UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

Campus Tuxtepec

TESIS

Sintesis de nanoparticulas de Ag a partir de
extractos de Stevia rebaudiana y su
Incorporacion en almidon termoplastico

PRESENTA

Celia Aguilar Flores
PARA OBTENER EL TITULO DE
Licenciada en Ciencias Quimicas
DIRECTOR DE TESIS

Dr. Mario Valera Zaragoza

CODIRECTOR DE TESIS

Dra. Selene Sepulveda Guzman

San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, 2018



Universidad del Papaloapan

N\
NPA CAMPUS TUXTEPEC

San Juan Bautista Tuxtepec, Oax. a 14 de junio 2018
Asunto: Autorizacion de impresion de tesis

M. E. YESENIA BARRIENTOS ARENAL

JEFA DEL DEPARTAMENTO DE SERVICIOS ESCOLARES
UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

PRESENTE

Sirva la presente para informale que los abajo firmantes, miembros de la comisién revisora de
la tesis presentada por Celia Aguilar Flores (pasante de la lacenciatura en Ciencias Quimicas,
namero de matricula 12060054), manifestamos que después de examinar su trabajo de tesis
autorizamos la impresion del manuscrito que lleva por titulo “Sintesis de nanoparticulas de
Ag a partir de extractos de Stevia rebaudiana y su incorporacién en almidén
termopléastico” para su posterior presentacion v defensa por parte de la sustentante. El trabajo
se realiz6 bajo la direccién del Dr. Mario Valera Zaragoza.

Sin otro asunto en particular le agradecemos la atencion a la presente.

, Atentamente

Cc.p M cnC Héctor Lépcx Aijen™ Ver-Rector \cadgntic<> Jri*L'N?A. paiacaionoaoicr«tu
Ge p- Dra Rotuna Martinez Pascual, Jefa de iJfrct: Je la ficcnca: ira en Carneé» Quimica»

www.unpa.edu.mx

Campus Tuxtepec Campus Loma Bonita
Calle Circuito Central, No.200, col. Parque Industrial Av. Ferrocarril»/n, Cd. Universitaria
C.P. 68101, Tuxtepec, Oax. Tel: 01 (287) 87 592 40 C.P. 68400, loma Bonita, Oax. Tcl: 01 (281) 87 222 19



Este trabajo de investigacion fue realizado en el laboratorio de Quimica de la Universidad
del Papaloapan Campus Tuxtepec y en el Centro de Innovacion, Investigacion y
Desarrollo en Ingenieria y Tecnologia (CIIDIT), de la Facultad de Ingenieria Mecénica y
Eléctrica (FIME) de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (UANL). Con el apoyo
del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) (proyecto de ciencia basica
No. 239354).



AGRADECIMIENTOS

En un pedacito de mi tesis voy a ofrecer mis agradecimientos a las personas que

me apoyaron en la realizacion de mi tesis y en mi periodo como estudiante.

Primero, le agradezco a Dios por mandar a mi camino las ensefianzas, las

amistades, los retos y las oportunidades.

A mi madre, Eulogia Flores, gracias por haber confiado en mi y dejar que saliera
de casa para que pudiera cumplir el deseo de estudiar Quimica. Gracias por ensefiarme a
trabajar duro para conseguir las cosas. Agradezco también a mis hermanas, Agustina y

Nancy y a mis sobrinos que me consideran la tia favorita.

Agradezco el apoyo de la Dra. Selene Sepulveda Guzman que siempre estuvo en
la mejor disposicion para ayudarme en muchos aspectos profesionales y personales. Dios
la siga dotando de muchas virtudes y bendiga su camino.

A mis amigas y amigos a quienes enuncio en el orden en que los conoci: Erika,
Luis Tomas, Javier, José Carlos, Ricardo, José Luis, Maritza, Surami, Ménica, Cecilia,
Rocio, y en especial a mis amigas de la Universidad, Fanita, Gaviota, Nubis y Maky You,
gracias por acompafiarme en mis loqueras, por echarme porras, por apoyarme en

momentos dificiles. Nos vemos en el proximo episodio, abraza a un egresado de la UNPA.

Agradezco el apoyo, la paciencia, la espera y la confianza de mi Director de Tesis,
el Dr. Mario Valera Zaragoza, gracias por aceptarme en su equipo de trabajo. Agradezco
también el apoyo del Dr. Aurelio Ramirez Hernandez que de no haberse ido de sabético

hubiese estado en mi defensa de tesis haciéndome las preguntas mas dificiles del mundo.

Agradezco a la Dra. Roxana por haber confiado en mi desde el propedéutico y
apoyarme. Agradezco a los profesores que me dieron clases y fueron accesibles cuando

tuve problemas de salud y problemas personales.

Agradezco a mis sinodales, la Dra. Ariana Arlene Huerta Heredia, el Dr. Erick A.
Juarez Arellano y al Dr. Andrés Aguirre Cruz por el tiempo dedicado a la revisién de este

trabajo de tesis.



DEDICATORIA

Dedico esta tesis a Dios, a mi familia, a mis amigos, al amor y a la vida.



RESUMEN

La plata (Ag) es un metal que ha tenido diversos usos, entre los que destaca su
empleo en el tratamiento de diversas enfermedades. Sin embargo el uso excesivo de este
metal puede generar acumulacion en la dermis produciendo argirosis, padecimiento que
se caracteriza por la produccién de una tonalidad azul. Actualmente con el desarrollo de
nuevos materiales se ha logrado la obtencion de nanoparticulas de Ag (AgNps), este tipo
de nanoestructura posee un area superficial muy elevada lo que le permite potencializar

sus propiedades con menor cantidad de material.

Actualmente, diversos trabajos se han enfocado en la obtencion de AgNps por un
método amigable con el medio ambiente, entre ellos se encuentran los que hacen uso de
agentes reductores y estabilizantes provenientes de extractos de plantas. Sin embargo,
hasta el momento el proceso de obtencion de las AgNps se ha enfocado en evaluar
distintos tipos de plantas y no en mejorar los parametros de sintesis, tales como; agitacion,

temperatura y velocidad de incorporacion de la sal, entre otros.

En este trabajo se discuten los resultados de los pardmetros de sintesis de AgNps
utilizando el extracto acuoso de la planta Stevia rebaudiana y la incorporacion de las
nanoparticulas obtenidas a almidon para obtener biopeliculas nanoestructuradas. Los
resultados mostraron que las AgNps se forman en menor tiempo cuando se suministra
temperatura al sistema de reaccion. Ademas, la concentracion molar de la sal AgNO3
influye en la obtencion de nanoparticulas. Mediante el estudio morfolégico por
microscopia electronica de trasmision (TEM) se observé que cambios en la velocidad de
agitacion y de incorporacion de la sal AgNO3z permite la obtencion de morfologias tales
como nanobarras, nanoplatos triangulares y nanoplatos hexagonales. Por otro lado, en el
estudio por difraccién de rayos-X de las biopeliculas almidén/AgNps se observo una
importante modificacion de los picos de difraccion del almidon debido al acomodo de las
AgNps entre las cadenas de amilopectina.
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. INTRODUCCION

La plata (Ag) es un elemento metalico multifacético que esta presente de forma
natural en el planeta. Una de las zonas méas productivas de Ag en el mundo es la
denominada “Faja de plata” en México, siendo Zacatecas el estado més destacado en la

extraccion de plata [1].

A lo largo de la historia, la plata ha tenido una gran variedad de usos. Por ejemplo,
se ha utilizado en la fabricacion de armas de guerra, utensilios de cocina, joyeria y
también en la medicina tradicional. Existe evidencia de su uso en la medicina tradicional
como antimicrobiano desde afios antes de Cristo. Hipocrates, médico de la antigua Grecia
molia finamente placas de Ag para obtener polvos y utilizarlos para curar Glceras y
heridas. Antiguamente, por cuestiones de higiene diversos utensilios de cocina eran de
Ag. Cuando se acufiaron las monedas de plata era comUn depositarlas sobre recipientes
almacenadores de agua para purificarla, de esta forma se creaban areas de asepsia y se

evitaban enfermedades, principalmente gastrointestinales [2].

Con el descubrimiento de los antibi6ticos para el tratamiento de infecciones, el
uso de la Ag como antimicrobiano dejo de utilizarse y estudiarse. Sin embargo, diversos
microorganismos principalmente bacterias, han llegado a presentar resistencia a los
antibioticos; es ahora donde nuevamente surge el uso de la Ag para el tratamiento de
enfermedades causadas por microorganismos, ya que su funcion es de amplio espectro y

la resistencia de las bacterias hacia ella es casi nula.

La plata es considerada un metal noble, porque no forma 6xidos por interaccion
con el medio ambiente [1]. La Ag en estado basal no posee propiedades antimicrobianas,
pero en estado oxidado si (Ag*?), diversos estudios han propuesto mecanismos por los
cuales actla la plata en bacterias, entre estas propuestas se encuentra que la Ag provoca
cambios en la estructura del ADN bacteriano [3].

Actualmente se tiene interés en potencializar la propiedad antimicrobiana de la
plata, generando particulas en estado nanometrico: nanoparticulas de plata (AgNps), de
esta manera existe mayor area superficial disponible para actuar como antimicrobiano,
ademaés al no estar en forma de sal evita favorecer su acumulacion en la dermis. Es
importante mencionar que apenas se comienza a trabajar por regular las dosis en el

consumo de la plata para sus distintas presentaciones: sales, coloides y AgNps. Es sabido
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que el consumo excesivo de sales de Ag puede generar acumulacion en la piel
produciendo Argirosis, padecimiento caracterizado por la presencia de un color gris
azulado en la dermis. La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA por sus siglas en inglés)
en 1991 establecio una dosis oral de 0.005 mg/Kg/dia, con base a la maxima cantidad que
puede producir Argiria. Mientras tanto la FDA (Food and Drug Administration, por sus
siglas en inglés) ain no reconoce que el consumo de Ag sea seguro y eficaz (1991). La
presencia de AgNps en el mercado es reciente y faltan investigaciones mas profundas

acerca de su comportamiento dentro del organismo.

