello nuevos desafios cientificos asociados a la
comprensiéon de los fundamentos que rigen estas fenomenologias. Los retos de la comunidad
cientifica son muy variados, van desde el desarrollo de procesos de sintesis limpias, de mayor
control y alta reproducibilidad, hasta la compresién de nuevos comportamientos y la

implementacion de aplicaciones.

Como pais, region e institucién no somos ajenos a los efectos que ha traido la nanotecnologia
en los diferentes frentes productivos de nuestra sociedad. Ante este escenario, es imperioso
que instituciones y centros de investigacion nacionales tomen parte en discusiones cada dia
mas relevantes y que en el futuro tendran efectos sobre nuestra sociedad. Es asi, que mediante
los resultados que se obtendrén a través de este trabajo se pretende tomar parte de una
discusion cientifica, aportando conocimiento en lo referente a mecanismos de sintesis de
nanoparticulas con propiedades Opticas, las cuales sean amigables con el medio ambiente y
a la vez, reproducibles. Asi mismo, mediante el estudio y analisis de las propiedades fisicas,
quimicas, citotdxicas y de biocompatibilidad pretendemos contribuir con conocimiento

relevante a los intereses de la comunidad cientifica.
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5 REFERENTE TEORICO
En esta seccidn se presenta una breve descripcion y puesta en contexto de los cuatro aspectos
fundamentales a desarrollar en este trabajo: (i) sintesis de nanoparticulas de oro y plata; (i)
propiedades Opticas de las nanoparticulas de oro y plata; (iii) biocompatibilidad de coloides
con nanoparticulas de oro y el rol de la funcionalizacioén y (iv) efecto bactericida de las

nanoparticulas de plata.

5.1 Sintesis de nanoparticulas

En términos generales se puede decir que hay dos métodos de aproximacion para la
fabricaciéon de nanomateriales: bottom-up 'y Top-down, el primero se basa en la
miniaturizacién de componentes de materiales (hasta el nivel atoémico), donde luego con un
proceso de autoensamblaje se llega a la formacion de nanoestructuras. La segunda
aproximacion, se basa en el uso de estructuras macroscopicas, las cuales son llevadas a escala
nanométrica mediante procesos fisicos o quimicos. Ambas aproximaciones tienen ventajas y
desventajas, las cuales han sido ampliamente discutidas por la comunidad cientifica [7].

Debido al interés de este trabajo en usar técnicas limpias, de facil acceso y relativamente
econdémicas, se usaran métodos de sintesis quimica basadas en aproximaciones bottom-up
para la fabricacion de los sistemas a estudiar. Si bien hay un sin nimero de protocolos
establecidos para la sintesis quimica de nanoparticulas, en este trabajo se implementd un
método reportado por Santoro y colaboradores [22], el cual es derivado del método
desarrollado por Turkevich en 1951 [23]. Este procedimiento permite obtener suspensiones
coloidales de nanoparticulas estables en solucién acuosa. De acuerdo a los reportes, la
reaccién los iones de oro o plata (segun el sistema a sintetizar) se presenta a los 100 °C, los
primeros derivados del &cido tetracloroaurico (HAuCls4) y los segundos del nitrato de plata
(AgNO:s). La reduccion quimica de los iones de plata u oro se realizo empleando un agente
reductor, el cual también servird como agente funcionalizador o recubrimiento que
proporcionara estabilidad a las nanoparticulas. Para este trabajo se usaron como reductor de

los iones de plata una mezcla de acido ascérbico mas citrato de potasio, etilenglicol y
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borohidruro de sodio. Para la reduccion de los iones de oro, se implementaron como
reductores: citrato de potasio, &cido citrico y borohidruro de sodio. La implementacién de
diferentes reductores se debid a su efecto sobre el tamafio final de las nanoparticulas. Mas

detalles de la sintesis podran ser consultados en la seccién 7.

Esta estrategia de sintesis descrita anteriormente permite preparar grandes cantidades de
material, de manera sencilla, econdmica y con rendimientos muy altos. Otra de las ventajas
de este método de sintesis radica en que la superficie de las nanoparticulas queda
funcionalizada o recubierta, evitando pasos posteriores en el proceso. Sin embargo, tiene
como contraparte que el control de la distribucion de tamafios y formas no es del todo

homogéneo.

Si bien el método de propuesto en este trabajo es de habitual uso para la sintesis de coloides
de nanoparticulas, existe una discusion abierta en cuanto al efecto que tienen ciertos
parametros sobre el producto final. Es en este sentido, este trabajo presenta un estudio del

efecto que tienen algunos pardmetros de la sintesis sobre algunas propiedades fisicoquimicas.

5.2 Propiedades dpticas de las nanoparticulas de oro y plata

Tanto las nanoparticulas de oro como las de plata suscitan un gran interés debido a las
propiedades oOpticas que emergen de su escala nanométrica como por sus posibles
aplicaciones. Por ejemplo, el aprovechamiento de este fendmeno se ha implementado en
aplicaciones de reconocimiento molecular, sensores bildgicos, compatibilidad con ADN,
entre otras [9], para el caso de los coloides con nanoparticulas de oro. Por el lado de las
nanoparticulas de plata, estas son conocidas por sus efectos bactericidas, lo cual potencia su

uso en procedimientos de desinfeccion y/o tratamiento de aguas [9].

Como ya se menciond, el efecto dptico de estos nanosistemas al interactuar con la luz

proviene de la estructura electrénica inducida por el tamafio y la forma de la nanoparticula.
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Los fendbmenos relacionados con la interaccion de la luz y los electrones de la superficie de
las NPs se estudian mediante la resonancia del plasmon de superficie (RPS). Cuando los
electrones libres de las bandas de conduccion de los atomos que se encuentran en la superficie
de las nanoparticulas interacttan con la luz, se induce una excitacion colectiva de estos
electrones, produciendo una oscilacion coherente de los electrones de la superficie (ver figura
1). En las nanoparticulas de Au y Ag, la resonancia es maximay su frecuencia se produce en
el campo visible del espectro electromagnético. Esta resonancia se origina cuando el tamarfio
de las nanoparticulas es mucho menor que la longitud de onda de la radiacion incidente. Por
ejemplo, el pico donde se encuentra el maximo de resonancia en los coloides de plata esté en
torno a 400 nm, mientras que en los coloides de oro se encuentra alrededor de 520 nm. La
frecuencia de resonancia y el ancho de la banda de absorcion del plasmon para cualquier
cuerpo metalico, dependen principalmente de la relacion superficie/volumen. Para el caso de
sistemas coloidales con nanoparticulas metalicas, este depende del tamafio, de la formay del
estado de agregacion de las nanoparticulas. Esta dependencia permite ajustar la frecuencia
de laluz reflejada, es decir, el color. La posibilidad de modificar las frecuencias de

resonancia es el origen de algunas propiedades optico-electrdnicas.

