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RESUMEN

Se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando extractos acuosos de cinco plantas
medicinales: Prodigiosa (Brickellia Cavanillesii), Estafiate (Artemisia Ludoviciana), Ajenjo (Artemisia
Absinthium), Hierba de San Nicolas (Piqueria Trinervia) y Geranio (Pelargonium Domesticum). El
objetivo fue desarrollar un protocolo ecolégico y de bajo costo para la produccién de AgNPs con
potencial aplicacion en el area biomédica. Las nanoparticulas se caracterizaron mediante UV-Vis, DLS
y TEM. La concentracién de taninos se cuantifico con el método Folin-Denis. La actividad
antimicrobiana de las AgNPs y los extractos se evalué frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis, utilizando el método de microdilucion para
determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI). Los resultados mostraron una notable sinergia
entre los extractos y las nanoparticulas, siendo Artemisia absinthium y Brickellia cavanillesii las mas
efectivas. Este enfoque promueve la sintesis verde de nanomateriales con aplicaciones terapéuticas y

antimicrobianas.

Palabras clave: Taninos, Nanoparticulas de plata, sintesis verde.

Quantification of tannins in plant extracts used as reducing agents in the green

synthesis of silver nanoparticles and their antimicrobial evaluation

ABSTRACT
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Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized using aqueous extracts from five medicinal plants:
Prodigiosa (Brickellia cavanillesii), Estafiate (Artemisia ludoviciana), Estafiate (Artemisia absinthium),
Hierba de San Nicolas (Piqueria trinervia), and Geranium (Pelargonium domesticum). The objective was
to develop an eco-friendly and low-cost protocol for AgNP production with potential biomedical
applications. The nanoparticles were characterized by UV-Vis spectroscopy, dynamic light scattering
(DLS), and transmission electron microscopy (TEM). Tannin content was quantified using the Folin-
Denis method. The antimicrobial activity of the AgNPs and plant extracts was evaluated against
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Enterococcus faecalis using
the broth microdilution method to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). The results
showed a significant synergistic effect between the extracts and the nanoparticles, with Artemisia
absinthium and Brickellia cavanillesii being the most effective. This approach supports green synthesis

of nanomaterials for therapeutic and antimicrobial applications.

Keywords: Tannins, Silver nanoparticles, green synthesis, antimicrobial activity.

1.- Introduccién

En las ultimas décadas, el desarrollo de nanoparticulas metalicas ha cobrado gran importancia en
distintas areas cientificas y tecnoldgicas debido a sus propiedades Unicas a nivel fisico, quimico y
biolégico. Las nanoparticulas de plata (AgNPs), en particular, han demostrado un notable potencial en
aplicaciones biomédicas, cataliticas y antimicrobianas. No obstante, muchos de los métodos
tradicionales de sintesis de estas nanoparticulas utilizan reactivos toxicos y condiciones
energéticamente demandantes, lo que genera preocupaciones ambientales y de seguridad.

Como alternativa, ha surgido la sintesis verde, una metodologia sustentable que emplea organismos
vivos o extractos naturales, como los provenientes de plantas, para reducir y estabilizar iones metalicos.
Las plantas son una fuente rica en compuestos bioactivos que pueden actuar como agentes reductores
y estabilizantes durante la formacién de nanoparticulas. Entre estos compuestos se encuentran
flavonoides, alcaloides, terpenoides, cetonas, proteinas, vitaminas y taninos (Narayanan, 2011;
Nadeem, 2019).

Los taninos hidrolizables, entre ellos el acido galico y el acido tanico, son compuestos polifendlicos
naturales, biodegradables y no téxicos. Se ha reportado que estos metabolitos poseen una elevada
capacidad para reducir iones metalicos, ademas de prevenir la aglomeracion de las nanoparticulas al
actuar como estabilizantes (Herrera, 2010). El acido tanico, por ejemplo, esta compuesto por un nucleo
central de glucosa unido por enlaces éster a unidades de acido galico, y suele acumularse en hojas,
corteza, madera y frutos, donde cumple funciones defensivas frente a herbivoros y patégenos. Aunque
a pH neutro actia como un reductor débil, puede hidrolizarse bajo condiciones acidas o basicas,

liberando glucosa y acido galico (Bors, 2001; Tian, 2007).
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Numerosos estudios han demostrado que tanto los taninos como las nanoparticulas de plata poseen
actividad antimicrobiana frente a bacterias, hongos, virus y levaduras (Chung, 1998). Hatano et al.
(2005) reportaron efectos antibacterianos de taninos y compuestos polifendlicos relacionados frente a
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Asimismo, Buzzini et al. (2008) demostraron un efecto
sinérgico al combinar taninos hidrolizables con antibidticos, reduciendo significativamente la
concentraciéon necesaria de estos ultimos.

