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Resumen- La resonancia de plasmon superficial (RPS) es una
caracteristica presente en las nanoparticulas metdlicas las cuales
estan asociadas a la oscilacion colectiva de electrones libres. En este
trabajo de investigacion se considera a las nanoparticulas de plata
(NP Ag) las cuales han sido obtenidas por el método de sintesis verde
(biosintesis) usando como reductor el extracto de residuos de uva
proveniente de la industria vinicola; estas nanoparticulas en la
investigacion juegan el papel de agente inhibidor de bacterias E. Coli.
La eficiencia de inhibicion de las NP Ag puede aumentar en base a la
frecuencia de la energia incidente motivado por la longitud de onda
de cada color monocromatico, elevando el nivel de oscilacion del
plasmon de superficie, es asi como se investiga la influencia en funcion
a siete longitudes de onda correspondientes al espectro visible. Los
resultados muestran una correcta sintesis de nanoparticulas de plata
obtenidas por ruta verde, pues la caracterizacion por
espectrofotometria UV-vis muestra el pico de RPS en 422.61 nm
tipico para este tipo de nanomaterial; asimismo, la evaluacion por
microscopia electronica de barrido sefiala una geometria esférica
definida con tamario promedio de 32.66 nm; el efecto de la NP Ag con
influencia de luz sugiere una alta eficiencia en la inhibicion de E. Coli,
especificamente cuando esta bajo influencia de la longitud de onda
monocromatica azul (11.2 mm halo inhibicion — 69.6% por encima de
la muestra sin influencia de luz).Este efecto de inhibicion se suma a
las ya conocidas propiedades intrinsecas de la plata para inhibir
agentes bacterianos.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, sintesis verde,
efecto antibacterial, inhibicion bacterial, E. Coli, longitud de
onda.

Digital Object Identifier (DOI):
http://dx.doi.org/10.18687/LACCEI2021.1.1.53
ISBN: 978-958-52071-8-9 ISSN: 2414-6390

Abstract— Surface plasmon resonance (SPR) is a characteristic
present in metallic nanoparticles which are associated with the
collective oscillation of free electrons. In this research work, silver
nanoparticles (NP Ag) are considered, which have been obtained by
the green synthesis method (biosynthesis) using the extract of grape
residues from the wine industry as a reducer,; These nanoparticles in
research play the role of inhibiting agent of E. Coli bacteria. The
inhibition efficiency of NP Ag can increase based on the frequency of
the incident energy motivated by the wavelength of each
monochromatic color, raising the level of oscillation of the surface
plasmon, this is how the influence is investigated as a function of seven
wavelengths corresponding to the visible spectrum. The results show
a correct synthesis of silver nanoparticles obtained by the green route,
since the characterization by UV-vis spectrophotometry shows the RPS
peak at 422.61 nm typical for this type of nanomaterial; Likewise, the
evaluation by scanning electron microscopy indicates a defined
spherical geometry with an average size of 32.66 nm, the effect of NP
Ag with light influence suggests a high efficiency in the inhibition of E.
Coli, specifically when it is under the influence of the Monochromatic
blue wavelength (11.2 mm halo inhibition - 69.6% above the sample
without influence of light). This inhibiting effect adds to the already
known intrinsic properties of silver to inhibit bacterial agents.

Keywords:  Silver nanoparticles, green  synthesis,
antibacterial effect, bacterial inhibition, E. Coli, wavelength.
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I. INTRODUCCION

Los materiales  metalicos  nanoestructurados  estan
estrechamente relacionados con las propiedades eléctricas y
electrénicas, las mismas que pueden referirse a la interaccion
de la radiacion electromagnética con la materia, esto debido a
la presencia de electrones libres en la banda de conduccion
presentes en la superficie de las nanoparticulas que reciben un
haz de luz incidente, el mismo que induce una excitacién
colectiva.

Las nanoparticulas de plata tienen diferentes propiedades que
estan siendo aprovechadas en muchas industrias como la
electronica, de la imprenta [1], alimentaria [2], farmacéutica [3]
entre otras. El estudio de la elaboracion de nanoparticulas de
plata ha destacado en la Gltima década por seguir las nuevas
tendencias de sintesis mas seguras y amigables con la salud
humana y el medio ambiente, asi como econémicamente mas
rentables. [4], [5] Estas técnicas, conocidas como ‘“sintesis
verde” por usar agentes organicos biocompatibles [6] [7],
buscan el reemplazo de los reactivos quimicos peligrosos
comUnmente usados en las técnicas tradicionales con el fin de
obtener un producto con nuevas y potenciales aplicaciones ain
en estudio. [8]-[11].