Existen diversas maneras por las que se puede sintetizar AgNps, la sintesis
quimica ha sido una de las pioneras, en ella se hace uso de distintos compuestos quimicos
que después se retiran con disolventes organicos, generando muchos desechos. La sintesis
verde es otra manera de sintetizar las AgNps de una manera mas amigable con el medio

ambiente al hacer uso de compuestos de origen natural.

En este trabajo se realizo la sintesis de AgNps por un método verde, utilizando
metabolitos de los extractos de S. rebaudiana, considerando que en su mayoria estos
metabolitos son agentes reductores, sustancias muy importantes en la sintesis de
nanoparticulas de Ag. Las AgNps obtenidas se incorporaron a almidon, un polimero de

origen natural.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Stevia rebaudiana Bertoni (S. rebaudiana)

El género Stevia comprende alrededor de 230 especies pertenecientes a la familia
de las asteraceae, familia caracterizada por la presencia de inflorescencias. La especie S.
rebaudiana es nativa del sur de América, principalmente del noreste de Paraguay; las
plantas pueden medir hasta un metro de altura con hojas entre 3-4 cm con forma eliptica
[4,5] (Figura 1).

Figura 1. Planta de S. rebaudiana [6].

S. rebaudiana es utilizada en la medicina tradicional por sus propiedades
terapéuticas, tales como; actividad antinflamatoria, antihipertensiva, antihiperglucémica,
antitumoral, antidiarreica, antioxidante y en el ramo alimenticio se utiliza por su alto

poder edulcorante y no contiene calorias [5].

HyC' TOO-R,

Figura 2. Estructura base de los glucésidos de esteviol [7].
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Tabla 1. Nombre y composicion de los glucosidos de esteviol mas abundantes en las
hojas de S. rebaudiana [7].

Nombre del compuesto R1 R2

1.- esteviol H H

2.- esteviolbidsido H B-Glc-B-Glc(2 —1)

3.- esteviosido B-Glc B-Glc-p-Glc(2 — 1)

4.- rebaudiosido A B-Glc B-Glc-p-Glc(2 —1)
B-Glc(3—»1)

5.- rebaudiosido B H B-Glc-p-Glc(2 —1)
B-Glc(3—»1)

6.- rebaudiosido C B-Glc B-Glc-a-Rha(2 —1)

(dulcoésido B) B-(|3Ic(3 —1)

7.- rebaudiosido D B-Glc-B-Glc(2—» 1) B-Glc-B-Glc(2—1)
B-Glc(3 —»1)

8.- rebaudiosido E B-Glc-B-Glc(2—>1)
B-Glc-p-Glc(2 —»1)

9.- rebaudidsido F B-Glc B-Gle-p-Xyl(2 —» 1)
B-Glc(3—»1)

10.- dulcésido A B-Glc B-Glc-a-Rha(2 —1)

*R1, R2= Sustituyentes de la estructura base de los glucoésidos de steviol; Glc=Glucosa; Xyl=Xilosa; Rha= Ramanosa

Las especies phebophylla y rebaudiana son las Unicas que producen glucésidos
de steviol responsables del sabor dulce, siendo en S. rebaudiana donde se producen en
mayor cantidad [8]. En esta especie hay distintos tipos de glucésidos de esteviol; el méas
abundante encontrado en las hojas es el esteviosido (4-3 % w/w), seguido del
rebaudiosido A (2-4 % w/w), rebaudidsido C (1-2 % w/w) y dulcésido A (0.4-0.7 % w/w)
[9]. (Figura 2, Tabla 1). Entre otros componentes fitoquimicos de las hojas se
encuentran los flavonoides, alcaloides, acido hidroxicindmico, vitaminas, fitoesteroles,

aceites esenciales, acido folico, aminoacidos y otros compuestos minoritarios [8,9].

En nuestro pais la siembra y comercializacion de S. rebaudiana es reciente; la
Secretaria  de  Agricultura,  Ganaderia, Desarrollo  Rural, Pesca vy
Alimentacion (SAGARPA) informa que los primeros sembradios en México se

registraron en el 2011 en los estados de Quintana Roo y Yucatan; actualmente estados
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como Chiapas, Oaxaca y Guerrero han comenzado a producirla ya que las condiciones
climéticas que se tienen en algunas regiones son favorables para el crecimiento de este

arbusto.

2.2 Nanoparticulas de Ag (AgNps).

Cuando los elementos o compuestos son reducidos a tamafios por debajo de los
100 nm en alguna de sus dimensiones, se considera la formacion de nanoparticulas, con
este tamafio existen cambios en sus propiedades. Las AgNps tienen aplicaciones
atractivas ya que sus propiedades eléctricas, magnéticas, Opticas, cataliticas y

antimicrobianas se encuentran potencializadas.

2.2.1 Propiedades Opticas

Las nanoparticulas de metales nobles presentan una propiedad Optica cuando
interaccionan con luz polarizada, mediante un fendémeno superficial denominado
resonancia de plasmon localizado (LSPR por sus siglas en inglés). Un plasmén es la
oscilacion colectiva de los electrones libres de la superficie de los metales [10]; cuando
esta superficie se confina a una particula con un tamafio similar al de la radiacion incidida
se genera un aumento en el campo eléctrico. Este campo eléctrico induce dipolos en la
superficie de la nanoparticula, en ese momento una fuerza restauradora brinda un
equilibrio generando oscilaciones colectivas (Figura 3). De acuerdo a la morfologia que

interaccione con la radiacion es la frecuencia de resonancia del plasmon.

Las nanoesferas de Ag presentan un pico de absorcion alrededor de los 430 nm,
debido a que la frecuencia de absorcion del plasmén es la misma en cualquier direccion
donde se propague la radiacion (Figura 4a). Los nanoplatos triangulares de Ag presentan
un pico de absorcién amplio que se extiende desde los 500nm hasta los 900nm (Figura
4b), el rango es amplio debido al area de absorcion que esta morfologia provee, ya que
contiene un gran ndmero de electrones que se encuentran oscilando
longitudinalmente. En el caso de los nanoalambres de Ag estos presentan dos picos de
absorcion, el menos intenso corresponde a la absorcion transversal (350 nm) y el méas

intenso a la absorcion longitudinal (390 nm) (Figura 4c). El comportamiento de las
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AgNps con la luz visible es una gran herramienta para identificar el tipo de morfologia

obtenida al término de una reaccion.

Figura 3. Representacion de LSPR de nanoesfera metalica.

(a) (b)

& A

(c)

!

Figura 4. Espectros UV-Vis, (a) nanoesferas de Ag [11], (b) nanoplatos triangulares
de Ag [12], (c) nanoalambres de Ag [13].
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2.2.2 Propiedades antimicrobianas

Un agente antimicrobiano es aquel que afecta el crecimiento y actividad de los
microorganismos. La Ag se diferencia de los antimicrobianos comunes porque es de
naturaleza inorganica. La especie Ag*?, es la forma antimicrobiana de la Ag. Las AgNps
provocan la apoptosis celular en dos pasos: El primero consiste en el ingreso de las AgNps
a la bacteria través de la membrana; el segundo paso muestra la llegada de las AgNps al
citoplasma bacteriano, ahi se generan cambios en la estructura del ADN y como

consecuencia la muerte bacteriana (Figura 5).

O

Cytoplasm ‘ I
AgNps Disaggregation of cell AgNps enters inner Dead bacteria
OOO + membrane membrane
O
O

BACTERIA Over night incubation at 37”C

Figura 5. Actividad bactericida de AgNps [14].

El &rea que interacciona con la superficie de un solido se denomina area
superficial, mientras mas pequefia sea una particula mayor es el area superficial ya que la

zona de contacto entre el material y el exterior es mayor (Figura 6).

Figura 6. Incremento del area superficial en un material.

Las AgNps tienen grandes areas superficiales con respecto al material en masa;

de esta manera mayor nimero de atomos de Ag° se oxidan con el medio para formar Ag*?.

19



La reaccion de oxido-reduccion que explica la formacion de iones de Ag™ se representa

en la ecuacion (1) [15].

Oz + 4H30" +4Ag° ——» 4Ag™ + 6H20 (1)

El mecanismo de formacion de AgNps no estd totalmente esclarecido, sin
embargo existen propuestas ampliamente utilizadas para explicar el proceso de
formacion. Se considera que en un inicio los iones Ag*' son reducidos por agentes
reductores que se adicionan a la mezcla de reaccion, esto permite la obtencion de atomos
en estado basal. Una vez que los &tomos estan en su estado basal comienza la nucleacion,
esto a partir de colisiones entre los atomos que permite el agrupamiento de los mismos.
Estos nucleos son precursores de particulas mas grandes. En general, las distintas
morfologias de AgNps que se han logrado sintetizar se agrupan en dos categorias, las
granulares con multiples facetas y las planas. Se considera que los nlcleos precursores de
particulas granulares y planas se forman mediante el crecimiento en direccion del plano
(111). Para que ocurra la morfologia granular los nacleos deben ser policristalinos, con
planos espejos entre los limites de grano para permitir el crecimiento de las facetas, a
diferencia de los precursores de nanoparticulas planas donde los nucleos son

monocristalinos (Figura 7).

Nucleos cristalinos nanoparticulas de
maclados Ag granulares
Agua N(cleos monocristalinos nanoparticulas  de
Ag planas

Figura 7. Proceso de crecimiento de AgNps [16].
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El proceso de agrupacion de ndcleos se genera por coalescencia entre los nlcleos
y ha sido explicado por el mecanismo de Ostwald Ripening (Figura 8). La energia
superficial que poseen las particulas ocasiona que busquen un estado de menor energia,

las particulas mas grandes crecen a expensas de las pequefias [17].

Figura 8. Mecanismo de Ostwald Ripening, las particulas mas grandes (esfera 1) crecen
a expensas de las mas pequefias obteniéndose particulas de mayor tamafio (esfera 2).

Es importante aclarar que las particulas mas pequefias al poseer un ordenamiento
cristalino pueden unirse de dos maneras, con ordenamiento orientado o sin seguir alguna

orientacion, todo depende de como ocurra la colision [18].