En los objetos de escala macroscopica, la mayoria de los electrones se encuentra confinados
en el volumen del material, como consecuencia de esto, la energia de los fotones (con
longitudes de onda en el espectro visible) no es suficiente para promover una resonancia
significativa del plasmdn. Por otro lado, en los cuerpos de baja dimensionalidad, como las
nanoparticulas, la relacion superficie/volumen alto, esto quieres decir que el numero de
atomos que se encuentra en la superficie de la nanoparticula es comparable con el nimero de
atomos que se encuentra en el volumen. En este escenario, la incidencia de los fotones sobre
la superficie metélica origina un efecto de resonancia que es apreciable. Este efecto es
conocido como plasmoén de resonancia superficial o SPR (por sus siglas en inglées) [12]. En
el caso de los colides metalicos, la frecuencia del pico de absorcion se encuentra dentro del
rango visible, lo cual genera que ciertos sistemas coloidales posean determinado color [24].

Para el caso de los coloides con nanoparticulas de plata este es amarillo, mientras los coloides
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de oro presentan comunmente un color rojizo o azul, dependiendo de las caracteristicas

morfoldgicas de estas nanoparticulas.

A medida gue las nanoparticulas de oro aumentan su tamafio, la longitud de onda del SRP se
desplaza hacia la zona visible del espectro electromagnético de longitudes de onda mayores,
que corresponden al color rojo. Es decir, se absorbe la luz roja y se refleja la luz azul, por lo
que una solucion coloidal con este tipo de particulas presentara una coloracion azul (azul
palido o color purpura). Cuando el tamafio de la particula de oro aumenta hasta alcanzar
dimensiones macroscoépicas, las longitudes de onda del SRP se desplazan a la zona infrarroja
del espectro electromagnético y la mayor parte de las longitudes de onda del campo visible
son reflejadas (no absorbidas), presentando la dispersion coloidal un color claro transltcido.
En la figura 4 es presentado los diferentes colores reflejados por suspensiones coloidales de

nanoparticulas de oro de diferente tamafio.

Figura 4: Dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro de diferentes tamafios y los colores producidos por la

absorcidn de luz. (Figura tomada de [10])
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Igualmente, las nanoparticulas de plata presentan espectro de absorcion en de longitudes de
onda que oscilan entre 300 y 400 nm (dependiendo del tamafo, la forma y el estado de
agregacion). El valor de la longitud del plasmén de resonancia puede variar dentro de un
rango de valores, que va desde 393 nm hasta 738 nm. Es decir, suspensiones coloidales con

nanoparticulas de plata pueden varias su color, desde un amarillo claro a un color verde.
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5.3 Biocompatibilidad. El rol de la funcionalizacion de las nanoparticulas

El estudio de la biocompatibilidad de diferentes materiales ha llamado la atencion de los
investigadores desde mediados del siglo pasado. Las primeras investigaciones se llevaron a
cabo en un contexto de implantes médicos y su interaccion con el cuerpo. En 2010, Kohane
y Langer definieron la biocompatibilidad, en el contexto del suministro de farmacos,
definiendo ésta como "una expresion de la benignidad de la relacion entre un material y su
entorno bioldgico" [25]. Sin bien se ha discutido mucho sobre la biocompatibilidad de ciertos
materiales, hoy en dia la falta de datos certeros sobre algunos procesos bioldgicos especificos
en respuesta a materiales extrafios ha limitado la compresion de la biocompatibilidad bajo
ciertas condiciones. En este sentido, se hace necesario la evaluacion de la biocompatibilidad

de los biomateriales caso por caso, en un tejido particular y en una aplicacion especifica.

La sintesis, el estudio de las propiedades fisicoquimicas y el uso de nanoparticulas
biocompatibles para aplicaciones especificas se remonta a los ultimos afios. Muchas de las
nanoparticulas de materiales inorgdnicos carecen de propiedades biocompatibles, sin
embargo, al funcionalizar o recubrir su superficie con un agente €stas pueden tornarse aptas
para aplicaciones que requieran su interaccion con tejidos bioldgicos [12]. Basicamente hay
dos estrategias cuando se decide de alterar la superficie de un conjunto de nanoparticulas:
recubrimiento con capas organicas, que incluyen surfactantes, polimeros, moléculas
bioldgicas entre otras; y el recubrimiento con componentes inorganicos, lo cuales pueden ser
oxido de silicio (Si0O2), carbono, metales u oxidos [13]. Si bien la funcionalizacion de
nanoparticulas puede proveer propiedades de biocompatibilidad, este proceso también juega
un papel importante en el control del estado de agregacion, la agregacion y la interaccion
entre las nanoparticulas [14]. Aspectos fundamentales cuando se trata de pensar en
aplicaciones de tipo biomédico. En la figura 5 se presenta un esquema de la funcionalizacion

de una nanoparticula.
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Figura 5: Funcionalizacién nanoparticula (tomado de [24])
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Cuando se trabaja con nanoparticulas en medios acuosos, surge un problema asociado con la
estabilidad de éstas, es decir, cuando han pasado largos periodos de tiempo, las
nanoparticulas tienden a formar aglomerados en orden de reducir la energia superficial
asociada con la elevada relacion superficie/volumen. Por otro lado, muchas de las fases que
se consiguen fabricar en tamafios nanométricos son quimicamente activas, lo cual produce
cambios en su estructura cuando entran en contacto con agentes quimicos externos. En este
orden de ideas, se hace imperioso desarrollar estrategias para controlar aglomeraciones y/o

transformaciones de fase.