Dentro de los métodos de sintesis verde para la obtencion de
NPs, se encuentran diversos procedimientos utilizando partes
de plantas: hojas, corteza, y frutos; todo en cuanto los
materiales son de facil acceso y seguros de manejar. Se ha
recopilado resultados de muchos trabajos en los que se usaron
extractos de plantas como agentes reductores debido a sus
componentes polifendlicos, y a los grupos amino y carboxilo
gue podrian actuar como estabilizadores en la obtencién de
nanoparticulas metalicas.

Es conocido el potencial inhibidor de la plata coloidal y plata
nanoparticulada, siendo este Gltimo mucho mas eficiente [12],
esto debido a una interaccion a nivel de cargas, sin embargo, es
escasa la informacion e investigaciones en donde relacionen
una mejora de la eficiencia de inhibicion bacteriana en base a la
activacion plasmonica por longitudes de onda de luz
monocromatica.

Respecto a la parte microbioldgica, la bacteria E. coli es un
bacilo tipo gramnegativo, presente en la microbiota del tracto
intestinal de animales y hasta inclusive en el ser humano.
Procesos de mutacion de esta bacteria generan clonas que
mediante procesos de patoadaptacion adquieren elementos
genéticos que funcionan como factores de virulencia; esas
cepas estan asociadas a infecciones gastrointestinales, hasta
inclusive asociado a infecciones del tracto urinario, sanguineo
y nervioso. La alta morbilidad, asi como la variedad en
sindromes y cuadro clinicos asociados a este tipo de bacteria, la
hacen uno de los patdgenos mas versatiles y de gran relevancia
para el ser humano.

En ese sentido, el presente trabajo evalla la interaccion de las
nanoparticulas de plata biosintetizadas bajo influencia de
diferentes frecuencias de energia incidente correspondiente a

cada longitud de onda monocromatica, con el objetivo de
incrementar la eficiencia de inhibicion bacteriana (E. coli),
sumando de esta forma a las ya conocidas propiedades
intrinsecas de la plata.

Il. MATERIALES Y METODOS
A. Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis se realiz6 mediante el método de quimica verde,
teniendo como precursor quimico al nitrato de plata (AgNOs3)
Merck (N° CAS 5979-45-6), para ello se prepar6 una solucion
stock de 1M diluido en 10 mL de agua ultrapura, luego se
extrajo 50 uL y afor6 a 50 mL, obteniéndose de esa forma la
concentracion para el proceso de sintesis. El extracto se
preparé empleando hollejos residuales de uva tinta de mesa
(vitis vinifera var. Gross Collman) procedente de Cascas
(provincia de Gran Chimd, regién La Libertad, Pert), como
residuo proveniente de la produccién de vino. Los residuos
fueron secados a 45°C por 72 horas en una estufa de
conveccion forzada UN55 PLUS (Memmert GmbH Co. KG,
Alemania); posteriormente el extracto se elabor6 en base a
solvente etandlico de 96° (v/v), agitandose a 300 rpm durante
30 minutos, finalmente la mezcla se centrifugo a 3000 rpm
durante 15 min, eliminando el sedimento residual y
almacenando el sobrenadante en frascos &mbar. Las
nanoparticulas se elaboraron mediante la mezcla entre el
precursor previamente preparado y el extracto de residuos de
uva bajo agitacion magnética (300 rpm) a 60°C, hasta
posteriormente llevarlo a pH 10. El extracto resultd ser un
excelente reductor organico por poseer grupos fenolicos [13].

B. Preparacion de indculo, medio de cultivo y reto con E.
coli

Las evaluaciones fueron en base al método de difusion en
disco, para ello primero se realizé el proceso de siembra de
bacterias, partiéndose de un cultivo fresco y sembrado en TSA
durante 18 horas a 37 °C, pasando a trabajar 3-4 colonias
(escala 0.5 Mc Farland), posteriormente se preparo el indculo
y fue tomado con hisopo debidamente esterilizado; se usé
como medio de cultivo el Agar Mueller-Hinton, lugar donde
se esparcié con hisopo el indculo, para luego pasar al proceso
de secado (5 min.) e incubado 37°C entre 18-24 horas. Se
prepararon varios medios de cultivo en placas Petri con el
respectivo indculo los cudles fueron sometidos a evaluacion.