2.3 Almidon

El platano es un fruto que posee una gran diversidad de variedades que se agrupan
en dos especies; una de ellas es la especie Musa sapientum que incluye las variedades
guineo, dominico, manzano, roatan, entre otros y Musa paradisiaca en el que se encuentra
el platano macho, quien destaca de los deméas por poseer menor cantidad de azdcares. La
mata de platano macho mide en promedio 4m de altura, sus frutos son ricos en almidén y
miden entre 20-40 cm de largo y 4-7 cm de didmetro [19].
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La composicion del platano se encuentra de la siguiente manera, 70-74 % de
humedad, 1% de proteina, 0.3-0.5 % de grasa, 20-30 % de carbohidratos totales, 0.5 %
de fibra total, 3-5 % de fibra dietética y 1% de cenizas [20]. Es considerada una fuente
importante de obtencion de almidon porque no representa un peligro de desabasto para el
consumo alimenticio, en comparacion con las otras fuentes de obtencion, maiz, trigo o
papa ya que se puede aislar de frutos de desecho (en condiciones no favorables para

consumo por defectos de forma).

En México, el platano macho es producido principalmente en Tabasco, Chiapas,
Veracruz y Oaxaca. Siendo la cuenca del Papaloapan la principal region productora del

estado de Oaxaca.

El almiddn, es la principal fuente de reserva de carbohidratos en plantas. Esta
constituido por dos polimeros: amilosa y amilopectina. En el platano macho, la amilosa
representa el 30 % y la amilopectina el 70 % de su composicion. La amilosa (Figura 9)
es un polimero lineal que se encuentra conformada por unidades repetitivas de D-glucosa
unidas por enlaces glucosidicos a (1 — 4) y escasas ramificaciones o (1 — 6). La amilosa
confiere el caracter amorfo al almidon y forma hélices dando vueltas cada 6-8 unidades
de glucosa. Por otro lado, la amilopectina (Figura 10) se encuentra formada por cadenas
de residuos a-D-glucopiranosa unidos por enlaces a (1-4) y un 5-6 % de los enlaces

totales, por enlaces a (1-6) en los puntos de ramificacion [21].

Existe una interaccion entre las ramificaciones de la amilopectina que permite la
formacion de estructuras cristalinas constituidas por dobles hélices. La estabilizacién de
las dobles hélices se genera por puentes de hidrdgeno y fuerzas de van der Waals. A su
vez, las ramificaciones a (1 — 6) de la amilosa también generan dobles hélices por

interaccidn con otras cadenas, lo que le permite estar entremezclada con la amilopectina.

Figura 9. Estructura quimica de la amilosa [22].
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Figura 10. Estructura quimica de la amilopectina [22].

Las dobles hélices que se forman por las cadenas de amilopectina se pueden
ordenar de tres formas y cada una posee un patrén de difraccion de rayos X diferente
(Figura 11).

Figura 11. Patrones de difraccién de rayos X de almidones tipo A, By C [24].

De acuerdo al patron de difraccion de rayos X que se presente, el almidon se puede
clasificar en tipo A, B o C. El almidon tipo A generalmente se encuentra en cereales y
raices como yuca y camote; en este arreglo las dobles hélices de la amilopectina se
encuentran empaquetadas en forma monoclinica y contienen entre 4-8 moléculas de agua;
los picos mas intensos del patron de difraccion de rayos X para este arreglo se encuentran
en 20 = 15° y 23°. El almidon tipo B se encuentra generalmente en tubérculos y raices,

las dobles hélices se encuentran empaquetadas en forma hexagonal y contienen 36
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moléculas de agua; los picos mas intensos del patrén de difraccion de rayos X para este
arreglo se encuentran en 20 = 5.6°, 15° y 24°. El almiddn tipo C posee caracteristicas del
almidon tipo A y B, ademas de ser caracteristico de leguminosas [22-24].Las amilosa y
amilopectina se orientan en forma radial para formar granulos. En agua fria los granulos
de almiddn no se solubilizan, pero cuando la temperatura se incrementa ocurren procesos
muy interesantes. Entre ellos, se encuentra el desordenamiento de las cadenas generando
un acceso para que las moléculas de agua penetren entre las cadenas provocando la
hinchazdn de los granulos; a este proceso se le conoce como gelatinizacién. En el proceso
de gelatinizacion, los granulos colapsan provocando que la parte cristalina del almidon se
disuelva en el agua y genere un aumento de la viscosidad [25]. Al desaparecer la
estructura ordena dentro del granulo permite la solubilidad de las cadenas en el medio

acuso.

El proceso que ocurre después de la gelatinizacion se llama
retrogradacion. La retrogradacién es un proceso en el que existe insolubilizacion y
precipitacion de moléculas de amilosa. Las cadenas de amilosa forman cristales que estan
compuestos por dobles hélices debido a interacciones hidrofébicas y puentes de
hidrégeno. La formacion de las dobles hélices en la amilosa se presenta inmediatamente
después de la gelatinizacién. La retrogradacién de la amilopectina es mas lenta debido a
su estructura altamente ramificada, pero en general, la velocidad de retrogradacién
depende de varios factores como, la longitud de las cadenas de la amilopectina,

concentracion de lipidos, y derivados monoéster y fosfatos [26].
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I11. ANTECEDENTES

3.1 Métodos verdes para la obtencién de AgNps

La sintesis verde es el conjunto de procedimientos utilizados para obtener un
producto de una manera mas amigable con el medio ambiente haciendo uso eficiente de
la energia. La sintesis verde para obtener AgNps, es un tema nuevo para la ciencia.
Actualmente, existen algunas formas por las cuales se obtienen AgNps por un método

verde. A continuacion se mencionan las mas utilizadas [27].

Usando polisacaridos. Este método es uno de los mas sencillos, se hace uso de
grupos funcionales reductores principalmente oxidrilos de glucosa para reducir atomos
de Ag. Los polisacaridos ademas de contener moléculas con grupos funcionales
reductores también funcionan como agentes estabilizantes para generar la morfologia de
nanoparticula. Las AgNps obtenidas por este método son estables y su tamafio varia con

el tamafio del polisacarido utilizado y la cantidad de grupos funcionales que posea.

Método de Tollens. Utiliza el principio del ensayo de Tollens en el cual se
produce reduccién en complejos de plata amoniacal mediante la oxidacion de aldehidos.
Para controlar el tamafio y la forma de las AgNps se utilizan monosacaridos o disacaridos

de origen natural.

Con irradiacién. Se utiliza una fuente de laser para la generacion de AgNps, no
se hace uso de agentes reductores como en los métodos anteriores pero si de agentes
estabilizantes. Este método permite la obtencion de AgNps mas rdpidamente y con menor
cantidad de sustancias.

Procesos bioldgicos. En este método se utilizan sustancias producidas por el
metabolismo de microorganismos, principalmente de bacterias. Las sustancias
responsables de la reduccion y estabilizacion de las AgNps son proteinas, polisacaridos,

aminoéacidos entre otros [28].

Usando extractos de plantas. Ultimamente, se han utilizado extractos de algunas

plantas para reducir a partir de la sal de plata a Ag metalica y obtener nanoparticulas.
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3.2 Sintesis de AgNps mediante el uso de extractos de plantas

Sintesis de AgNps a partir de extractos de Carica papaya.

Banala et al. [29] utilizaron extractos de las hojas de C. papaya para la obtencion
de AgNps. Los resultados mostraron nanoparticulas con un tamafio alrededor de los 200
nm (Figura 12).

Figura 12. SEM de AgNps obtenidas con extractos de C. papaya [29].

Sintesis de AgNps a partir de extractos de Curcubita maxima.

Nayak et al. [30] utilizaron extractos de pétalos de C. maxima (una planta
originaria de la India con aplicaciones médicas y alimenticias) para sintetizar AgNps
(Figura 13). Los extractos fueron obtenidos con 5 g de pétalos en 50 mL de agua
desionizada, calentada a 50 °C por un tiempo de 60 min.

Figura 13. SEM de AgNps obtenidas a partir de extractos de C. maxima [30].
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Sintesis de AgNps a partir de extractos de S. rebaudiana

Solo se ha reportado un trabajo sobre la sintesis de AgNps a partir de extractos de
S. rebaudiana, Yilmaz et al. [31] realizaron la sintesis de AgNps con extractos de las

hojas de esta planta obteniendo nanoparticulas en el rango de 2 a 50 nm (Figura 14).

Figura 14. TEM de AgNps obtenidas a partir de extractos de S. rebaudiana [31].

3.3 Nanocompuestos de almidén

El almidén ha sido ampliamente utilizado para generar biopeliculas ya que al
provenir de una fuente de origen natural posee periodos de degradacion bajos, en
comparacion con los materiales convencionales. Sin embargo, estas biopeliculas poseen
propiedades mecanicas y de barrera al vapor de agua deficientes, por lo que actualmente
los trabajos se han enfocado en mejorar o afiadir nuevas propiedades a las biopeliculas,
de entre los que destaca la generacién de nanocompuestos de almidon. Un
nanocompuesto es una mezcla en la que alguno de los componentes posee un tamafio en

escala nanométrica.

Uno de los nanocompuestos de almidén reportados, es el nanocompuesto de
almidén con nanofibras de celulosa desarrollado por Pelissari et al. [32]. Los
nanocompuestos fueron preparados por el método de casting y reportaron una dispersion
homogénea de las nanofibras en la matriz polimérica. Los nanocompuestos presentaron
un incremento de la temperatura de transicion vitrea, el médulo de Young, resistencia a

la absorcion de agua, opacidad, cristalinidad, estabilidad térmica y fuerza de tension.

Por otro lado, las diversas propiedades que posee el almidon le ha permitido ser

utilizado para otros fines, por ejemplo, los nhanocompuestos con actividad antimicrobiana
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que reporta Usman et al. [33] en el que utilizo la propiedad reductora del almidén para
reducir 6xido de grafeno (GO) y para reducir sales de plata para la produccién de AgNps.
Con respecto a la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos, reportaron menor
actividad antimicrobiana cuando se evaluaron los hanocompuestos de GO y AgNps por
separado, en comparacion con el nanocompuesto que contenia ambos, ellos adjudican

este aumento a un efecto sinérgico entre las AgNps y el GO.

