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RESUMEN

La busqueda de procesos sintéticos «verde» que se valgan de la biotecnologia como una opcion viable para la
sintesis de nanoparticulas metalicas y el interés por extractos vegetales acuosos como «fabrica de materiales
nanoestructurados» han recibido enorme atencion durante la ultima década. Ello es en respuesta a las
innumerables y particulares propiedades  fisicoquimicas de estos nanomateriales y sus consecuentes
aplicaciones en diferentes sectores economicos, como la catalisis, la electronica, la tecnologia analitica, la
ingenieria de alimentos, médica y farmacéutica. En el presente trabajo se describe la novedosa biosintesis de
nanoparticulas de plata (AgNPs) a partir de la reduccion de iones Ag+ con el extracto acuoso de hojas frescas
de alcaparra (Capparis spinosa L). El proceso de sintesis se llevd a cabo adicionando 2 mL del extracto a 25
mL de solucion de AgNO3 10 mM y llegando luego a microondas por 2z minutos. La formacion de las AgNPs
fue visualizada por el cambio de color de la solucion de AgNO; de incolora a marrén amarillento luego del
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agregado del extracto acuoso y confirmada via espectrocopia UV-vis por la presencia de un pico de absorcion
de SPR a ~425 nm. Las caracteristicas morfologicas de las AgNPs biosintetizadas fueron analizadas por
microscopta electrénica de transmision y su estabilidad electrostatica por analisis de potencial Zeta. Si bien
las AgNPs biosintetizadas no fijaron actividad antioxidante, ellas mostraron actividad biologica como
potencial agente antibacteriano no convencional debido a su destacada actividad bactericida de amplio
espectro, siendo la dosis a emplear del orden del picomolar. Ademas, este trabajo permitié dar valor agregado
a residuos agroindustriales como fuente de compuestos bioactivos con propiedades reductoras y estabilizantes,
los cuales propiciaron la sintesis sencilla y verde de nanomateriales de naturaleza metalica.

PALABRAS CLAVE

Nanoparticulas metalicas; sintesis verde; actividad biologica; valorizacion de residuos agricolas.

o I
1. Introduccion

El empleo de herramientas biotecnologicas en el campo de la nanotecnologia ha
experimentado un gran desarrollo en el dltimo tiempo, destacandose la aplicacion
para el desarrollo de protocolos experimentales de sintesis de nanoparticulas (NPs)
de amplia gama de composiciones quimicas y tamanos (Roldan Cuanya, 2010). Esto
responde al gran interes por el uso de NPs metalicas, las cuales debido al tamanio
extremadamente pequeno y una alta relacion area/volumen, se han convertido en
materiales con propiedades excepcionales y diferenciales al bulk (material
macroscopico), entre las que se pueden mencionar propiedades mecanicas,
biologicas y opticas, actividad catalitica, conductividad térmica y electrica (De
Azeredo, 2013; Neouze, 2013). Asi, los protocolos de sintesis de NPs mediante
metodos biologicos utilizando microorganismos, enzimas y extractos acuosos de
plantas han surgido como un alternativa green a los metodos quimicos y fisicos.
Hasta el momento, microorganismos tales como bacterias (Klebsiella pneumonia,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Lactobacillus, Pseudomonas
aeuroginosa), hongos (Penicillium fellutanum, Fusarium oxysporium), actinomicetos
(Thermomonospora sp.) y levaduras (Yarrowia lipolytica) han sido empleados para la
generacion de nanoparticulas de plata (AgNPs) (Hulkoti y Taranath, 2014;
Quinteros y col., 2016). En tanto, extractos acuosos de cedron pasto, geranio, avena,
jatrofa, entre otros, han permitido la produccién de NPs metalicas con alta
estabilidad debido a la presencia de agentes reductores (agentes antioxidantes) y
estabilizantes como acidos organicos, polifenoles y flavonoides, los cuales son los
fitocompuestos mayoritarios de los extractos obtenidos (Singh y col., 2016; Gallucci
y col., 2017).