El reto microbiano se trabajé con cepas de bacteria Escherichia
coli como microorganismo indicador (E. Coli, ATCC 25922)
sembradas en medio de cultivo y placas Petri, la inoculacién de
las nanoparticulas de plata (NP Ag) fue en hoyos de 5 mm de
didmetro, con un volumen de 10ul/hoyo del agar para recuento
de bacterias (PCA), el volumen del medio de cultivo fue de
20mL/placa, y la cantidad de indculo por placa fue de 0.1 mL
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de una suspension de E. coli 5.67 x 10® UFC/mL. Todas las
muestras tuvieron su respectivo control.

C. Evaluacién de la influencia de luz monocromatica en
bacterias E. Coli

Las placas con cultivo E. Coli, fueron perforadas con el

objetivo de inocular la solucion coloidal de nanoparticulas. Para
todos los casos, el volumen de coloide inoculado de NP Ag fue
de 10 uL por cada perforacion (hoyo), cabe mencionar que en
cada evaluacion la muestra fue acompafiada de un control que
estuvo en condiciones de oscuridad.
Para el ensayo, se disefio y fabricé una camara al que en la parte
superior se adapté una bombilla LED inteligente RGB, con
manejo de cambio de color inalambrico (Yeelight - Xiaomi,
YM., China). Una vez introducido la placa Petri, se encendid el
foco en base al color monocromatico escogido para la ocasion,
la muestra se dejé por 24 horas, y de forma paralela -en
oscuridad- se tuvo una muestra control, los colores en
evaluacion fueron: violeta, azul, cian, verde, amarillo, naranja
y rojo. La monitorizacién se realiz6 mediante un equipo de
medicién de iluminancia y longitud de onda para luz visible
previsto para esta investigacion, para ello se realizd el
dimensionamiento del prototipo en base al uso del sensor de
iluminancia y sensor multiespectral de 6 canales, acoplado a
una interfaz de comunicacion serial a Wi-Fi para enviar los
datos capturados a un servidor web y poder visualizarlos en
cualquier lugar desde un navegador web. En base a los
requerimientos de la investigacién se definieron los elementos
de hardware a utilizar, es asi como se usO el sensor de
iluminancia LTR-329ALS-01 en tarjeta de desarrollo
ClickBoard, el sensor multiespectral AS7262, un mdédulo de
comunicacion UART/Wi-Fi NINA-132 uBlox en tarjeta de
desarrollo ClickBoard, un microcontrolador PIC18F47K42 en
tarjeta de desarrollo Curiosity Nano y la base de conexi6n
Curiosity Nano Base for Click Boards.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia adoptada para la sintesis verde de
nanoparticulas de plata fue exitosa, asi lo demuestra anteriores
manuscritos publicados por el mismo autor correspondiente de
esta investigacion [13]-[15], en donde se analizd caracteristicas
relacionados a estabilidad de nanoparticulas, tipo de extracto
usado, mecanismo de formacion en el proceso de reduccién del
precursor, entre otros.

Es asi como el material nanoestructurado elaborado para esta
aplicacion es el resultado de la mejor metodologia obtenida en
este innovador proceso de sintesis, pues el resultado por
espectrofotometria (Fig. 1) muestra el pico de resonancia de
plasmdn superficial (RPS) ubicado en 422.61 nm y una
absorbancia de 1.78 u.a.; asimismo, la grafica representa una
tendencia estadistica tipico de una distribucién leptocurtica, lo

cual aproximaria el hecho de haber logrado nanoparticulas con
alta monodispersidad, una caracteristica compleja de conseguir,
pero importante para diversidad de aplicaciones.

Ahsorbance (ua)

Fig. 1. Espectro de absorbancia optica de NP Ag biosintetizadas.

Una forma de comprobar las caracteristicas del coloide tales
como su forma y tamafio, fue mediante la caracterizacion por
microscopia electrénica de transmision (TEM), el mismo que
se muestra en la Fig. 2. En base a ello, es posible identificar que
las NP Ag tienen geometria esférica y de alta monodispersidad,
lo cual justifica el resultado por espectrofotometria; asimismo,
el tamafio promedio de la nanoestructura es de 32.66 nm.
(SD=6.72).

Fig. 2. Microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de
plata sintetizadas con extracto alcohdlico de residuos de uva.

Estas nanoparticulas fueron las que se aplicaron a la
investigacién con el objetivo de sumar una mejora en la
eficiencia de inhibicién en agentes microbianos, a las ya
conocidas propiedades antibacteriales que posee la plata, todo
ello en base a la metodologia adoptada para tal fin.