El presente estudio tuvo como objetivo sintetizar nanoparticulas de plata utilizando como reductores
quimicos extractos vegetales ricos en taninos mediante un enfoque de sintesis verde, asi como evaluar
su actividad antibacteriana in vitro. Para ello, se utilizaron cepas bacterianas ATCC: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis. La formacion de
nanoparticulas fue monitoreada por espectroscopia UV-Vis. Posteriormente, se caracterizaron
mediante microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) para determinar su morfologia, tamafo y
distribucion. Ademas, se evalud su estabilidad coloidal mediante potencial zeta y se determiné su
tamafio hidrodinamico utilizando dispersion dinamica de luz (DLS), comparando estos resultados con

los obtenidos por TEM.

2.- Materiales y método
2.1 Materiales

Las plantas utilizadas se adquirieron en un mercado local de la ciudad de San Luis Potosi,
México. Las especies empleadas fueron: Brickellia cavanillesii D.C. (Prodigiosa), Artemisia
ludoviciana (Estafiate), Artemisia Absinthium (Ajenjo), Piqueria trinervia (Hierba de San
Nicolas) y Pelargonium domesticum (Geranio).

El nitrato de plata (AgNO3, Sigma-Aldrich, grado ACS) se utilizé como precursor, y el hidroxido
de amonio (NH,OH, solucién acuosa al 30 % p/p, Sigma-Aldrich, grado ACS) se emple6 para

ajustar el pH en la sintesis de las nanoparticulas.

2.2 Preparacion de los extractos acuosos.

Para la obtencién de los extractos acuosos, se pesaron 10 g de materia vegetal previamente
seca y molida de cada especie. Posteriormente, se hirvieron 200 mL de agua desionizada v,
una vez alcanzado el punto de ebullicién, se coloco la planta para preparar la infusién. La
mezcla se dejo reposar durante 10 minutos y se filtré6 con papel filtro Whatman de 125 mm.

Este procedimiento se realizé por separado para cada planta.
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2.3 Sintesis quimica de las nanoparticulas de plata.

Bajo agitacién magnética, se mezclaron 10 mL de cada extracto vegetal previamente filtrado
con 100 mL de una solucién de AgNO; 0.01 M. Estas mezclas se trabajaron por separado. El
pH de cada solucién se ajusté lentamente hasta alcanzar un valor de 10, mediante la adicion
de NH,OH.

2.4 Caracterizacion

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) obtenidas fueron caracterizadas mediante Espectroscopia
UV-Vis (Spectrometer Ocean Optics Inc.), Dispersion Dinamica de Luz (DLS) (Malvern
Zetasizer Nano ZS) y Microscopia Electronica de Transmision (TEM) (JEOL JEM-1230).

2.5 Cepas bacterianas

Se evaluaron cuatro cepas bacterianas: dos Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853) y dos Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC
29213 y Enterococcus faecalis ATCC 29212). Las cepas se obtuvieron del cepario de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi. Previamente a los
ensayos, las cepas fueron reactivadas en caldo Mueller-Hinton y cultivadas en agar nutritivo
durante 24 horas a 37 °C.

2.6 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evalué mediante el método de microdilucion en caldo, siguiendo el
estandar CLSI (NCCLS-CLSI N7 A7 Vol. 26 No. 2, 1996). Se determinaron la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB). Las AgNPs fueron evaluadas en el

mismo estado en el que se obtuvieron, sin modificaciones.

Para la CMI, se utilizaron placas de 96 pocillos, en las que se realizaron diluciones seriadas de las
AgNPs en caldo Mueller-Hinton, con una concentracion inicial de microorganismos de 10° UFC/mL.
Después de 24 horas de incubacion a 37 °C, se consideré como punto final la ausencia de turbidez

en los pocillos.

La CMB se determind sembrando en agar Mueller-Hinton los contenidos de los pocillos antes y
después de la concentracion limite de la CMI. Se consideré como CMB la menor concentracion en
la que no se observd crecimiento bacteriano en las placas tras 24 horas de incubacién a 37 °C.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
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2.7 Determinacion de taninos.