Capparis spinosa L. es un arbusto cuyos botones florales, conocidos con el
nombre de alcaparras, tienen una amplia aplicacion en la gastronomia. Ademas del
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uso culinario, C. spinosa presenta tambien numerosos efectos beneficos para la salud
relacionados a su reconocida composicion antioxidante, cuyos principales
componentes bioactivos son los flavonoides entre los que se destaca como
componente mayoritario la rutina o quercetina—g—rutinésido (Gonzalez y col,,
2010). Sin embargo, en la actualidad la faccibilidad de aprovechar otras partes de la
planta tales como hojas, consideradas residuos agricolas generados en cantidades
importantes durante la ¢poca de poda de este cultivo, como fuentes de
antioxidantes para su valoracion en nano(bio)tecnologia. En tal sentido, la
inmovilizacion in situ de compuestos bioactivos sobre nanomateriales metalicos se
presenta como una contribucion nanobiotecnologica innovativa para el desarrollo
de sistemas compatibles con propiedades biologicas mejoradas para su utilizacion
en farmacolog{a, medicina o Cosmetolog{a (Kharat y col., 2016).

2. Objetivos

2.1 Sintetizar nanoparticulas de plata mediante la utilizacion de extractos
acuosos de hojas de alcaparra como medio de reduccion y estabilizacion y
caracterizarlas con técnicas espectroscopicas y microscopicas.

2.2 Determinar la capacidad antioxidante de las AgNPs biosintetizadas.

2.3 Estudiar la actividad antibacteriana in vitro de las AgNPs biosintetizadas
sobre especies bacterianas representativas.

. 14
3. Materiales y meétodos
3.1 Stntesis verde y caracterizacion de las AgNPs

Se llevo a cabo a partir de la mezcla de un volumen de solucion de nitrato de
plata (AgNO,) de concentracion 10 mM con 2 mL de extracto acuoso de hojas
frescas de C. spinosa. Seguidamente, esta mezcla fue llevada a microondas por 2
minutos y después de transcurrido este tiempo, la sintesis prosiguio a temperatura
ambiente con agitacion constante durante 15 minutos. La caracterizacion de las
AgNPs biosintetizadas se llevo a cabo combinando espectroscopia UV-vis,
microscopia electronica de transmision (TEM) y determinacion de potencial Zeta.

3.2 Determinacion de la actividad antioxidante de las AgNPs biosintetizadas

Se llevo a cabo empleando el ensayo de captura del radical DPPHe, el ensayo de
decoloracion del cation radical ABTSe+ y el ensayo poder reductor del cation
ferrico (FRAP), comparando la actividad de las AgNPs en relacion al extracto con
los cuales fueron sintetizadas.
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3.3 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se realizaron ensayos sobre cepas bacterianas de referencia (Staphylococcus aureus
ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922) determinandose la concentracion
inhibitoria minima (CIM) y la concentracion bactericida minima (CBM).

4. Resultados y discusion

La novedosa biosintesis de AgNPs a partir de la reduccion de iones Ag+ con
extractos acuosos de hojas frescas de alcaparra es descripta por primera vez. Tal
biorreduccion fue visualizada por el cambio de color de la solucion de AgNO,
desde incolora (Figura 1A) a marron amarillento luego del agregado del extracto
(Figura 1B) y confirmada via espectroscopia UV-vis por la presencia de una banda
de absorcion intensa alrededor de 425 nm, la cual es indicativa de la presencia de
AgNPs (Figura 1C). El color de la suspension coloidal se debe a la absorcion del
plasmon superficial que se genera por las oscilaciones inducidas por la incidencia
de la luz de los electrones de la banda de conduccion presentes en la superficie

metalica (Coronado y col., 2011).
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Figura 1: A) Solucion de AgNO3. B) Suspension coloidal de las AgNPs green. C) Espectro UV-vis de las AgNPs
biosintetizadas