Respecto a la fuente de luz monocromética esta fue previamente
caracterizada con el sensor disefiado para tal fin, con el objetivo
de determinar las diversas longitudes de onda que se aplicaran
a las muestras de cultivo. En la tabla 1 y Fig. 3, se muestra los
valores de las componentes de longitud de onda por cada color

19" LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Prospective and trends in technology and skills for sustainable
social development" "Leveraging emerging technologies to construct the future", Buenos Aires -Argentina, July 21-23, 2021. 3



de forma individual, nétese que en todos los casos hay picos
mas definidos y su combinacion con intensidades de otros
colores de menor prevalencia, dando como resultado el tono
deseado.

Tabla 1. Cuantificacion de los valores de longitud de onda de la
fuente luminosa RGB.

Nombre
Color enApp V(450nm)  B(500nm} G(550nm) 0(600nm}  R(650nm) LUX
Violeta Indigo 3783 669 254 587 331 1406 7037
Navy
Azul Blue 3945 176 29 41 14 29 4084
Deep Sky
Cian Blue 3314 2360 985 1641 284 255 7263
Forest
Verde Green 135 2416 1059 1770 310 304 4184
Amarillo Gold 139 1723 786 1609 694 2595 6664
Anaranjado  pumpkin 68 412 213 653 535 2466 3740
Rojo Dark Red 48 38 48 378 490 2430 2674
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Fig. 3. Componentes de longitud de onda de la fuente luminosa RGB.

Para la prueba en los medios de cultivo, se evalud usando la
aplicacion de Android Google Home, tan solo se vario el color
de la fuente de luz, mas no la intensidad, pero con los datos
adquiridos, se puede observar que la fuente de luz utilizada
genera los distintos colores seleccionados (Fig. 3) utilizando
una combinacion de diferentes longitudes de onda y variando la
intensidad. Por ejemplo, si comparamos el violeta con el azul,
podemos observar que, en realidad, el azul presenta una
componente de 450nm mas grande que la del propio violeta,
con la diferencia que, la intensidad luminosa disminuye
notablemente (Fig. 4) y, al color violeta se le suman otras
componentes de longitud de onda. En el otro extremo,
comparemos el anaranjado con el rojo, en los cuales
observamos una componente de 650nm bastante similar, pero,
al color anaranjado se le suman algunas componentes de 500nm
y 550nm y presenta una mayor componente de 570nm que el
color rojo.

Intensidad Luminosa por color
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Fig. 4. Intensidad luminosa por cada color monocromatico usado en
la interaccion NP Ag — agente microbiano.

Una vez lista la muestra, se ingres6 a una cdmara cerrada
disefiado especificamente para la investigacion, cabe
mencionar que previamente la fuente luminosa fue calibrada a
un color monocromatico en base a sus caracteristicas
especificadas en la Tabla 1, Fig. 3 y 4, mientras que la muestra
control permanecio en oscuridad.

Las nanoparticulas de plata suelen tener un rango entre 410 -
430 nm en donde se da la resonancia de plasmén superficial
(RPS), el cual corresponderia a que desde el punto de vista de
la colorimetria absorbe en el rango del violeta-azul siendo su
color reflejado (color complementario) el amarillo, color tipico
del coloide de NP Ag (Fig. 1).

Los resultados del efecto entre la interaccion de las
propiedades antimicrobianas de la plata y la absorbancia de
diversas longitudes de onda del espectro visible demuestran
estar intimamente ligadas, y por ende aumentar su eficiencia
de inhibicién debido a una mejora sustancial de la resonancia
de plasmon superficial (RPS), es asi como en la Tabla 2 y Fig.
5 se muestra el halo de inhibicion para E. coli logrado en la
longitud de onda del color azul, que es el que mayor efecto ha
tenido, alcanzando el valor de 11.2 mm., esto comparado con
la muestra sin influencia de luz (sélo NP Ag) que logré un
valor de halo de inhibicion de 6.6 mm, es decir una se obtuvo
mejora en la eficiencia del 69.69%. El color magenta fue el que
menor eficiencia mostrd, logrando un valor de 7.1 mm de halo
de inhibicion y eficiencia del 7.5%, luego tenemos al cian
considerado el segundo de mayor eficiencia con un 69.6%,
seguido del verde 42.4%, amarillo 30.3%, naranja 21.2% y
rojo 19.6%.
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Tabla 2. Halos de inhibicién (en mm) de bacterias E. coli, en
funcion al color monocromaético incidido en la muestra experimental

de NP Ag.
Promedios de halos de inhibicién

Color Diametro (mm) % mejora
Violeta 7.1 7.5
Azul 11.2 69.6
Cian 9.6 46.5
Verde 9.4 42.4
Amarillo 8.6 30.3
Naranja 8 21.2
Rojo 7.9 19.7