Si bien la funcionalizacion tiene por objetivo la estabilizacion, proteccion y posiblemente la
biocompatibilidad de las nanoparticulas, este proceso también resulta ser util para ligar
marcadores quimicos y/o biologicos, lo cual abre la puerta a un sin nimero de aplicaciones,
sobre todo en el transporte y liberacion controlada de medicamentos o en el area de los

biosensores.
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5.4 Propiedades bactericidas de las nanoparticulas de plata

En el afio 1940 se descubrid que la Escherichia Coli generaba una enzima capaz de hidrolizar
la penicilina, esta fue la primera vez que se describié un mecanismo de resistencia de las
bacterias a los antibidticos, hoy en dia con la proliferacién de bacterias multirresistentes se
hace imperativo la investigacion y el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos [26]. Los
efectos bactericidas de la plata se conocen desde la antigliedad, pues Hipdcrates describid el
uso de plata en polvo para la curacion de heridas [27]. En la actualidad se ha estudiado el
efecto de las nanoparticulas de plata en bacterias, hongos [28], virus[29], células
cancerigenas [30] e incluso parasitos. Si bien no se ha llegado a un consenso definitivo en
cuanto a los mecanismos especificos en cada microorganismo, se tienen resultados
alentadores. En bacterias se tienen reportes con E. Coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, entre otros [30]. En hongos se tiene reportes con
Aspergillus Niger, Candida Albicans, Trichoderma Sp. Trichosporon Asahii y varios mas
[28]. El efecto de varios sistemas de nanoparticulas en virus se ha evaluado en varios casos;
por ejemplo, se han reportado efectos contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y
el virus de la hepatitis B (VHB) [30]. Por ultimo, en parasitos se tienen estudios con
Cryptosporidium parvum [31], Anopheles subpictus, Culex quinquefasciatus y Rhipicephalus

microplus [32].
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Producir nanoparticulas de metalicas de oro y plata con propiedades Opticas para potenciales

aplicaciones biomédicas.

6.2 Objetivos especificos

Disefar procedimientos de sintesis de nanoparticulas metalicas de oro y plata con
propiedades Opticas.

Determinar las propiedades fisicas, quimicas y fisico-quimicas de los sistemas
sintetizados en funcion del tamafio, tipo de recubrimiento, morfologia y estado de
agregacion.

Realizar analisis de biocompatibilidad de las nanoparticulas obtenidas en funcion de

tamanio, polidispersidad, tipo de recubrimiento, forma y estado de agregacion.
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7 METODOLOGIA
7.1 Sintesis nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata se obtuvieron por sintesis quimica con una solucion de nitrato de
plata (AgNOs) como agente precursor de la plata y un agente reductor el cual permite liberar
los atomos de plata de la molécula de nitrato de plata como se ilustra en la figura 6. Se
controlaron parametros como el pH, la temperatura de la reaccion y la relacion agente
precursor / agente reductor. Debido al caracter corrosivo de varios reactivos, es necesario
conocer las fichas de seguridad de estos y manipularlos con las precauciones necesarias. Por
ejemplo: uso de guantes, gafas de seguridad y tapabocas, en especial cuando se manipula
nitrato de plata o borohidruro de sodio.

Figura 6: esquema de sintesis de nanoparticulas de plata (adaptado de [27])
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7.1.1 Acido ascérbico como agente reductor (Agl)

El &cido ascorbico (vitamina C), el cual esta presente en gran cantidad de alimentos se usa
como agente reductor, en este caso se utiliz6 ademas un agente estabilizante, citrato de
potasio el cual recubre las nanoparticulas y evita que estas se unan entre ellas y formen
particulas demasiado grandes que precipiten. EI pH de la solucién se controlé usando
hidréxido de sodio, en este caso para aumentar el pH. Se realizaron experimentos previos
para ver que rango de temperatura permitia la sintesis de nanoparticulas estables en solucion
coloidal, con temperaturas cada 10°C entre 20°C (aproximadamente la temperatura ambiente
de Manizales) y 90°C (temperatura a la cual empieza la ebullicion en segln las condiciones

atmosféricas del lugar de sintesis). El procedimiento general utilizado es el siguiente:

e Solucion de citrato de potasio 0,003 M: se pesan 0,0196 g de citrato de potasio grado
analitico y se disuelven en 21 mL de agua destilada.

e Solucion de &cido ascorbico 0,0006 M: se pesan 0,0024 g de acido ascorbico grado
analitico y se disuelve en 23 mL de agua destilada.

e Solucion nitrato de plata: 0,1124 g de nitrato de plata grado analitico se disuelven en 6,5
mL de agua destilada.

e A un beaker con 20 mL de agua destilada se adiciona 4 mL de la solucién anterior de
citrato de potasio y 4 mL de la solucion anterior de &cido ascérbico.

e Se adicionan gotas de una solucion NaOH hasta que el pH este entre 8 y 12.

e Se calienta hasta una temperatura 80 °C y se gotea bajo agitacion 0,10 mL de la solucién

anterior de nitrato de plata.

En la serie de experimentos previos se pudo observar que las temperaturas inferiores a 60 °C
no formaban un coloide con las nanoparticulas estables, sino que estas se agregaban, tornando
la solucidn turbia y finalmente precipitando. Ademas, para temperaturas por encima de 85
°C la solucion empieza a producir burbujas, evaporandose una considerable cantidad de agua
cambiando por completo las concentraciones. En este orden de ideas, el sistema coloidal con
nanoparticulas de plata obtenido con esta ruta de sintesis se llevo a cabo a una temperatura

entre 80 °C. Volumenes de la solucién de nitrato mayores a 0,15 mL también conllevan a un
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oscurecimiento notable de la solucién, lo cual puede estar relacionado con un exceso de
nanoparticulas de oro o con la formacion de agregados. Es notable que las soluciones

obtenidas por esta ruta son estables durante varias semanas o tal vez meses.

La muestra coloidal con nanoparticulas de plata obtenidas mediante esta ruta se sintesis se

etiquetd como “Agl”.

7.1.2 Etilenglicol como agente reductor (Ag2)

El etilenglicol es un diol (compuesto con dos grupos hidroxilos) con un punto de ebullicion
de 197.6 °C. En las sintesis que se llevaron a cabo con etilenglicol como agente reductor, se
utilizé polivinilpirrolidona (PVP) como agente estabilizante. Se realizaron pruebas previas
con temperaturas entre 10 °C y 110 °C, obteniéndose mejores resultados a temperaturas altas,
ademas el elevado punto de ebullicion del solvente permite alcanzar el rango superior

facilmente. El proceso general utilizado fue el siguiente:

e Solucion de nitrato de plata 0,25 M: se diluye 1,05 g de nitrato de plata en 25 mL de
etilenglicol.

e Solucion de PVP 0,375 M: se diluye 0,025 g de PVP (PM 40 000) en 25 mL de
etilenglicol. Ya que el PVP tiene una solubilidad reducida en etilenglicol se debe calentar
la solucion y agitarla.

e 10 mL de etilenglicol se mezclan con 4 mL de la solucion de PVP, se lleva a
calentamiento hasta 100 °C y se gotea lentamente 4mL de solucion de nitrato de plata
bajo agitacion.

e En cuestion de segundos a minutos la solucién toma un color amarillo intenso.