Asi mismo, se han reportado trabajos en donde se generan nanocompuestos de
almidon con mejora en las propiedades de barrera al agua, como es el caso del reportado
por Cheviron et al. [34]. En este trabajo reportan la preparacion de los nanocompuestos
de plata/montmorillonite/almidon por procedimientos verdes, preparados principalmente
por dos métodos, el ex situ y el in situ. EI método ex situ consistio en la formacion de
AgNps y posteriormente su dispersion en la matriz polimérica; en el método in situ, el
precursor de las AgNps fue disuelto en la solucion polimérica, en este método se logré la
formacion de las AgNps por el polimero. EIl método ex situ presentd desventajas ya que
se originaron cluster de AgNps, no existio buena reparticion de las AgNps en la matriz
polimérica y ademas las AgNps obtenidas fueron mas grandes y amorfas. Mediante los
resultados de difraccion de rayos X y TEM observaron una gran asociacion de las AgNps
y montmorillonite. EI nanocompuesto plata/montmorillonite/almidén presentd menor

captacion de agua.

En trabajos dentro de la Universidad del Papaloapan ya se han obtenido
biopeliculas con almidén de platano macho. Por ejemplo, Agtiero Valdez [35] obtuvo
peliculas biodegradables a base de almiddn de platano macho, probando la modificacion
quimica con acido citrico en el almidon para mejorar las propiedades mecanicas de las
peliculas y peliculas de almidon de platano macho incorporando nanoarcillas y

nanoparticulas.
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V. JUSTIFICACION

Con base en lo anterior, la sintesis de AgNps utilizando extractos de plantas se
considera una atractiva opcion por ser amigable con el medio ambiente, aunque ain no

se conoce con certeza los metabolitos que permiten la obtencion de AgNps.

S. rebaudiana es una planta que contiene una gran cantidad de metabolitos
reductores (fenoles, rebaudidsidos y esteviosidos), lo cual la hacen una buena candidata
para obtener AgNps. Por otro lado, el inmovilizar las AgNps en biopeliculas a base de
almidon permitira aprovechar la propiedad antimicrobiana que poseen y el potencial
biodegradable que aporta el almidon. Este tipo de materiales podrian ser prometedores
materiales de empaque o dispositivos médicos, ya que no permitirian la propagacion de

microorganismos y a su vez podrian degradarse en menor tiempo.
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V. HIPOTESIS

Algunos metabolitos o familias de metabolitos del extracto acuoso de S.
rebaudiana son capaces de reducir sales de AgNOs y estabilizar AgNps. La temperatura,
agitacion, concentracion y velocidad de incorporacion de sales de AgNOs tiene efecto en

la forma y tamarfio de las AgNps.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Sintetizar AgNps a partir de extractos de S. rebaudiana e inmovilizarlas en
almidon de platano macho

6.2 Objetivos Especificos

e Obtener extractos de las hojas de S. rebaudiana

e Sintetizar AgNps utilizando extractos de S. rebaudiana

e Realizar su caracterizacion por espectrofotometria UV-Vis, FTIR y TEM

e Aislar el almidon de platano macho

e Elaborar biopeliculas con el almidén de platano macho adicionando las AgNps

e Realizar la caracterizacion de las peliculas por difraccion de rayos X, TGA Yy FTIR
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V1. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Materiales

En este trabajo se utilizaron hojas secas de S. rebaudiana y la sal AgQNOs grado
reactivo adquirida de la empresa Sigma-Aldrich. Para la elaboracion de las peliculas se
aislo el almiddn de platano macho de la variedad Musa paradisiaca L. en estado inmaduro
proveniente de un huerto local de la zona del Papaloapan en Oaxaca. Como agente
plastificante se utilizo glicerol grado reactivo adquirido de Sigma-Aldrich (densidad =
1.262 glcm?).

6.2. Desarrollo experimental

El trabajo se dividio en cuatro partes. Primero, se obtuvieron los extractos de las
hojas secas de S. rebaudiana. Segundo, se realizé la sintesis de AgNps. Tercero, se aisld
el almidon del platano macho. Cuarto, se elaboraron las peliculas con AgNps. (Figura
15).

1
1 S.rebaudiana 1
| 1

e

AgNps
1 | Almiddn |
AEEEEEEEEEEEENEEN mEEEEEEE EEmEmEmEEEEE,
H ELABORACION DE PELICULAS —
S NN NN N NN NN NN NN E NN NN EEEEEEEEEN
Caracterizacion estructural Caracterizacién Morfolégica
FTIR, UV-Vis TEM

TGA, rayos X, FTIR

Figura 15. Diagrama de flujo del desarrollo experimental.

6.2.1. Obtencion de extractos

Los extractos de S. rebaudiana fueron obtenidos de la siguiente manera:
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Extracto 1: 50 g de biomasa se adicionaron a 50 mL de agua destilada a

temperatura ambiente. Se manutuvo en agitacion constante por un periodo de dos horas.

Extracto 2: 50 mL de agua destilada se calentaron a 90 °C, alcanzada la
temperatura se adicionaron 50 g de biomasa, se dejo reposar hasta llegar a temperatura

ambiente.

Ambos extractos fueron filtrados utilizando papel filtro, posteriormente fueron

almacenados a -4 °C para su posterior uso.

6.2.2. Determinacion de fenoles totales

Los extractos se resuspendieron en EtOH: H>O (80:20 v/v). La mezcla de reaccion
consistio en 100 uL de extracto, 100 uL de H20, 1 mL de Folin-Ciocolteu (10%) (F9 252-
sigma Aldrich) y 800 uL de Na>COa. Se incubd por 60 min a temperatura ambiente y la
absorbancia fue leida a 765 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis. Se realizé una curva de
calibracién utilizando catequina como estandar (1251-sigma Aldrich). La concentracién

de fenoles totales fue expresada en mg de catequina/mg de extracto seco [36].

6.2.3. Determinacién de flavonoides

Los extractos se resuspendieron en EtOH: H>O (80:20 v/v). La mezcla de reaccion
consistio en 125 pL de extracto, 375 uL de EtOH, 25 uL de AICl3z (10%) (237078-sigma
Aldrich), 25 uL de acetato de potasio (CH3CO2K) (1M) (P3542-sigma Aldrich) y 700 uL
H>0O. Se incubd por 30 min a oscuridad y la absorbancia fue leida a 415 nm en un
espectrofotdmetro UV-Vis. Se realiz6 una curva de calibracion utilizando rutina (78095-
sigma Aldrich). La concentracion de flavonoides totales fue expresada en mg de rutina/

miligramo de extracto [37].

6.2.4. Sintesis de AgNps

Las AgNps fueron sintetizadas bajo la siguiente relacion: 4.5mL de AgNO3z y 0.5
mL extracto (Tabla 2).
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Tabla 2. Codigos de reaccion y cédigos asignados a las sintesis de AgNps.

Parametros
Cadigo ['A(‘%T\gs] Temperatura Agitacion . Ve'oc'd%‘i' de
C) (rpm) incorporacion dgl
AgNO:s (gotas/min)
1S1 1 Tamb - R
1S2 1 80 - -
1S3 1 80 - 1
154 1 80 500 -
1S5 1 Tamb 500 1
1S6 1 80 500 1
1S7 1 80 500 2
1S8 1 Tamb - 1
351 3 Tamb - -
3S2 3 80 - -
3S3 3 80 - 1
354 3 80 500 -
3S5 3 Tamb 500 1
3S6 3 80 500 1
357 3 80 500 2
3S8 3 Tamb - 1

Tamb = temperatura ambiente
6.2.5. Aislamiento del almiddn de platano macho

Los platanos en estado inmaduro se lavaron con abundante agua, se pelaron y se
cortaron en rodajas, se sumergieron en una solucion de é&cido citrico
(3g/L). Posteriormente, las rodajas se molieron en una licuadora industrial, el producto
obtenido se tamizé en mallas No. 50, No. 100. Se dej6 sedimentar por 12 horas y se
deseché el sobrenadante (por triplicado). Los sélidos se secaron en un horno marca
Scorpion Scientific modelo A62060 a una temperatura de 40 °C por 48 horas. El polvo
se tamizé en una malla No. 100 y se almacend herméticamente a temperatura ambiente
[38].

6.2.6. Elaboracién de biopeliculas

La elaboracion de las biopeliculas se realizo por el método de casting de acuerdo
a la metodologia propuesta por Aguero Valdez (2012) con algunas modificaciones [35].
La mezcla de los componentes se realizo de la siguiente manera: Agua, AgNps y glicerol

(25 % p/p con respecto al almidén) en agitacion a 400 rpm durante 30 minutos utilizando
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una mezcladora mecanica IKA RW20 Digital, modelo RW 20 D S1, con una propela de
altos esfuerzos cortantes (4 dientes alternados hacia arriba y hacia abajo). Posteriormente,
se adicion6 almidon a la mezcla por otros 30 minutos. Pasando los 30 minutos se
incremento la temperatura a 85 °C y la agitacién a 800 rpm y se mantuvo la mezcla de
reaccion durante otros 30 minutos. El producto obtenido fue vaciado en recipientes
antiadherentes y secado a T = 50 °C durante 6 h. Una vez que las peliculas se secaron
fueron colocadas en un desecador con una humedad relativa del 57 % utilizando para ello
una solucion de una solucion de NaCl, las peliculas se etiquetaron de la siguiente manera
(Tabla 3).

Tabla 3. Cadigos asignados a las biopeliculas.

Cadigo Componentes Caodigo Componentes
Nativa Almidén P/ImM Almiddon /AgNOs (1mM)
P/Extracto Almidon/Extracto  P/3mM Almidon /AgNO3z (3mM)

P/1S1 Almidon /1S1 P/3S1 Almidon /3S1
P/1S2 Almidén /1S2 P/3S2 Almiddn /3S2
P/1S3 Almidon /1S3 P/3S3 Almidon /3S3
P/1S4 Almidén /1S4 P/3S4 Almidén /354
P/1S5 Almidon /1S5 P/3S5 Almidon /3S5
P/1S6 Almidon /1S6 P/3S6 Almidon /356
P/1S7 Almidon /1S7 P/3S7 Almidon /357
P/1S8 Almidon /1S8 P/3S8 Almidon /3S8
P/C Almidon /_Angs
comerciales

6.2.7 Caracterizacion de las AgNps y peliculas Almidon/AgNps

La caracterizacion estructural y morfoldgica de las AgNps y de las peliculas

almidon/AgNps fue realizada por las siguientes técnicas.