La morfologia de las AgNPs obtenidas fue examinada por microscopia TEM, la
cual confirmo que el proceso biosintético propuesto  permite obtener
nanoparticulas de morfologia predominantemente esferica y con una distribucion
uniforme. La Figura 2A y 2B muestran una micrografia TEM representativa de las
AgNPs biosintetizadas empleando extracto acuoso de hojas frescas de C. spinosa y
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su correspondiente histograma, respectivamente. A partir de esta figura se puede
senalar que el 75% de las NPs obtenidas presentan un didmetro de entre 52 y 58 nm.
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Figura 2: A) Representativa imagen TEM de las AgNPs biosintetizadas. B) Histograma de la distribucion de tamano
de las AgNPs

El analisis del potencial Zeta de las AgNPs green es fundamental para conocer su
carga superﬁcial e inferir la estabilidad de las mismas. El valor obtenido de (—41 +
18) mV permite indicar que fuerzas repulsivas entre las nanoparticulas seran las
responsables de la estabilidad electrostatica de las AgNPs y de su dispersion en el
medio evitando la formacion de aglomerados.

En las Tablas 1, 2 y 3 se muestran los resultados obtenidos para la actividad
antioxidante de las AgNPs biosintetizadas, el blanco de reaccion y el extracto

acuoso de hojas frescas, la cual es expresada en equivalentes de patrones de
referencia.

VCEAC
AAR%
MUESTRAS -
DE AAS EQUIVALENTE
(%/MG MUESTRA) (g Q /

MG MUESTRA)
AgNPs 0,88 + 0,04 0,130 + 0,006
Blanco de reaccion® 1,17 £ 0,05 0,41 * 0,02
Extracto acuoso 8+ 8+

. 28 £ 1 2 +0,

de hojas frescas 4

Tabla 1. Actividad antioxidante de las AgNPs biosintetizadas utilizando el método DPPH"
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* 25 mL de H,O + 2 mL de extracto acuoso de hojas frescas.
AAR% = porcentaje de actividad antirradicalaria.
VCEAC = capacidad antioxidante equivalente a acido ascorbico.

AAs = acido ascorbico.

AAR% VCEAC TEAC
MUESTRAS (%/MG (1 GDEAAS (1 G DE TROLOX
’ ’ EQUIVALENTE/ EQUIVALENTE/
MUESTRA) MG MUESTRA) MG MUESTRA)

AgNPs 1,01 + 0,04 0,110 * 0,005 0,0220 * 0,0009
Blanco de

- 1,28 + 0,06 0,40 *+ 0,02 0,200 * 0,009
reaccion”
Extracto acuoso

. 29 £ 1 ,9 %0, 0,55 * 0,02
de hojas frescas 9 29+ 03 >

Tabla 2: Actividad antioxidante de las AgNPs biosintetizadas utilizando el método ABTS +

* 25 mL de H,O + 2 mL de extracto acuoso de hojas frescas.
AAR% = porcentaje de actividad antirradicalaria.
VCEAC = capacidad antioxidante equivalente a acido ascorbico.
AAs = acido ascorbico.

TEAC = Capacidad antioxidante Cquivalente a Trolox.
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FRAP
MUESTRAS (14 GDEAG (u GDE AAS (u GDEFESO4
EQUIVALENTE /MG EQUIVALENTE /MG EQUIVALENTE /MG
MUESTRA) MUESTRA) MUESTRA)

AgNPs 0,33 + 0,01 0,88 + 0,04 16,7+ 0,7
Blanco de ¢

P 0,55 + 0,02 1,IT1 + 0,0 16,9 * 0,
TCZ{CCIO/I'I" SS 5 9 7
Extracto acuoso €06 . (45 £ 2)

. 12,6 + 0, 27 +1 +2) X 101
de hojas frescas / 45

Tabla 3: Capacidad de reduccion total de las AgNPs biosintetizadas expresada en equivalentes de dcido galico (AG),
acido ascorbico (AAs) y sulfato ferroso

* 25 mL de H,O + 2 mL de extracto acuoso de hojas frescas.