La muestra coloidal con nanoparticulas de plata obtenidas mediante esta ruta se sintesis se

etiquetd como “Ag2”.
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7.1.3 Borohidruro de sodio como agente reductor (Ag3)

En la literatura cientifica, el borohidruro es uno de los compuestos que se utiliza con mayor
frecuencia para sintesis de nanoparticulas metalicas, esto se debe a su gran efecto reductor,
lo cual promueve una alta eficiencia en la sintesis. Sin embargo, su manipulacion debe
hacerse con mucha precauciéon ya que al descomponerse produce hidrogeno, el cual es
altamente inflamable. Por ese motivo, las pruebas se realizaron llevando la solucién a una
temperatura maxima de 60 °C. Finalmente, se decidid realizar la sintesis con una temperatura
de 50 °C. El proceso general para la sintesis de nanoparticulas usando Borohidruro de sodio

como agente reductor es el siguiente:

e Solucion de nitrato de plata 0,001 M: 0,0165 g de nitrato de plata se disuelven en 97 mL
de agua.

e Solucion borohidruro de sodio 0,002 M: 0,0146 g de borohidruro de sodio se disuelven
en 192 mL de agua.

e En un beaker con 10 mL de agua se le agrega 30 mL de la solucién de borohidruro de
sodio, se aumenta la temperatura hasta 50 °C y se adiciona poco a poco 10 mL de la
solucion de nitrato de plata.

e La solucion adquiere un color amarillo/ naranja el cual se mantiene estable unos pocos
dias. Si se desea un coloide estable por més tiempo se puede agregar un agente
estabilizante como el PVP que se utilizo en la ruta anterior.

La muestra coloidal con nanoparticulas de plata obtenidas mediante esta ruta se sintesis se

etiquetd como “Ag3”.

7.2 Prueba efecto bactericida

Las bacterias utilizadas fueron Escherichia Coli, Staphylococcus epidermidis, y placa oral
bacteriana. Las cepas fueron primero cultivadas en varios platos de Petri con agar sangre,

sembradas por agotamiento e incubados de 24 a 36 horas para obtener disponibilidad
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microorganismo para todas las pruebas. Luego de eso se procedid a sembrar varias cajas de
Petri con los diferentes microorganismos (un solo microorganismo por caja). Se implementd
el método de siembra masiva, el cual da como resultado una caja con crecimiento bacteriano
homogéneo. Se impregnaron sensidiscos de 9 mm de diametro con las diferentes soluciones
de nanoparticulas y se depositaron sobre las placas, asegurando que se establezca contacto
con el agar ya inoculado. Como blancos y muestras de control se usaron sensidiscos
impregnados con agua, con nitrato de plata a la misma concentracion que se usé para la
sintesis y con etilenglicol. Las soluciones con nanoparticulas fueron previamente
esterilizadas con exposicion a luz ultravioleta. En unas cajas de Petri no se sembro6 ninguna
bacteria, sino que se depositaron directamente los sensidiscos para comprobar la esterilidad
de las soluciones con nanoparticulas. Todas las cajas de Petri se incubaron a 37°C. La
incubacion de la E. Coli fue de 18 horas, de 24 horas para la S. epidermidis y 36 horas para
la placa bacteriana oral. La diferencia de los tiempos de incubacion se debe a que estos
microorganismos, aln en ausencia de nanoparticulas crecieron a ritmos diferentes, las cajas

sin bacteria se dejaron por 48 horas sin observar crecimiento alguno de bacterias.

7.3 Sintesis de nanoparticulas de oro

Para los 3 métodos de sintesis, el agente precursor del oro fue acido cloroaurico 1 mM, el
cual se prepara de la siguiente manera: se diluyen 0,0233 g de &cido cloroaurico puro en 68,8
mL de agua destilada, se debe poner especial cuidado con este compuesto y usar los
implementos de seguridad en el laboratorio ya que se trata de un &cido fuerte. También se

debe tener en cuenta que no puede entrar en contacto con ningn metal.

7.3.1 Acido citrico como agente reductor (Aul)

El acido citrico es un compuesto que se puede encontrar en diversas frutas, como por ejemplo

el limén o la naranja, por lo cual una sintesis de nanoparticulas usando este compuesto
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reductor y un adecuado recubrimiento podria resultar en particulas biocompatibles. El

proceso que se llevd a cabo fue el siguiente:

e Preparacion solucion de acido citrico 17 mM: se disuelve 0,0163 g de citrato de potasio
en 5mL de agua destilada.

e En un beaker con 20 mL de agua destilada se adiciona 4 mL de acido cloroaurico y se
Ileva a una temperatura de 85 °C.

e Seagrega 2 mL de la solucién de acido citrico y se mantiene a 85 °C durante 20 minutos.
Para compensar la pérdida de agua debido a evaporacion, se agrega periddicamente agua

destilada cuidando de mantener constante el volumen.

La muestra coloidal con nanoparticulas de oro obtenidas mediante esta ruta se sintesis se

etiquetd como “Aul”.

7.3.2 Citrato de potasio como agente reductor (Au2)

El citrato de potasio es un compuesto ampliamente usado en la industria alimenticia como
regulador de acidez, por lo cual una sintesis de nanoparticulas usando este compuesto podria

resultar en particulas biocompatibles. EI proceso que se llevo a cabo fue el siguiente:

e Preparacion solucion de citrato de potasio 17 mM: se disuelve 0,0260 g de citrato de
potasio en 5 mL de agua destilada.

e En un beaker con 20 mL de agua destilada se adiciona 4 mL de acido cloroaurico y se
Ileva a una temperatura de 85 °C.

e Se agrega 2 mL de la solucion de citrato de potasio y se mantiene a 85 °C durante 20
minutos. Para compensar la pérdida de agua debido a evaporacién, se agrega

periddicamente agua destilada cuidando de mantener constante el volumen.

La muestra coloidal con nanoparticulas de oro obtenidas mediante esta ruta se sintesis se

etiquetd como “Au2”.
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7.3.3 Borohidruro de sodio como agente reductor (Au3)

El borohidruro de sodio es un compuesto usado en la sintesis de diversos compuestos
organicos. El proceso que se llevo a cabo fue el siguiente:

e Preparacion solucién de borohidruro de sodio 17 mM: se disuelve 0,0032 g de
borohidruro en 5 mL de agua destilada.

e En un beaker con 20 mL de agua destilada se adiciona 4 mL de acido cloroaurico y se
lleva a ebullicion

e Seagrega 2 mL de la solucion de borohidruro de sodio y se mantiene a 85 °C durante 20
minutos Para compensar la pérdida de agua debido a evaporacion, se agrega

periédicamente agua destilada cuidando de mantener constante el volumen.