6.2.7.1 Espectroscopia ultra violeta-visible (UV-Vis)

Las propiedades opticas de las AgNps fueron estudiadas con esta técnica. Los
espectros fueron obtenidos en un Espectrofotometro UV Vis GENESYS™ 10S, Thermo
Fisher y en el espectrofotometro Cary 5000 UV-Vis-NIR en el rango de 800nm-200nm.
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6.2.7.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Esta técnica se utilizo para la identificacion de los grupos funcionales presentes
en los extractos y en las peliculas almidon/AgNps. Los espectros se obtuvieron en un
espectrofotometro DYNASCAN modelo Spectrum 100, Perkin Elmer. Los espectros

fueron obtenidos en un rango de 4000 cm™-500 cm™.

6.2.7.3 Difraccion de rayos-X (DRX)

Las propiedades cristalinas de las peliculas almidon/AgNps fueron obtenidas en
un difractometro de rayos X marca Bruker Axs, modelo D8 Advance. Utilizando 30 mA
y 40 kV.

6.2.7.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

El comportamiento térmico de las peliculas almidon/AgNps fue analizado en el
equipo de analisis termogravimétrico modelo TGA-50, Shimadzu; en un rango de 25 °C-
800 °C a una velocidad de 25 °C/min.

6.2.7.5 Microscopia electrdnica de transmision (TEM)
La caracterizacion morfoldgica y cristalina de las AgNps fue analizada en el

Microscopio electronico de Transmision FEI-Titan G2 80-300 con resolucion de 0.7 A.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de Stevia rebaudiana

Las hojas secas y molidas hasta polvo de S. rebaudiana fueron caracterizadas por
TGA y FTIR. Este estudio nos permite conocer las etapas de degradacion y las

caracteristicas estructurales de los metabolitos del polvo de S. rebaudiana.

La Figura 16 muestra el analisis termogravimétrico de S. rebaudiana.
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Figura 16. Termograma de pérdida de peso de S. rebaudiana.

El termograma de la Figura 16 muestra 3 etapas de degradacion. La primera etapa
se encuentra antes de los 100 °C que corresponde a la pérdida de agua y de algunos
metabolitos con bajo punto de ebullicion. Posteriormente, se observa la segunda etapa de
degradacion entre 116 °C y 344 °C que representa aproximadamente el 45 % de la masa
del polvo de S. rebaudiana. La Ultima etapa de degradacion entre 382 °C y 467 °C
representa alrededor del 26 %. Estas dos Ultimas etapas se asocian a la descomposicion

térmica de glucdsidos de esteviol de diferente punto de ebullicion. De acuerdo a la

37



primera derivada del termograma, se observa que la temperatura de degradacion maxima
de la primera etapa se encuentra en 57 °C, de la segunda etapa en 269 °C y de la tercera
etapa en 421 °C.

La temperatura es un factor importante para la extraccién de metabolitos. Su
concentracion puede ser menor en una extraccion realizada sin temperatura por dos
razones principalmente. Una de ellas se debe a que no se logran romper las membranas
celulares que los contienen y otra es porque algunos compuestos son solo solubles en
caliente. Sin embargo el uso de la temperatura se encuentra limitado porque puede
provocar la descomposicion térmica de algunos compuestos. De acuerdo al termograma
(Figura 16), la mayoria de los metabolitos presentes en la planta no sufrieron una
descomposicion térmica durante la extraccion acuosa a temperatura de 90 °C y durante la
sintesis de AgNps realizada a 80 °C, ya que las temperaturas de degradacion de los
metabolitos se encuentran por encima de estas temperaturas (etapas de degradacion 2y 3

del termograma).

La Figura 17 muestra el espectro FTIR del polvo de S. rebaudiana.
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Figura 17. Espectro FTIR del polvo de S. rebaudiana.
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El espectro muestra sefiales de vibracion de alargamiento O-H (3287 cm™),
vibracion sp® C-H (2920 cm™, 2851 cm™), C=0 (1731 cm™), anillo aromético (1606
cm™), vibracion de flexion -CHs (1371 cm™), C-O (1259 cm™), -CH2 (1021 cm™). La
sintesis de AgNps a partir de extractos de plantas requiere de la presencia de grupos
funcionales reductores y estabilizantes. Dado que las hojas de S. rebaudiana poseen
metabolitos como polifenoles y glucdsidos diterpénicos con una alta polaridad, solubles
en agua, estos grupos funcionales oxigenados se deben a la presencia de hidroxilos,
aldehidos y cetonas con alto poder reductor, estas sefiales se encontraron presentes en el

espectro.

En el siguiente apartado se analizan los extractos a temperatura ambiente y a 80
°C. Los metabolitos secundarios de las plantas poseen propiedades termodinamicas
diferentes; esto permite que por efecto de la temperatura algunos sean mas activos que
otros, o incluso ser susceptibles a ebullir con facilidad. La razén por la cual se decidio
trabajar a 80 °C (extracto 2) fue para mantener a los metabolitos en todo el proceso de la

reaccion sin posibilidades de ebullir.

7.2 Caracterizacién de los extractos de Stevia rebaudiana

La caracterizacion por FTIR de los dos extractos de S. rebaudiana se muestra en
la Figura 18. En el rango de 3000 cm™ a 2800 cm™ las sefiales corresponden a las
vibraciones de estiramiento sp® C-H de metilenos (2926 cm™ vibracion asimétrica, 2853
cm vibracion simétrica) para ambos extractos. Sin embargo en el espectro del extracto
1 se presenta una pequefia inflexion en 2850 cm™ que pertenece a la vibracion de
estiramiento C-H de aldehido (Figura 18a). Esta inflexién no se logra percibir con
facilidad en el extracto 2 porgue se encuentra solapada, ya que su area de pico es casi el
doble del area de pico del extracto 1. Las vibraciones C-H de metinos (2890 cm™) y de
metilos (2962 cm™, 2872 cm™) se encuentran solapadas en ambos casos. En el rango que
va de 1760 cm™ a 1200 cm* se observa muy clara la sefial del grupo carbonilo (1720
cm) en el espectro del extracto 1 (Figura 18b). La sefial indicada con el nimero 1 para
ambos perfiles aparece en 1606 cm™ y corresponde a la vibracion de los anillos
aromaticos. Las sefiales indicadas con los nimeros 2 y 3 corresponde a un traslape de las
vibraciones de flexion C-O-H que abarcan el rango 1440 cm™-1220 cm™ y de las
vibraciones de flexion C-H de metilos y metilenos que abarcan la region entre 1500
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cm™?-1200 cm™. Para el caso de la region de 1200 cm™ a 750 cm™ aparecen dos picos
solapados que se encuentran en 1070 cm™ y 1030 cm™®. Ambas sefiales incrementaron su
area de pico a casi el doble por efecto de la temperatura. La tendencia de estos picos fue
distinta; en el extracto 2 la sefial en 1030 cm* fue més intensa, mientras que en el extracto
1 la mas intensa fue la sefial que se encuentra en 1070 cm™ (Figura 18f). Esto quiere
decir que la temperatura favorece la extraccion de los grupos funcionales que absorben
en 1030cm?, entre ellos esta el grupo funcional alcohol ya que segln el grado de
sustitucion las sefiales pueden aparecer en esta region. Mientras menos sustitucion exista
en los grupos funcionales alcohol, la sefial va a decrecer desde los 1220 cm™® a 1000
cmL. Por otro lado en esta zona también aparecen las vibraciones de deformacion de los

metilenos.

() (b) (c)

(d) (e) ()

Figura 18. Espectros FTIR de los extractos de S. rebaudiana: extracto 1 (a-c), extracto
2 (d-f).
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La Tabla 4 muestra las areas de algunas zonas mostradas en el espectro de la Figura 18.

Tabla 4. Area de zonas de las sefiales mostradas en los espectros de los extractos.

Area de pico
Rango (cm?) Extracto 1 Extracto 2
3000-2800 1110 2522
1760-1200 5301 13670
1200-750 6011 15520

Con lo anterior, se puede considerar que al mostrar sefiales menos solapadas y con
areas de pico mucho menor en el extracto 1 en comparacion con las del extracto 2, existe

mayor cantidad de metabolitos en el extracto 2 que en el 1.

7.2.1 Determinacién de fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se realiz6 una curva de calibracion en el

rango de 0-40 pg catequina (Figura 19).

'y =0.007x + 0.0086
R2 = 0.9969

0,15

Absorbancia

0 10 20 30 40 50
Concentracion (ug catequina)

Figura 19. Curva de calibracion para la determinacion de fenoles totales.

La Tabla 5 muestra los resultados de la cuantificacion de fenoles totales.

Tabla 5. Cuantificacion de fenoles totales en los extractos

Concentracion Concentracion de fenoles
Extracto Absorbancia de catequina (mg catequina/g extracto

(H9) seco)
1 0.1050 13.77 299.37
2 0.1740 23.62 450.92
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De acuerdo a los resultados, el extracto 2 fue el que presentd mayor contenido de

fenoles totales con 450.92 mg catequina/g extracto seco.

7.2.2. Determinacién de flavonoides

Mediante la curva de calibracion realizada con el estandar rutina en un rango de
0-5 pg rutina se cuantificé el contenido de flavonoides (Figura 20). El extracto 2
nuevamente fue el que tuvo mayor concentracion con un total de 0.94 mg rutina/g extracto
seco (Tabla 6).
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Figura 20. Curva de calibracion para la determinacion de flavonoides.