La cuantificacion de taninos en los extractos vegetales se realizé mediante el método
colorimétrico de Folin-Denis, segun lo reportado por Makkar (2003). Para ello, se preparé una
solucion saturada de carbonato de sodio y se construyé una curva de calibracion utilizando
acido tanico como estandar. La absorbancia de las soluciones se midié a 760 nm utilizando un

espectrofotometro UV-Vis.

3.- Resultados y Discusion

3. 1 Sintesis de las AgNps

Los extractos vegetales se emplearon como agentes reductores y estabilizantes en la sintesis
de nanoparticulas de plata. La reaccién de reduccion se llevd a cabo en condiciones alcalinas
(pH 10-11), favoreciendo la ionizacién de los grupos fendlicos. Esta ionizacién incrementa la
velocidad de la reaccién redox, conduciendo a la formacién de nanoparticulas de morfologia
esférica (Martinez-Castanén et al., 2008). La oxidacion de compuestos fendlicos genera
estructuras quinoides y ceto-endlicas, las cuales pueden adsorberse en la superficie de las
AgNPs y estabilizarlas (Wang et al., 2007).

3.2 Anélisis mediante Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Fig. 1

Las micrografias TEM mostraron que las nanoparticulas sintetizadas presentaron morfologias
predominantemente esféricas o pseudoesféricas y una distribucidon de tamafo relativamente
estrecha. Los tamafios promedio observados fueron para Prodigiosa 6—16 nm, Estafiate 27 nm,
Ajenjo 2-26 nm, Hierba de San Nicolas 2—46 nm y Geranio 9 nm, como se muestra en la Figura
1.

La similitud morfolégica entre las muestras podria explicarse por la presencia de grupos
funcionales comunes (como fenoles y taninos) en los extractos utilizados. No obstante, las
diferencias en el tamafio sugieren que el perfil fitoquimico especifico de cada planta influye en

la nucleacion y crecimiento de las nanoparticulas.

Es importante sefalar que la morfologia no presentd cambios significativos entre las distintas
muestras, lo que indica que el mecanismo de formacion fue similar en todos los casos,

probablemente controlado por compuestos polifendlicos comunes.

Micrografia de Microscopia de Transmisién Electrénica, a) Prodigiosa (Brickellia cavanillesii), b)

Estafiate (Artemisia ludoviciana), c) Ajenjo (Artemisia absinthium), d) Hierba de San Nicolas (Piqueria

trinervia) y e) Geranio (Pelargonium domesticum)
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3.3 Dispersion Dinédmica de Luz (DLS) y Potencial Zeta

Los tamafios promedio determinados por DLS fueron los siguientes: Prodigiosa 54.96 nm,
Estafiate 20.31 nm, Ajenjo 05.24 nm, Hierba de San Nicolas 71.10 nm y Geranio 108.9 nm.

El potencial zeta, mostrado en la Tabla 1, indicd una estabilidad coloidal aceptable. De acuerdo
con la teoria DLVO, valores mayores a +30 mV reflejan dispersiones estables (Ji, 2010).
Aunque algunas muestras mostraron valores por debajo de ese umbral, la desviacién estandar
sugiere que no hubo aglomeracion significativa, y las dispersiones se mantuvieron

suficientemente estables para el analisis.
Tabla 1.

Valores de potencial Z de cada uno de los extractos.
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Potencial Z
Planta Medicinal
(mV)
Prodigiosa -27.9+8.43
Estafiate -26.6 £+8.43
Ajenjo -28+11.1

Hierba de San Nicolas -28.9 +18.5

Geranio -32+54

Las discrepancias que se observan entre los tamafios promedio de las nanoparticulas determinadas
por microscopia electréonica de transmision (TEM) y los obtenidos mediante dispersion dinamica de luz
(DLS) puede atribuirse a la naturaleza de cada técnica, DLS mide el diametro hidrodinamico, que
incluye no solo el nucleo de la nanoparticula, sino también las moléculas de solvente y los compuestos

organicos adsorbidos en su superficie.
3.4 Anélisis UV-Vis

Los espectros de absorcion UV-Vis confirmaron la formacidon de nanoparticulas de plata (AgNPs)
mediante la presencia de una banda de plasmén de resonancia superficial localizada entre 420 y 430
nm, como se muestra en la Fig. 2, caracteristica de las AgNPs bien dispersas en solucién (Martinez-
Castanén et al., 2005).

Figura 2.

Espectros de absorcion UV-Vis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos vegetales.
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3.5 Actividad Antimicrobiana.