La muestra coloidal con nanoparticulas de oro obtenidas mediante esta ruta se sintesis se

etiqueté como “Au3”.

7.4 Técnicas de caracterizacion

En esta seccion de discutiran de manera breve las técnicas de espectrofotometria UV-Visible,
espectroscopia de absorcion atdmica y microscopia electrénica de transmision (TEM), las

cuales fueron usadas para caracterizar y estudiar los sistemas sintetizados.

7.4.1 Espectrofotometria UV-Visible

La espectrofotometria es una técnica de caracterizacion basada en la interaccion de la luz,
con longitudes de onda en el espectro Uv y visible con la muestra en cuestion. Basicamente
consiste en irradiar una muestra con ondas electromagnéticas en el espectro ultravioleta y
visible, generalmente entre 190 nm y 800 nm. El instrumento detecta las ondas transmitidas

(I1) y, dado que se conocen las propiedades de las ondas incidentes (lo), se puede determinar
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las ondas absorbidas (I1a) por medio de la expresion lo = Ia + I1. Esta técnica es muy Util en
la caracterizacién de sistemas coloidales con nanoparticulas debido al fenémeno de
resonancia del plasmon de superficie. Como ya se menciond, este efecto esta directamente
ligado al tipo y tamafio de la nanoparticula. Las nanoparticulas de plata tienen un pico en la
absorbancia alrededor de los 400 nm, mientras que las nanoparticulas de oro tienen un pico
en la absorbancia un poco por encima de los 500 nm. Cabe resaltar que el resultado de la
prueba nos muestra las longitudes de ondas absorbidas por lo tanto la muestra se vera con el

color complementario. La figura 7 muestra los colores complementarios.

Figura 7: Colores complementarios. Realizacion propia

Las medidas de espectrofotometria UV-Vis fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de

Quimica de la Universidad Nacional de Colombia, sede Manizales.
7.4.2 Espectroscopia de absorcidn atomica

La espectroscopia de absorcion atdbmica es una técnica de caracterizacion que permite

determinar la concentracion de determinada especie quimica en una mezcla que puede ser
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una solucion liquida o bien un soélido. EI método consiste en dispersar la muestra en un
liquido (si esta es sdlida) y atomizarla para crear una niebla. Posteriormente, por medio de
una llama se logra la desolvatacion y finalmente se expone a la energia especifica del analito

a determinar.

7.4.3 Microscopia electronica de transmision

Es claro que el tamafio de las nanoparticulas es pequefio para la resolucion de cualquier
microscopio éptico, la morfologia de estas se puede observar con un microscopio electrénico.
La principal diferencia entre un microscopio Optico y uno electronico es que el segundo no
se usa lentes para amplificar la imagen obtenida directamente por una fuente de luz, sino que
se utiliza una fuente de electrones, lo cual permite obtener incluso, para el caso de los mas
potentes microscopios electronicos, imagenes a escala atomica. En este caso se utilizé un
microscopio electronico de transmision (JOEL-TEM). La resolucion es directamente

A¥4 donde A es la longitud de onda de los electrones. A partir de las imagenes

proporcional a
obtenidas por TEM se puede determinar el tamafio de las nanoparticulas, composicion,

visualizar su forma y estado de agregacion.

En la microscopia TEM el haz de electrones se proyecta sobre una muestra muy delgada
situada en una columna de alto vacio. Cuando el haz de electrones incide sobre la muestra se
pueden presentar dos situaciones, primero que los electrones del haz atraviesen la muestra o
que choquen con un atomo de la misma y terminen su recorrido. De este modo se obtiene
informacidn estructural de la muestra segun las pérdidas especificas de los diferentes tipos
de electrones del haz. El conjunto de electrones que atraviesan la muestra es proyectado sobre
una pantalla formando una imagen visible. Para aumentar la resolucion de un microscopio
TEM es necesario disminuir la longitud de onda de los electrones, lo que se consigue

empleando mayores potenciales de aceleracion.

Las medidas de microscopia electrénica de transmision (TEM) fueron realizadas en el

International Iberian Nanotechnology Laboratory (INL, Braga - Portugal) en un microscopio
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JOEL — TEM, con la colaboracién del Dr. Sebastian Calderon Velazco. Las muestras se
prepararon usando una solucion diluida del coloide, de la cual se tomé una gota y se dejé

secar en un porta muestras Ted Pella.

7.5 Pruebas de biocompatibilidad en plaquetas

En esta seccion se describira el protocolo usado para realizar las pruebas de
biocompatibilidad en plaquetas de algunos de los sistemas coloidales de nanoparticulas
sintetizados. Es importante notar que la ficha de seguridad del borohidruro de sodio, usado
en algunos casos como agente reductor, establece que este es un compuesto altamente toxico.
En este sentido se desistio de realizar las pruebas de biocompatibilidad de los sistemas de
nanoparticulas en donde se us6 este compuesto como agente reductor. Estas pruebas se

centraron en los sistemas de nanoparticulas en donde se usaron los otros agentes reductores.

Para el analisis de biocompatibilidad se tuvo como referencia la norma 1SO 10993
“Biological evaluation of medical devices” en este caso se utilizo la PARTE 4 de dicha norma,
la cual es titulada como “Selection of tests for interactions with blood” [33]. Empleando
protocolo establecido en dicha norma se observé el comportamiento (morfologia y tamafio)
de plaquetas en presencia y ausencia de nanoparticulas. La metodologia empleada se realiz6

usando el siguiente procedimiento:

e Seextraen del voluntario 10 mL de sangre, la cual se centrifuga a 5500 rpm por 5 minutos
para separar el plasma pobre en plagquetas. Este Gltimo se centrifuga a 2000 rpm por 5
minutos para extraer el plasma rico en plaguetas, de esta forma se obtienen
aproximadamente 3 mL.

e En tubos de ensayo se ponen 0,5 mL de plasma rico en plaquetas y 50 pL de solucién
con nanoparticulas. En uno de los tubos, en vez de nanoparticulas se adiciona 50 pl de
agua destilada en orden de tener una muestra control.

e Seincuban las muestras a 37°C
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e Se depositan 10 pl de cada muestra en una camara de Neubauer.

e Se observan las muestras al microscopio 6éptico usando un proscope y el software
Proscope Capture para almacenar y procesar las fotografias. Este proceso se realiza cada
3 horas durante las primeras 12 horas.

e Se hace el conteo de plaquetas utilizando el software imageJ

Se realizaron pruebas de biocompatibilidad a dos muestras de nanoparticulas de plata y dos

muestras de nanoparticulas de oro con las siguientes caracteristicas:

Agl: Sintetizadas utilizando acido ascérbico y citrato de potasio. Concentracion de

nanoparticulas: 51.08 mg/L.