Tabla 6. Cuantificacion de flavonoides en los extractos

Concentracion de

Concentracion flavonoides (mg rutina/g

Extracto Absorbancia

de rutina (ug) extracto seco)
1 0.6250 3.34 0.72
2 0.9220 4.93 0.94

De acuerdo a los resultados anteriores, el extracto 2 presentd mayor contenido de
flavonoides, fenoles totales y bandas mas intensas en su espectro FTIR de los grupos
funcionales oxigenados, lo cual implica que el método de extraccion 2 es mas eficiente
que el método 1. Dado que se considera a los polifenoles como prometedores agentes

reductores y estabilizantes en la sintesis de AgNps, el extracto 2 se eligié para ser
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utilizado como agente reductor de las sales de AgNOs en la formacion de AgNps, lo cual

se muestra en el siguiente apartado.

7.3 Andlisis de los productos de reaccién en la sintesis de AgNps

Antes de realizar la sintesis de AgNps se caracterizd el extracto 2 y la sal

precursora de AgNOz por FTIR y espectrofotometria UV-Vis. Los resultados de FTIR de

la sal y del extracto 2 también pueden analizarse a partir de su primera derivada (Figura

21), ya que de esta manera pueden observarse pequefios cambios en el perfil de las sefiales

y discutir mejor la participacion de los grupos funcionales en la sintesis.
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Figura 21. Primera derivada de los espectros FTIR de la sal de plata y del extracto 2.

En el caso del AgNOg, la primera derivada presenta cambios de pendiente en 1379

cm?, 1320 cm™ y 804 cm™ la cuales corresponden a las regiones donde vibran los enlaces

del i6n nitrato. Para el extracto 2 son seis cambios de pendiente que se sefialan, y

pertenecen a los principales grupos funcionales indicados en la Tabla 7.
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Tabla 7. Principales grupos funcionales de la primera derivada del espectro FTIR en el

extracto 2.

Sefial Grupo funcional
a 1751 cm™ Carbonilo
b 1668 cm™ Fenil
C 1467 cm™? Metileno, metilo
d 1161 cm™ C-0
e 1084 cm™ C-OH
f 1042 cmt C-OH

La Figura 22 muestra los resultados de espectrometria UV-Vis de la sal de plata
y del extracto 2. El espectro del AgNOz presentd una banda estrecha en 300 nm que
corresponde a la plata idnica. El espectro del extracto presentd absorciones en 674 nm 'y

multiples absorciones en el rango de 300 a 450 nm.
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Figura 22. Espectros UV-Vis del AgNO3y extracto 2.

7.3.1 Avance de reacciéon

Cuando las nanoparticulas de Ag interaccionan con la luz visible presentan un
comportamiento optico muy interesante Ilamado resonancia de plasmoén. La resonancia
de plasmén es la oscilacion colectiva de los electrones superficiales que da como

resultado un comportamiento colorimétrico que es perceptible al ojo humano y que varia
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de acuerdo a la morfologia. Se ha reportado en diferentes trabajos el empleo de este
comportamiento para conocer el progreso de la reaccion y con ello la formacion de
nanoparticulas de Ag [14, 29, 39]. A continuacion se muestra el avance de reaccion de
los sistemas con 1 mM y 3 mM de la sal precursora y con los parametros de sintesis (T:
temperatura, VA: velocidad de agitacion y VI: velocidad de incorporacion de AgNO3)

indicados en la Tabla 2.

La Figura 23 muestra las fotos de la reaccion del sistema 1S3 (T = 80 °C, VA =
0 rpmy VI =1 gota/min). La reaccion comenzo cuando el extracto alcanzé los 80°C y se
inicio la incorporacion lenta del AgNOz por goteo. Se puede apreciar que existe un
cambio en la coloracién a café oscuro a partir de los 35 minutos de reaccion y este fue

aumentando de intensidad hasta los 90 min.

a) 5min b) 10min c) 15min d) 20min
e) 25min f) 30min g) 35min h) 40min
i) 45min j) 50min k) 55 min 1) 60min
m) 65 min n) 70 min fi) 75min 0) 80 min
p) 85min q) 90 min

Figura 23. Formacion de AgNps en el sistema 1S3.

La Figura 24 muestra las fotos de la reaccion del sistema 1S4 (T = 80 °C, VA =
500 rpm y VI = inmediata). Dado que en este sistema el precursor metalico no se agrega
lentamente (goteo), la reaccion comenzd con la incorporacion rapida del AgNOs una vez

que el extracto alcanzo los 80 °C. Como se puede apreciar en la figura, a partir de los 25
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min existe un cambio en el color, pasando de un color café claro a un color amarillo

brillante.

b) Incorporacion rapida
a) Extracto (80°C)  gej AgNO; (1mM) c) 5 min d) 10 min

e) 15 min f) 20 min g) 25 min h) 30 min

Figura 24. Formacién de AgNps en el sistema 154.

El sistema 1S5 (T =amb, VA =500 rpm y VI = 1 gota/min) mostrado en la Figura
25 no muestra cambios en el color o tonalidad del color a medida que avance el goteo.

a) 5 min b) 10 min c) 15 min d) 20 min
e) 25 min f) 30 min g) 35 min h) 40 min
i) 45 min j) 50 min k) 55 min 1) 60 min

Figura 25. Formacion de AgNps en el sistema 1S5.
La Figura 26 muestra las fotos del sistema 1S6 (T = 80 °C, VA =500 rpmy VI =

1 gota/min). La reaccion comenzd cuando el extracto alcanz6 los 80 °C y se inicid la

incorporacion lenta del AgNOz por goteo. Se puede apreciar que existe un cambio en la
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coloracion a cafe oscuro a partir de los 30 minutos de reaccion y este fue aumentando de

intensidad hasta los 90 min.

a) 5min

e) 25min

i) 45 min

m) 65 min

b) 10 min

f) 30 min

j) 50 min

n) 70 min

p) 85 min

c) 15min

g) 35 min

k) 55 min

fi) 75 min

g) 90 min

d) 20 min

h) 40 min

1) 60 min

0) 80 min

Figura 26. Formacion de AgNps del sistema 1S6.

El sistema 1S8 (T = amb, VA = 0 y VI = 1 gota/min) mostrado en la Figura 27
no muestra un cambio drastico en el color. No obstante, se aprecia un cambio en la

tonalidad hacia un amarillo mas claro y brillante a medida que se incrementa el goteo del

precursor metalico.
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a) 5 min b) 10 min c) 15 min d) 20 min

e) 25 min f) 30 min g) 35 min h) 40 min

i) 45 min j) 50 min k) 55 min 1) 60 min

Figura 27. Formacion de AgNps del sistema 1S8.

Contrariamente con los sistemas anteriores, el sistema 3S2 (T =80°C, VA=0y
VI = inmediata) mostrado en la Figura 28 presenta un cambio evidente de color a partir
de los 10 min de reaccion, después de la incorporacién rapida de la sal de plata y va
aumentando de intensidad conforme avanza el tiempo de reaccion, hasta tonalidades
oscuras. Los cambios de color de claro a oscuro pueden estar relacionados con la

morfologia y tamafio de las nanoparticulas formadas.

a) Extracto 80°C b) Incorporacion rapida

del AgNO, (3mM) €) 5 min d) 10 min

e) 15 min f) 20 min g) 25 min h) 30 min

Figura 28. Formacion de AgNps en el sistema 3S2.

48



La Figura 29 muestra las fotos del avance de reaccion del sistema 3S3 (T = 80

°C, VA =0rpmy VI =1 gota/min). La reaccion comenzé cuando el extracto alcanzo los

80 °C y se inicid la incorporaciéon lenta del AgNO3z por goteo. Se puede apreciar que existe

un cambio en la coloracion mas oscura a partir de los 25 minutos de reaccion y este fue

aumentando de intensidad hasta los 90 min.

a) 5min

e) 25min

i) 45min

m) 65 min

b) 10min

f) 30min

j) 50min

n) 70 min

p) 85 min

c) 15min

g) 35min

k) 55min

fi) 75 min

q) 90 min

d) 20min

h) 40min

1) 60min

0) 80 min

Figura 29. Formacion de AgNps en el sistema 3S3.
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La Figura 30 muestra las fotos del avance de reaccion del sistema 354 (T = 80
°C, VA =500 rpm y VI = inmediata). La reaccion comenzé cuando el extracto alcanzo
los 80 °C y se inicid la incorporacion rapida del AgNOs. Se puede apreciar que a los 5
min hay un cambio en la coloracién de café a un color amarillo brillante; ademas, a partir
de los 15 min el color es ahora rojizo y va aumentado de intensidad conforma avanza la
reaccion.

a) Extracto (80°C) b) Incorporacion rapida c) 5min d) 10 min
del AgNO; (1mM)

e) 15 min f) 20 min g) 25 min h) 30 min

Figura 30. Formacién de AgNps en el sistema 354.

En el sistema 3S5 (T = amb, VA =500 y VI = 1 gota/min) mostrado en la Figura
31 durante todo el proceso de goteo no hay cambios de color, los cambios de tonalidad
comienzan a partir de los 70 min de reaccién. En este periodo de tiempo, el agregado de
la sal de plata (goteo) ya habia finalizado. El color del sistema al término de la reaccion

es rojizo.
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a) 5 min b) 10 min c) 15 min d) 20 min

e) 25 min f) 30 min g) 35 min h) 40 min
i) 45 min j) 50 min k) 55 min 1) 60 min
m) 65 min n) 70 min fi) 75 min
0) 80 min p) 85 min q) 90 min

Figura 31. Formacion de AgNps en el sistema 3S5.
En el caso de 3S6 (T =80°C, VA =500y VI =1 gota/min) mostrado en la Figura

32, a partir de las 20 min se observa el cambio de color y se vuelve cada vez mas oscuro

a medida gue avanza la reaccion. Evidencia de formacion de nanoparticulas de plata.
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a) 5 min b) 10 min c) 15 min d) 20 min

e) 25 min f) 30 min g) 35 min h) 40 min
i) 45 min j) 50 min k) 55 min 1) 60 min
m) 65 min n) 70 min ) 75 min
0) 80 min p) 85 min q) 90 min

Figura 32. Formacion de AgNps en el sistema 3S6.