400 500 600 700

[ = Halo Inhibicién |

Halo Inhibicién (mm)

T T T T T T T T

T
Violeta  Azul Cian  Verde Amarillo Naranja Rojo

Color
Fig. 5. Halos de inhibicién obtenidos en funcidn a la interaccion de
luz monocromatica con NP Ag.

Tal y como se menciond en el parrafo anterior, la respuesta de
inhibicion en los demas casos también resultd ser mejor (pero
no eficiente) respecto a la muestra en donde no hubo influencia
de luz (Fig. 6), es asi como en la Fig. 5, se muestra el
decrecimiento gradual del didmetro de halo de inhibicion.

En base a los resultados, las componentes de longitud de onda
mostrados en la Tabla 1 y Fig. 3, es posible observar que por
tratarse de un foco RGB existe la combinacion de tonalidades
que permiten finalmente obtener un color especifico, sin
embargo, colores como el violeta y cian poseen picos de
longitud de onda que coinciden con el azul, no obstante el
magenta esta mas direccionado a longitudes de onda mas
energéticas (direccion UV), lo cual no implica una correcta
interaccion de efecto de resonancia de plasmon para la plata,
pues en esos casos se deberia de considerar nanoparticulas
semiconductoras que facilmente absorben en ese rango. Es por

ello, que para el caso del magenta su inhibicion es mucho
menor, pero para el caso del cian al coincidir en parte al
espectro del azul, tiene también una destacada interaccion
longitud de onda — RPS, y por ende una correcta inhibicion.

Tal y como se menciond lineas arriba, todas las muestras
tuvieron su respectivo control (para evaluacion de cultivo) y
muestra con NP Ag sin influencia de luz, este Gltimo con el
objetivo de poder realizar una comparacion, y en base a ello
calcular el porcentaje (%) de mejora de la inhibicién, es asi
como en la Fig. 6 se muestra en una sola placa los hoyos control
(sin NP Ag) y hoyos con 10 uL de NP Ag que estuvo en
oscuridad durante el mismo tiempo que las deméas muestras (24
h.). El valor promedio de halo de inhibicién en esa muestra fue
de 6.6 mm, que es el resultado de la accion inhibitoria tipica de
la NP Ag, ademas de ello el halo no es muy definido.

Es asi como, la presencia de electrones libres en la banda de
conduccién de la superficie de las NP Ag que reciben un haz de
luz incidente, genera una excitacion conjunta de estos
electrones, el mismo que trae como consecuencia una
oscilacion coherente deslocalizada de los electrones
confinados. Su relacion respecto al color esta basada en que,
para determinadas frecuencias de la energia incidente, se
produce un acoplamiento entre la frecuencia de onda incidente
y de la oscilacion del polariton, este fendmeno se conoce como
el anteriormente fendmeno mencionado de resonancia de
plasmén superficial (RPS), el cual tiene la capacidad de
absorber determinadas frecuencias de luz incidente y de
transmitir las frecuencias no absorbidas que se asocian a un
determinado color.

Sin luz, los halos de inhibicion
no son nitidos.

7+46+7+6+7 =33/5= 6.6 mm

Halo de
inhibicion

Fig. 6. Muestra de cultivo E. Coli con NP Ag sin influencia de luz.
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Fig. 4. Muestras de cultivo E. coli bajo influencia de luz monocromética y sus respectivos halos de inhibicién. (a)
magenta, (b) azul, (c) cian, (d) verde, (e) amarillo, (f) anaranjado, (g) rojo.

IV. CONCLUSIONES

La accion inhibitoria en cultivos de bacterias E. coli se ha
visto mejorado en un 69.6% gracias a la influencia de la
interaccion correspondiente al color monocromatico azul y la
nanoparticula de plata (NP Ag), esta eficiencia es adicional a la
accion ya conocida en este tipo de nanoestructura. La
metodologia de sintesis verde de NP Ag fue exitosa, pues el
extracto de residuos de uva actla como un potencial agente
reductor; se la logrado obtener nanoestructuras con geometria
esférica definida y de 32.66 nm de diametro promedio.
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