Ag2: Sintetizadas utilizando Etilenglicol y PVP. Concentracion de nanoparticulas: 5766

mg/L.
Aul: Sintetizadas utilizando &cido citrico. Concentracion de nanoparticulas: 21,58 mg/L.

Au2: Sintetizadas utilizando citrato de potasio. concentracion de nanoparticulas: 7,9 mg/L.
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8 RESULTADOS

8.1 Nanoparticulas de plata

De los tres sistemas coloidales con nanoparticulas de plata, se seleccionaron aquellos en
donde fueron usados el acido ascérbico y etilenglicol como agentes reductores. Se descart6
la muestra reducida con borohidruro de sodio (compuesto de alta toxicidad) ya que uno de
los objetivos es evaluar las potenciales caracteristicas de biocompatibilidad de estos sistemas

cuando hay baja concentracion de nanoparticulas de plata.
8.1.1 Espectrofotometria UV-Visible

Tal como se esperaba, los sistemas coloidales obtenidos luego de la reduccién de los atomos
de plata, forman soluciones de color. De acuerdo con la figura 8, en donde se presentan los
espectros de absorcién UV-Vis de todas las muestras coloidales con nanoparticulas de plata,
se observa un pico cerca de los 400 nm [34]. En dicha figura también se observa que, tanto
a la derecha como a la izquierda del maximo, se presenta una caida abrupta. Es notorio
también que hay pequefias diferencias en dicho maximo, lo cual puede estar relacionado con
diferencias en el tamafio y estado de agregacion de las nanoparticulas, producto de
diferencias en la ruta de sintesis, especialmente de los cambios en la temperatura de esta, lo
cual afecta la dindmica de crecimiento de las nanoparticulas. De acuerdo con la literatura, el
valor de los picos de absorcion obtenidos esta relacionado con nanoparticulas de plata de
forma esférica con diametros en el orden 1-50 nm presentan su pico de absorbancia cerca de
los 400nm
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Figura 8: Uv-VIS nanoparticulas de plata. Realizacion propia
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De acuerdo con los resultados, es claro hay diferencias tanto en la intensidad del pico como
en el valor de éste. Esto ultimo, como ya se indico es un indicio de diferencias en el tamafio,
la morfologia o estado de agregacion. Es importante notar que la concentracion de
nanoparticulas de plata no afecta los modos de vibracion y por ende es independiente de la
absorbancia del sistema coloidal. Nétese que los picos representan las longitudes de onda
absorbidas en mayor cantidad. Estas se encuentran en longitudes de onda entre 400 y 422nm,
correspondientes al color violeta, por lo tanto, las soluciones tienen un color amarillo/naranja
ya que reflejan en mayor medida las ondas de luz con las longitudes de onda correspondientes
a dichos colores. Los resultados de dicha prueba son pertinentes con los encontrados en la
literatura para coloides con nanoparticulas de plata.

8.1.2 Absorcién atomica

La técnica de absorcion atomica fue empleada para determinar concentracion de plata
presente en las soluciones. De acuerdo con los resultados, se determind que la concentracion
de plata en los coloides obtenidos usando etilenglicol como agente reductor fueron de
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alrededor de dos 6rdenes de magnitud mayor a la concentracién de plata cuando se utiliz6
acido ascorbico como reductor. Esto era de esperarse ya que la cantidad de nitrato de plata
utilizada en dicha ruta de sintesis es también mayor.

Tabla 1: Concentracidn nanoparticulas de plata obtenidas mediante absorcion atomica. Realizacion propia

RUTA Concentracion Concentracion Concentracion
minima de plata en | promedio de plata en | médxima de plata en
mg/L mg/L mg/L

Acido  ascorbico/ | 2,65 31,11 74,79

citrato de potasio

(Agl)

Etilenglicol (Ag2) 234,44 4388,73 8206

8.1.3 Microscopia electronica de transmision (TEM)

En la figura 9 se presentan los resultados de microscopia electronica obtenidas de las
muestras Agl (a, by c) y de la muestra Ag2 (d, e y f). Debido a la alta dilucion de los coloides
al momento de preparar las muestras, no fue posible obtener una cantidad representativa de
nanoparticulas para construir una distribucion de tamarfios, sin embargo, los resultados
muestran que en ninguno de los dos casos se presentan aglomerados, factor fundamental para
la funcionalizacion y la mayoria de aplicaciones. A partir de estos resultados también puede
decirse que las nanoparticulas presentan una forma cuasi esférica en donde es posible notar
diferentes familias de planos o facetas, esto ultimo hace pensar que el crecimiento de las
nanoparticulas no se presenta en un solo paso, sino que luego de la nucleacion se presenta un
crecimiento en mdltiples etapas. En ambos casos se presume una distribucion amplia de
tamafios, ya que, por ejemplo, en la muestra Agl es posibles observar una variacion del

didmetro entre 20 nm y 50 nm. Similar tendencia se observa en la muestra Ag2.
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Figura 9: Imagenes TEM de las nanoparticulas de plata usando como reductores acido ascérbico — muestra Agl (a, by
c) y etilenglicol — muestra Ag2 (d, e y f). Realizacion propia

8.1.4 Efecto bactericida

Segun los resultados de las pruebas bactericidas, las nanoparticulas de plata producidas
usando con etilenglicol como agente reductor (Ag2) mostraron un efecto bactericida notable
sobre los cultivos de E. coli, S. epidermidis y placa oral. En contraste, el sistema coloidal en
donde la plata se redujo con &cido ascérbico mas citrato de potasio (Agl), mostro inhibicion
levemente menor sobre las bacterias. Este efecto podria estar relacionado con la menor
concentracion de nanoparticulas en la muestra Agl, el cual fue confirmado mediante
absorcién atémica. Las nanoparticulas producidas por borohidruro de sodio no fueron lo
suficientemente estables para probar satisfactoriamente el efecto bactericida, igualmente
debido a la toxicidad de dicho componente se descartd su uso. Con el propdsito de comparar
el efecto bactericida de los coloides de plata con la sal precursora, se realizaron pruebas del
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efecto bactericida con nitrato de plata. Como se observa en las figuras 10, 11 y 12, este
compuesto tiene un efecto no observable sobre los cultivos de bacterias.

Para el analisis cuantitativo del poder bactericida se utilizd la ecuacion (1) reportada por
Adams:

DIZ-DD

I1C = — (1)

En lacual 1IC es el indice de inhibicién, DIZ diametro de la zona de inhibicion y DD diametro

del sensidisco.