En el sistema 3S7 (T =80 °C, VA =500 y VI = 2 gota/min) mostrado en la Figura
33, hasta los 20 min comienza a presentarse un cambio de tonalidad y después a partir de

los 35 min de reaccion el color se vuelve oscuro.
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a) 5 min b) 10 min c) 15 min d) 20 min

e) 25 min f) 30 min g) 35 min h)40 min

i) 45 min j) 50 min k) 55 min 1) 60 min

Figura 33. Formacién de AgNps en el sistema 3S7.

La Figura 34 muestra las fotos del avance de reaccién del sistema 3S8 (T = amb,
VA =0rpmy VI =1 gota/min) donde se puede apreciar que no existe un cambio drastico
en el color. No obstante, se aprecia un cambio en la tonalidad hacia un amarillo mas claro

y brillante a medida que se incrementa el goteo del precursor metalico.
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a) 5 min b) 10 min c) 15 min d) 20 min

e) 25 min f) 30 min g) 35 min h) 40 min

i) 45 min j) 50 min k) 55 min 1) 60 min

Figura 34. Formacion de AgNps en el sistema 3S8.

De acuerdo a los resultados anteriores, los parametros que mas influyen en el
progreso de la reaccion, suponiendo la formacion de nanoparticulas son la temperatura y
la velocidad de incorporacion de la sal metélica, el cambio de amarillo claro a oscuro son
muy evidentes en las reacciones con temperatura y con goteo. Comparando los sistemas
3S6 (T =80°C, VA =500y VI =1 gota/min) y 3S7 (T =80 °C, VA=500y VI =2
gota/min), cuya diferencia es la velocidad de goteo, los resultados mostrados en las
Figuras 32 y 33 evidencian que a menor velocidad de goteo mayor probabilidad de
reaccion (monitoreado con el cambio de color). Se considera que al adicionarse
lentamente la sal de plata se genera un medio mas homogéneo y con ello se favorece la
reduccion de los iones de plata, esto permite que la reduccién sea controlada y no entren
en competencia los agentes reductores (metabolitos de los extractos). Ademas,
comparando los sistemas 1S3 (Figura 23) y 3S3 (Figura 29); 1S4 (Figura 24) y 354
(Figura 30); 1S5 (Figura 25) y 3S5 (Figura 31); 1S6 (Figura 26) y 3S6 (Figura 32), se
observa que el cambio en la coloracion de la reaccion se presenta en tiempos menores
para los sistemas de mayor concentracién. Aun cuando la velocidad de agitacion no es el
factor que determine la formacion de nanoparticulas (ver 3S2, Figura 28) puede ayudar,
considerando que la incorporacion lenta de la sal precursora acompafiada de la agitacion
permiten que se genere colisiones y desorden en el medio favoreciendo la formacién de

las nanoparticulas.
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7.3.2 Caracterizacion por FTIR

La Figura 35 y Figura 36 muestran los espectros FTIR y los resultados de la
primera derivada obtenida a partir de los datos de los espectros de los sistemas con

contenido de nitrato de plata de 1 y 3 mM, denotados a lo largo del texto como 1Sy 3S.

La sefial indicada como “a” que se sitlia en 1751 cm™ desaparece en casi todos los
sistemas. En 3S7 se logra apreciar a una baja intensidad. La sefial “b” permanece en
todos los sistemas pero es menos intenso en 1S2 y 3S7. Entre las sefiales “b-c” existen
pequerfias variaciones en los sistemas 1S1, 1S2, 1S8, 1S4, 3S7, 3S4, 3S3, 3S2, 3S1. La
sefial “c” se mantiene en todos los sistemas pero es menos intenso en 1S2 y 3S7. Entre
las sefiales “c-d” se presentan distintos cambios de pendiente en todos los casos. Esto se
puede deber a que en esa zona también se encuentran los cambios de pendiente del i6n
nitrato. La sefial “d” se mantiene en todos los sistemas, la sefial “e” ya no se aprecia
solapada y la sefial “f” también se mantiene en todos los casos. Sin embargo, en 3S7

existié un cambio muy notorio en la relacion de sus intensidades.
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Figura 35. (a) Espectros FTIR y (b) primera derivada de los espectros de los sistemas 1S.
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Figura 36. (a) Espectros FTIR y (b) primera derivada de los espectros de los sistemas
3S.

Al existir importantes cambios en la primera derivada de los espectros FTIR de
los sistemas de reaccion con respecto al del Extracto 2, refleja una participacion
importante de algunos grupos funcionales de S. rebaudiana, entre los que destacan,

carbonilos, fenilos y alcoholes en la sintesis de AgNps.

7.3.3 Caracterizacion por espectrofotometria UV-Vis

Para el analisis de los datos obtenidos por espectrofotometria UV-Vis de las

reacciones en los sistemas 1S y 3S se hicieron las siguientes consideraciones:
e Comparar las reacciones a temperatura ambiente (1S1, 1S5, 1S8, 3S1, 3S5y 3S8).

e Comparar las reacciones a 80 °C (1S2, 1S3, 1S4, 1S6, 1S7, 3S2, 3S3, 354, 3S6 y
3S7).

La Figura 37 muestra el color obtenido en las reacciones a temperatura ambiente y la

Figura 38 el espectro de absorcion UV-Vis.
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Figura 37. Color de los productos de reaccién, 1S1, 1S5, 1S8, 3S1, 3S5y 3S8.
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Figura 38. Espectros UV-Vis de los productos de reaccion, 1S1, 1S5, 1S8, 3S1, 3S5y
3S8.

La clorofila es un pigmento natural que tiene una importante participacion en el
metabolismo de las plantas. El espectro UV-Vis de la clorofila presenta 2 absorciones; la
primera absorcion se puede encontrar en el rango que va de 430 a 450 nm y la segunda
en el rango que va de 600 a 690 nm [40, 41]. En el espectro UV-Vis del extracto 2 de S.
rebaudiana se observan las absorciones de este compuesto, la primera absorcion en 431
nmy la segunda en 674 nm. En los productos de reaccion 1S1 y 1S5 el pico de absorcion
en 674 nm de la clorofila permanecid, mientras que en los productos de reaccion 1S8,

3S1, 3S5 y 3S8 disminuyd de intensidad. Se considera que la absorcion de la clorofila
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permanecio en algunos casos debido al uso de la temperatura ambiente que evitd su
descomposicion térmica y la disminucion de su intensidad a su participacion en la

formacion de AgNps.

Con respecto a las AgNps se observaron absorciones a diferentes longitudes de
onda, las més relevantes se encontraron antes de los 430 nm. Por ejemplo, las absorciones
de los sistemas 1S1 (T = amb, VA= 0 rpm, VI = 0) y 1S5 (T = amb, VA =500, VI =
1gota/min) fueron similares, la de mayor intensidad se encontré en 390 nm con una
pequefia inflexion alrededor de 430 nm y una de pequefia absorcion cercana a la de la sal
de plata aproximadamente en 330 nm. Por otro lado, los sistemas 1S8 (VA=0, VI=1
gota/min), 3S1 (T = amb, VA =0, VI = 0), 3S5 (T =amb, VA =500, VI = 1 gota/min) y
3S8 (T = amb, VA= 0, VI= 1 gota/min) presentaron absorciones y perfiles similares; en
particular los sistemas realizados con goteo (1S8, 3S5, 3S8) su maxima absorcion se
encontré en 325 nm mientras que en el sistema sin agitacion 3S1 present6 un ligero
corrimiento de la banda de absorcion a 333nm, es muy probable que el goteo permitio la
formacion de una nanoparticula con tamafio y morfologia en especial. Ademas, los
sistemas 3S5 y 3S8 presentaron una banda ancha que se extiende hasta los 600 nm con
un méaximo de absorcion en 430 nm y fueron los sistemas que presentaron un color rojizo

intenso.

Todas las absorciones observadas antes de 430 nm y en 430 nm se atribuyen a
nanoesferas ya que se ha reportado en otros trabajos nanoesferas de plata con absorciones
que se encuentran en longitudes menores a los 430 nm, esto se debe al efecto que produce
la simetria de la nanoparticula por interaccion con la luz visible y que ocasiona que existan
diferentes frecuencias de resonancia de los plasmones superficiales [31,42]. Se asume que
las variables empleadas en cada uno de los sistemas tuvo un efecto significativo en el
tamafio, morfologia y simetria de las nanoparticulas que hizo que presentaran diferente

color en los productos obtenidos y absorciones en diferentes longitudes de onda.

Con base en lo anterior, de este apartado se puede concretar lo siguiente.

e Las absorciones de la clorofila se mantuvieron en algunos espectros UV-Vis
debido a que el uso temperatura ambiente evitd su descomposicion térmica, sin
embargo en algunos casos existio disminucion de su intensidad debido a su

participacion en la formacién de AgNps.
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e Los sistemas que presentaron un cambio de color fueron 1S5, 3S5 y 3S8.

e El que las nanoparticulas de Ag de los diferentes sistemas de reaccion absorbieron
a diferente longitud de onda es evidencia del efecto de las variables empleadas en
cada uno de ellos con respecto a la morfologia, tamafio y simetria que ocasiona

que tengan diferente frecuencia de resonancia de plasmon.

La Figura 39 muestra el color obtenido en las reacciones a 80 °C y la Figura 40 el

espectro de absorcion UV-Vis.

Figura 39. Color de los productos de reaccion, 1S2, 1S3, 1S4, 1S6, 1S7, 3S2, 3S3,
354, 3S6, y 3S7.
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Figura 40. Espectros UV-Vis de los productos de reaccion, 1S2, 1S3, 1S4, 1S6, 1S7,
3S2, 3S3, 354, 3S6, y 3S7.

En todos los sistemas se observan cambios de color, los mas intensos pertenecen a los
realizados a mayor concentracion. También se observa la desaparicion de la sefial de la

clorofila debido a su descomposicién térmica por el aumento de la temperatura.