Se evalud la actividad de los extractos y AQNPs frente a bacterias Gram negativas (Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853) y Gram positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212). Los extractos vegetales, a las

concentraciones ensayadas, no mostraron actividad antibacteriana.

Por el contrario, todas las AgNPs sintetizadas exhibieron actividad inhibitoria y bactericida
significativa. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y bactericidas (CMB) fueron
menores que las de las AgNPs obtenidas con acido galico (13 ug/mL), lo cual sugiere un efecto
sinérgico entre los compuestos bioactivos del extracto y la accion de las nanoparticulas, como
se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2.

Resultados de las pruebas antimicrobianas.

Datos / Planta Prodigiosa Estafiate Ajenjo Hierba de San Nicolds Geranio Prodigiosa pH 4.9

Concentracion Minima Inhibitoria Extractos

E. coli >50000 >50000 >50000 > 50 000 > 50 000 *
S. aureus 25000+ 0 >50000 >50 000 > 50000 > 50000 *
E. faecalis >50000 >50000 >50000 > 50 000 250000 *
P. aeruginosa >50000 > 50000 >50000 > 50 000 > 50 000 *

Concentraciéon Minima Inhibitoria AgNp's

E. coli 337+0 3.37+0 1.67+0 6.74+0 3.37+0 3370
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S. aureus 33720 3.37+0 3.37%0 1.67x0 6.74%0 1.67+0
E. faecalis 1.67+£0 3370 3370 3370 6.74%0 3370
P. aeruginosa 3.37+0 6.74+0 3370 3370 6.740 26.96+0

Concentracion Minima Bactericida Np's

E. coli 337+x0 3.37+0 1.67%0 6.74+0 3370 3370
S. aureus 337+x0 3.37+0 3.37%0 1.67+0 6.740 1.67+0
E. faecalis 1.67+0 3370 3370 3370 13.48+0 3370
P. aeruginosa 3.37+0 6.74+0 3370 3370 13.48+0 2696+ 0

* No de encontré actividad antimicrobiana a las concentraciones utilizadas en este trabajo.

Estudios previos han propuesto multiples mecanismos de accion para las AgNPs, entre ellos estan la
adherencia a la membrana bacteriana, el aumento de la permeabilidad celular, el ingreso intracelular,
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), interferencia con la sintesis de ATP y replicacion
de ADN (Panacek, 2006; Marambio y Hoek, 2006, 2010; Morones et al., 2005).

Asimismo, se ha demostrado que las AgNPs de menor tamafio presentan mayor efectividad
antimicrobiana (Martinez-Castanon et al., 2008), lo cual se observé en este estudio con las muestras

obtenidas a partir de Ajenjo y Prodigiosa.
3.6 Estimacion cuantitativa de taninos.

Los taninos fueron cuantificados mediante espectrofotometria, utilizando una curva de
calibraciéon con acido tanico como estandar (y = 0.03648 + 0.07567X; R? = 0.99975; SD =
0.00939; n = 5). Los resultados se reportaron como equivalentes de &cido tanico (mg/mL), como

se muestra en la Tabla 3.

Estos compuestos, por su alta capacidad para ceder electrones, probablemente desempefiaron
un papel clave como agentes reductores en la sintesis de las AgNPs. Esto respalda el enfoque

verde de la sintesis, al utilizar metabolitos secundarios vegetales como reactivos funcionales.

Tabla 3.

Resultados de la estimacion cuantitativa de taninos.
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Concentracion de

Planta Medicinal taninos
(mg/mL)

Prodigiosa 0.0095054
Estafiate 0.0066656
Ajenjo 0.0072801
Hierba de San

Nicolds 0.0146593
Geranio 0.0119235

5.- Conclusion.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas mediante extractos vegetales mostraron morfologia esférica 'y
buena estabilidad coloidal. Las técnicas de caracterizacion (UV-Vis, TEM, DLS y potencial zeta)

confirmaron que se traté de nanoparticulas metalicas de Ag°.

Los resultados sugieren que los taninos presentes en los extractos fueron los principales responsables
de la reduccion y estabilizacion de las AgNPs. Ademas, las nanoparticulas mostraron una marcada
actividad antibacteriana, especialmente aquellas obtenidas con Ajenjo y Prodigiosa, lo que indica una

accion sinérgica entre los fitoquimicos y las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas.

Este trabajo contribuye a la validacién del uso de extractos vegetales nativos como agentes funcionales

en sintesis de nanomateriales con potencial biomédico.
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