En las figuras 10 a 12, se pueden observar cajas de Petri con agar inoculadas con las bacterias.
Los sensidiscos, que pueden ser identificados como discos en medio de los cultivos, fueron
sumergidos por una hora en los coloides con nanoparticulas de plata. En la figura se indica
el coloide de plata utilizado en cada una de las pruebas.

Figura 10: prueba efecto bactericida en E. coli. Realizacion propia
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Figura 11: Prueba efecto bactericida en S. epidermidis. Realizacién propia

Figura 12: prueba efecto bactericida en placa oral. Realizacion propia

En las figuras 13 a 15 se puede ver como varia el indice de inhibicion (I1C) sobre cada
bacteria dependiendo de la concentracion de nanoparticulas de plata. Un resumen del
comportamiento del I1C se presenta en la figura 16, donde se tienen todos los datos agrupados

sin importar el tipo de microorganismo.
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indice inhibitorio

Figura 13: inhibicion S. Epidermidis. Realizacién propia
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indice inhibitorio

Figura 15: inhibicion placa oral. Realizacion propia
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8.2 Nanoparticulas de oro

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion (UV-Visy TEM)
sobre dos sistemas coloidales con nanoparticulas de oro. Los reductores usados para la
obtencion de los coloides fueron &cido citrico (muestra Aul) y citrato de potasio (muestra
Au?2). Asi mismo, se presentan los resultados de la biocompatibilidad de estos sistemas con
plasma rico en plaquetas, en donde se presenta el porcentaje de plaquetas viables
(identificadas segun su morfologia y estado de agregacion) a diferentes periodos de tiempo.
A modo de comparacidn, también se presenta el analisis de biocompatibilidad, bajo el mismo

protocolo, de la muestra Agl.
8.2.1 Espectrofotometria Uv-Vis

En la figura 17 se presenta el resultado de las pruebas de espectrofotometria UV- Vis para
los diferentes coloides con nanoparticulas de oro. Como es de esperarse, estos coloides
presentaron un color violeta-rojo. Para ambas muestras, se observa un méaximo de absorcion
bien definido alrededor de 520 nm. Ademas, a la derecha de ambos espectros se nota una
caida abrupta del espectro, indicando que para longitudes de onda mayores de 650 nm (4 >
650 nm) practicamente no se presenta absorcion. A la izquierda de los espectros, es claro la
aparicion de un minimo relativo, el cual es tipico de los coloides de oro y cuya altura es

aproximadamente 2/3 de la altura del maximo de absorcién. [11]
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Figura 17: UV-Vis nanoparticulas de oro. Realizacién propia
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8.2.2 Absorcion atbmica

En la tabla 2 se muestra las concentraciones de nanoparticulas de oro obtenido por medio de
la prueba de absorcion atdmica, no existieron diferencias notables en los resultados de las

dos rutas de sintesis.
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Tabla 2: Concentracion nanoparticulas de oro. Realizacion propia

Concentracién minima Concentracién promedio | Concentracion maxima

0,45 mg/L 11,04 mg/L 21,58 mg/L

8.2.3 Microscopia electronica de transmision

En la figural8 se puede observar diversas imagenes de TEM de las nanoparticulas de oro
formadas usando acido citrico como agente reductor (Au 1) Segun las iméagenes las
nanoparticulas de oro tienen una forma regular (cuasi esférica), claramente definidas y con
principios de agregacion. De acuerdo a los resultados el tamafio de particula se encuentra en

el rango 30 a 50 nm.

Figura 18: TEM nanoparticulas de oro Aul. Realizacion propia

Por otro lado, las imagenes también dejan ver regiones, en una sola nanoparticula, mas
oscuras. Este fendmeno podria estar revelando la existencia de distintos planos

cristalograficos, lo cual esta relacionado con un crecimiento por etapas
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Figura 19: TEM nanoparticulas de oro Au2. Realizacion propia

En la figura 19 se puede observar gracias a una microscopia electronica de transmision las
nanoparticulas de oro formadas usando citrato de potasio como agente reductor (Au2) se
observar particulas mucho méas pequefias (entre 5 y 12 nm) que se agregaron formando

clmulos.

Figura 20: Distribucién de tamafio de particula Nanoparticulas de oro Au2. Realizacién propia
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En la figura 20 se observa la distribucion de tamafio de particulas de la muestra Au2.
Adicionalmente se muestra el ajuste lognormal con el cual se obtuvo un didmetro promedio
de 6,56 + 0,12 nm y un valor de R? de 0,92.

8.2.4 Biocompatibilidad

La figura 21 muestra una imagen de las plaquetas en la camara de Neubauer en el instante
inicial, se puede observar que cada plaqueta esta separada e independiente de sus vecinas.
Cuando estas sienten una sustancia extrafia tienden a activarse y finalmente a aglomerarse.
Esto se puede ver en la figura 22 correspondientes al comportamiento de las plaquetas puestas
en contacto con nanoparticulas “Ag2”. En las demas muestras, incluyendo la muestra control,
se obtuvieron ciertos grados de aglomeracién, sin llegar al extremo de la figura 15, que fueron

aumentando con el tiempo y a diferentes medidas segin que nanoparticula se tenia.

Figura 21: imagen de las plaquetas no aglomeradas. Realizacion propia
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Figura 22: plaquetas completamente aglomeradas por el efecto de nanoparticulas "Ag2". Realizacion propia

Ademaés de registrar el nimero de plagquetas (no aglomeradas) en funcion del tiempo, se
calcul¢ el porcentaje de plaquetas que sobrevivieron en funcion del tiempo para ‘Aul’, ‘Au2’
y ‘Agl’. No se grafican los valores de la muestra ‘Ag2’, ya que se observo una aglomeracion
casi total de las plaquetas desde el primer tiempo de medicién por lo cual no era necesario
seguir midiendo su efecto. Los porcentajes se muestran en la figura 23.
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Figura 23: porcentaje de plaquetas en funcion del tiempo. Realizacion propia
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9 DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Efecto Bactericida nanoparticulas de plata

El hecho de gque las nanoparticulas de plata producidas con etilenglicol mostraron un efecto
bactericida inmediato tuvieron efectos significativos luego de pasar por el proceso de
evaporacion, parece indicar que el efecto bactericida estd intimamente ligado con la
concentracion de nanoparticulas ya que este parametro era muy superior en los coloides
obtenidos con etilenglicol. Lo anterior se evidencié con los 3 microorganismos diferentes.
Adicionalmente se probd el efecto bactericida del nitrato de plata en solucion a la misma
concentracion, la cual no tuvo efecto bactericida perceptible en ninguna de las 3 bacterias.
En la figura 24 se propone una regresion para el indice de inhibicion en funcidn del logaritmo
de la concentracién de nanoparticulas (en mg/L). La grafica presentada muestra indicios de
la relacién entre la concentracion de nanoparticulas y el efecto bactericida, sin embargo, es
claro que existen otras variables tanto cuantitativas como cualitativas determinantes que no

se estan representando, por ejemplo, el tamafio de particula y la forma.