A partir de los resultados expuestos en las tablas precedentes se puede decir que
la actividad antioxidante (AAR %/mg muestra) de las AgNPs, medida a traves de
las téenicas de DPPH y ABTS, presenta valores menos al 1,2 %, siendo estos datos
congruentes con los resultados obtenidos para la técnica FRAP. Ello permite
indicar que los compuestos fenolicos presentes en el extracto acuoso de hojas
frescas de C. spinosa estan comprometidos en la biorreduccion y estabilizacion de
los iones Ag+ y que los grupos funcionales responsables de la capacidad
antioxidante del extracto acuoso quedan fuera de juego para tal funcion,
justificando de esta manera que la actividad antioxidante de las AgNPs sea muy

baja.

La actividad antibacteriana de las AgNPs biosintetizadas se evaluo empleando S.
aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922, determinandose la CIM y la CBM de las
mismas (Tabla 4).
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AGNDS STPROFLOXACINA
CEPA BACTERIANA
CIM CBM CIM
CBM/CIM
(pM) (pM) (uM)
S. aureus ATCC 29213 0,4 0,4 I 1,6
E. coli ATCC 25922 0,4 0.4 1 0,4

Tabla 4: Actividad antimicrobiana de las AgNPs fitosintetizadas contra las bacterias ensayadas

* Datos reportados por Quinteros y col. (2016).

A partir de la Tabla 4 se puede observar que las AgNPs biosintetizadas fueron
cfectivas contra las especies bacterianas estudiadas, presentando CIM a niveles
picomolares. En comparacion con un antibiotico clinico convencional, como la
ciprofloxacina, las AgNPs mostraron un efecto de inhibicion a concentraciones seis
ordenes de magnitud mas bajas que las necesarias para dicho antibiotico, el cual
presento CIM del orden del micromolar (1 M) (Quinteros y col., 2016). Estos
resultados muestran que las AgNPs fitosintetizadas, a partir de la reduccion de
iones plata por el extracto acuoso de hojas frescas de C. spinosa, pueden emplearse
como potencial agente antimicrobiano y dan cuenta de la naturaleza de amplio
espectro de su actividad antibacteriana. Considerando la relacion CBM/CIM como
una medida del poder bactericida de un agente antimicrobiano (agente bactericida:
CBM/CIM <= 2; agente bacteriostatico: CBM/CIM > 2), los resultados obtenidos nos
permiten destacar la actividad biocida de AgNPs green sobre las bacterias
grampositiva y negativa ensayadas.

5. Conclusion

Las propiedades reductoras y estabilizantes del extracto acuoso de hojas frescas
de alcaparra permitieron la biosintesis AgNPs mediante una metodologia sencilla y
ccoamigable, siendo caracterizadas mediante tecnicas de espectroscopia UV-vis y
microscopia TEM. La valoracion de la actividad antioxidante de las AgNPs arrojo
resultados negativos, siendo confirmados por tres metodos diferentes (DPPH,
ABTS™, FRAP). Estos resultados permiten inferir que si bien los compuestos
bioactivos responsables de la actividad antirradicalaria en los extractos
(antioxidantes) estarian involucrados en la biorreduccion de Ag+ a Ag® y en la
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estabilizacion de las nanoparticulas, no estuvieron presentes en una concentracion
y/o conformacion estructural necesaria para conservar su AAR. Sin embargo, si
bien las AgNPs biosintetizadas no fijaron actividad antioxidante, se debe destacar
la importancia de haberlas obtenido a partir de las hojas de C. spinosa, las cuales son
actualmente consideradas un desecho agroindustrial, lo que, ademas de darle valor
agregado a estos residuos agroindustriales, dan como resultado una metodologia de
sintesis de AgNPs totalmente green, es decir amigable con el medioambiente.
Ademas, las AgNPs aqui biosintetizadas mostraron efecto antibacteriano sobre
cepas de referencia (S. aureus y E. coli). En ambos casos, se requirieron
concentraciones extremadamente bajas de AgNPs para inhibir el crecimiento
bacteriano, siendo la dosis a emplear del nanomaterial (del orden pM) 6 ordenes

magnitud mas baja que aquella para antibioticos convencionales (del orden u M).
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