Figura 24: indice de inhibicién VS logaritmo de la concentracion. Realizacion propia
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9.2 Biocompatibilidad de las nanoparticulas

La muestra ‘Ag2’ mostr6 un gran efecto de aglomeracion sobre las plaquetas, ademas
modificd el color de la muestra en pocas horas, por lo que esta no es biocompatible. La
posible explicacion de este efecto es su alta concentracion (5766 mg/L) en comparacion con
las demas que no sobrepasaban los 52 mg/L. En todas las dem&s muestras se observa una
disminucion en el nimero de plaquetas totales a medida que pasa el tiempo, sin embargo,
también se tiene este efecto con agua destilada por lo que es evidente que el porcentaje de
conservacion no tiene que ser cercano al 100%. En este caso es notable el efecto de Aul que
en 6 horas muestra un porcentaje de supervivencia de 96%, es decir 5 puntos mayor al del
agua destilada que es del 91%. El andlisis de biocompatibilidad solo se realiz6 hasta las 26
horas, tiempo en el cual la muestra control ain conservaba en un 70% sin aglomerar frente
al 37% de la muestra ‘Aul’, ya que después de este tiempo, incluso las muestras con agua

empezaban a aglomerarse en su totalidad.
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10 CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de plata mostraron un efecto bactericida con las 3 bacterias
que se probaron, dicho efecto dependié de la concentracién de nanoparticulas al cual
estuvieron expuestas. Sin embargo, se puede ver que existen otros factores que
afectan el poder bactericida y deben ser estudiados con mas detalle, tal como la
distribucion de tamario de particula y la forma de estas. Ademas, se probaron discos
con antibidticos comerciales en las bacterias y la cepa de E. coli mostro resistencia a
la mayoria de estos, por lo que un tratamiento con nanoparticulas de plata constituye
una alternativa viable al tratamiento de infecciones bacterianas, en particular a

aquellas que se muestran cada dia mas resistente a los antibioticos.

Las nanoparticulas de oro demostraron tener un mayor grado de biocompatibilidad
que las nanoparticulas de plata, esto era de esperar ya que el oro es un elemento
mucho mas estable que la plata.

Las nanoparticulas de Oro Au2 tienen un tamafo inferior a las nanoparticulas Aul.
Siendo el reductor utilizado la Unica diferencia entre las sintesis, este debe ser el
responsable de la diferencia de tamafios. El citrato de potasio (KsCsHs0O7) utilizado
en Au2 tiene exactamente la misma composicion que el &cido citrico CeHsO7, excepto
por los 3 atomos de potasio que reemplazan 3 de los atomos de hidrogeno. Teniendo
en cuenta que la electronegatividad (capacidad de un 4&tomo para atraer un electrén)
del hidrogeno es de 2,1 mientras que la del potasio es de 0,8 se liberan mas facilmente
electrones del citrato de potasio reduciendo una mayor cantidad de atomos de oro del

acido cloroaurico aumentando el nimero de puntos de nucleacion.

Aungue la muestra Aul tiene mayor concentracién de nanoparticulas tuvo mejor
biocompatibilidad que la muestra Au2, esto se podria deber a que el tamafio de las

nanoparticulas de Aul es mayor que en Au2 y por lo tanto reduce su area superficial.
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Las soluciones de nanoparticulas de plata producidas con etilenglicol (Ag2)
quedaron con una concentracién dos drdenes de magnitud por encima de las que
fueron producidas con acido ascorbico (Agl), esto hizo que mostraran un mayor

efecto bactericida, pero a la par disminuy6 su biocompatibilidad.
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11 RECOMENDACIONES

La biocompatibilidad de una nanoparticula se relaciona con varios factores, entre ellos su
tamario, forma, concentracion y recubrimiento, es necesario seguir investigando acerca de
los efectos conjuntos de estas 4 caracteristicas. Ademas, existe en la literatura varios tipos de
pruebas in vitro e in vivo dependiendo de la interaccion especifica de la nanoparticula con el

organismo (sangre, piel, hueso, etc.).

Las nanoparticulas de plata, como se demostrd en este trabajo tienen poder bactericida, el
cual se ve influido por otros parametros que no se detallan en este estudio, por ejemplo, el
tamafio de particula y la forma. Adicionalmente, es importante estudiar si estas también
pueden actuar sobre hongos, virus y parasitos, pero a la par seguir examinando su

biocompatibilidad.
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13 ANEXO

Abstract Articulo aceptado para la publicacion en la revista “Journal of Physics: Conference
Series (JPCS)” de 10P.

Synthesis of colloidal silver nanoparticles and their bactericidal effects on

E. coli, S. epidermidis and oral plaque

Juan Fernando Ramirez'", Juliana Ortiz!, Jorge Andrés Cuellar?, Carlos
Andrés Naranjo?, Francy Nelly Jiménez!3 and Oscar Moscoso Londofio?

!Departamento de Fisica y Matematicas, Universidad Auténoma de
Manizales, Colombia.

Departamento de Ciencias Basicas Bioldgicas, Universidad Autonoma de

Manizales, Colombia.

3Departamento de Fisica y Quimica, Universidad Nacional de Colombia —

Sede Manizales, Colombia.

*corresponding author: juan.ramirezhe@autonoma.edu.co

Abstract. Silver nanoparticles have been obtained by colloidal synthesis using two different
reducing agents: ascorbic acid and ethylene glycol. The colloids have been characterized by UV-Vis
Spectroscopy, atomic absorption and transmission electron microscopy (TEM). The UV-visible
spectra show the typical peak with a maximum ranging between 390-420 nm, due to the plasmon
resonance of spherical silver nanoparticles. TEM micrographs show non-aggregated spherical silver
nanoparticles whit diameters between 30 and 50 nm. The antibacterial effect was tested in three
different bacteria cultures: Escherichia coli (gram negative), Staphylococcus epidermidis (gram
positive) and dental plague, which were grown in Mueller-Hinton agar. For comparative purposes the
bactericidal effect of silver nitrate was also evaluated. Inhibition index (11C) was calculated, obtaining

satisfactory results for the three kinds of microorganism when silver nanoparticles are used.
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