En los sistemas 1S2 (T =80 °C, VA =0, VI=0) y 1S4 (T =80 °C, VA =500, VI =
0) la méaxima absorcion se presentd en 393 nm pero solo en 1S4 se observa una gran
absorcion en 425nm. Los demas sistemas presentan su méaxima absorcion en 325 nm y
una banda ancha que se extiende hasta los 600 nm, siendo el sistema 3S4 quien presento
en 425 nm una absorcién muy pronunciada. En la sintesis quimica convencional de
AgNps, la velocidad de incorporacion de la sal ha sido ampliamente utilizada para
favorecer la formacion de una morfologia. Sin embargo en la sintesis donde se hace uso
de extractos de plantas este importante parametro no ha sido considerado. Es por ello que
en este trabajo se realiz6 un pequefio estudio del efecto de la incorporacion lenta del
AgNOs donde se observé que en los sistemas al 3 mM se presenta un ensanchamiento de

la banda por efecto de la adicion controlada de AgNOs (ver 3S6 y 3S7, Figura 40).

Con lo anterior, de este apartado se puede concretar lo siguiente:
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e Las absorciones de la clorofila desaparecen debido a su descomposicion térmica
por efecto del aumento de la temperatura en el sistema de reaccion.

e De los dos sistemas de concentracion, los espectros que presentaron mejores
bandas de absorcion fueron los que pertenecian a la concentracion 3 mM.

e Se generan bandas mas ensanchadas cuando se adicionan cantidades discretas de

AgNOsen periodos cortos de tiempo (2 gotas/min y 1 gota/min).

7.4. Estudio morfologico y cristalino de las AgNps

En los resultados de las caracterizaciones por UV-vis del apartado anterior, en
algunos casos la banda de absorcion de AgNps estuvo bien definida, en otros hubo
ensanchamiento de la banda. Por lo que, para poder estudiar mejor esa banda de absorcién
se realiz6 una separacion por centrifugacion en todos los productos de reaccion y se
volvié a estudiar las bandas por espectrofotometria UV-vis. Otro motivo por el cual se
realizd la centrifugacion fue para poder observar la morfologia por microscopia
electrénica de transmisién (TEM) ya que se necesita eliminar los interferentes que
pudieran causar una mala imagen, principalmente la eliminacién de materia orgénica,
puesto que el haz incidente puede calcinarla. A continuacion se muestran los productos

de reaccion después de ser centrifugados (Figura 41).

151 1S2 1S3 154 1S5 1S6 1s7  1S8

351 382 383 354 3S5 356 357 3S8

Figura 41. Productos de reaccion después de ser centrifugados.
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De acuerdo a la Figura 41 se muestra una mayor evidencia de los cambios de
color en las reacciones a las diferentes variables de reaccion (temperatura, velocidad de
agitacion y velocidad de agregado de la sal) en comparacion con los sistemas sin
centrifugar (ver apartado avance de reaccion). Los sistemas 1S3 y 1S7 son casi
transparentes, lo cual hace inferir que no fue favorable la produccion de AgNps, a
diferencia de los demas que tienen una coloracion intensa. El producto de reaccion 1S1
muestra un color verde, caracteristico de la clorofila del extracto. De acuerdo a lo
reportado, los cambios de color de claro a oscuro estan relacionados con el tamafio y
forma de las nanoparticulas. Para el analisis por TEM se hizo una seleccion con base en
la mayor tonalidad de las reacciones y mejor perfil en sus espectros UV-Vis. Los sistemas
seleccionados fueron 1S4, 1S5, 1S8, 3S1, 3S2, 3S5, 3S6 Y 3S7.

La Figura 42 muestra los espectros UV-Vis de los sistemas seleccionados.

Los sistemas 1S4 (T =80 °C, VA =500y VI =0), 1S5 (T =amb, VA =500y VI
= 1 gota/min) y 1S8 (T = amb, VA =0y VI = 1 gota/min) muestran una Amax =435 nm,
416 nm y 416nm respectivamente, mostrando el pico mas evidente en la reaccion 1S4. Se
observa también que los sistemas 1S5 y 1S8 presentan su méxima absorcién en la misma
longitud de onda, a pesar de ser sintetizados con diferentes parametros, se infiere que este
comportamiento puede ser por efecto de la temperatura, ya que ambas reacciones
comparten este parametro. En los tres sistemas de reaccién aparece la sefial en la zona de
irradiacion visible a 674 nm correspondiente a la clorofila de la planta. En 1S8 se muestra
también una pequefia absorcién en 608 nm, es probable que en este sistema se haya
formado otro pico de absorcion por falta de homogeneizacidn del medio que permitio la
obtencion de otro tipo de morfologia, ya que a diferencia de los otros dos sistemas, la

reaccion se llevo a cabo sin agitacion.

A mayor contenido de la sal precursora (sistemas 3S) el pico maximo esta mejor
formado. En los sistemas 3S1 (T =amb, VA=0y VI=0),3S2(T=80°C,VA=0y VI
=0), 3S5 (T =amb, VA =500y VI =1 gota/min) y 3S7 (T =80 °C, VA =500y VI =2
gota/min) sus espectros UV-Vis son muy similares, presentan una Amax alrededor de 440
nm a pesar de que difieren en las variables de reaccion. Contrariamente, el sistema 3S6
(T =80°C, VA =500y VI =1 gota/min) muestra un desplazamiento en el valor maximo,
siendo de 462 nm y un mayor ensanchamiento de la sefial. Es posible considerar que en
el sistema 3S6 se origino la formacion de diversas morfologias de AgNps. De acuerdo a
lo reportado, el primer pico de absorcion puede ser atribuido a morfologias esféricas y las

62



siguientes sefiales débiles 0 empalmadas en la banda ancha a morfologias planas como

nanoplatos.
435
£ 416
154 g 155
3 £
3 3
© et
8 S
S IS
2 2
5] o
2 2
< <
T T T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
416 /440
‘ 158 351
9 3
) S
p 2
[ 8
=
g g
2 608 o
5 f £
%]
2 K]
< <
T T T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
440 439
< g
2 2
.© ‘g
Q
= c
g g
3 -
< <
T T T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
462 439
C 609 =
2 S
© / ©
o ‘©
= c
g g
5 2
3 -
< <
T T T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)

Figura 42. Espectros UV-Vis de los productos de reaccidn después de ser centrifugados.
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Comparando los sistemas 3S6 y 3S7, los cuales difieren en la velocidad de
incorporacion de la sal de plata (3S6: 1 gota/min, 3S7: 2 gota/min), se considera que
cuando la adicién es més répida, la banda de absorcion se hace mas estrecha. Lo anterior
nos hace inferir que las adiciones mas rapidas no favorecen la nucleacion de particulas
con mayor area superficial como los nanoplatos. Aparentemente, la reaccién con mayor
efecto en la morfologia de formacion de AgNps fue 3S6 (temperatura 80 °C, 500 rpm y
1gota/min).

La plata posee una estructura cubica centrada en las caras; su carta de difraccion
avalada por el Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS) se muestra a
continuacion (Tabla 8).

Tabla 8. Carta de difraccion de la plata.

Distancia interplanar (A) Plano
2.359 (111)

2.044 (200)

1.445 (220)

1.231 (311)

1.176 (222)

1.0215 (400)

0.9375 (331)

0.9137 (420)

0.8341 (422)

Por medio de las micrografias obtenidas a diferentes magnificaciones en microscopia
electrénica de transmision se discute el ordenamiento atomico de las AgNps obtenidas y
mediante la difraccién de electrones de area seleccionada (SAED por sus siglas en inglés)

se calcularon las distancias interplanares.

e Sistema 1S4 (T = 80 °C, VA =500y VI = 0)

La Figura 43 muestra las micrografias obtenidas por TEM del sistema 1S4.
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Figura 43. (a, b y d) micrografias por TEM de AgNps del sistema 1S4 a diferentes
magnificaciones, (c) SAED.

En las micrografias del sistema 1S4 (Figuras 43a 'y 43b) se aprecian nanoesferas
de diversos tamafos, las mas grandes se encuentran alrededor de los 20 nm. En la
ampliacién 1 de la micrografia de la Figura 43a la nanoparticula posee una macla
laminar. En la ampliacién 2 se observa que en el centro de la nanoparticula existe una
zona muy oscura, se considera que esta zona se encuentra cargada de atomos de plata
encimados por efecto de la coalescencia de varios ndcleos. Cuando se da la coalescencia
en el proceso de formacion de las AgNps, los nucleos pueden unirse sin seguir una
orientacion generando imperfecciones en los limites de grano, sin embargo existe la
posibilidad de que en el limite de grano presenten una simetria de red especular que se
denomina limite de macla, en ambos extremos del limite de macla los atomos son
imagenes especulares. Las maclas pueden estar compuestas por dos individuos o por
varios. Los agregados cristalinos de una macla de varios individuos puede darse en forma
laminar y se aprecian como capas parecidas a las hojas de un libro. En la ampliacién de

la micrografia de la Figura 43b se observa la formacion de un decaedro (indicado con las
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lineas rojas). Los decaedros son figuras geométricas de 10 caras, en este caso son

triangulares y de diferente tamafio.

Cuando las celdas de un cristal se encuentran unidas de la misma manera y con la
misma orientacion se trata de un sistema monocristalino. Existe otro tipo de arreglo
llamado policristalino en el que los cristales (también llamados granos) se encuentran
orientados de distinta forma. Las estructuras policristalinas generalmente poseen defectos
de superficie. La Figura 43c muestra el analisis por SAED. La SAED presenta 3 anillos
que pertenecen a los planos (311), (220) y (111), los cuales corresponden a las distancias
interplanares 1.231 A, 1.445 A 'y 2.359 A respectivamente. En la Figura 43d se observan
nanoparticulas con un arreglo policristalino, se confirman las distintas orientaciones que

sigue cada grano dentro de la estructura (indicado con la flechas blancas).

e Sistema 1S5 (T = amb, VA =500y VI = 1 gota/min)

La Figura 44 muestra el comportamiento morfoldgico del sistema 1S5.

(@) -

Figura 44. (a, c y d) micrografias por TEM de AgNps del sistema 1S5 a diferentes
magnificaciones, (b) SAED.

En las micrografias de la Figura 44 se observan nanoparticulas esféricas con un

diametro alrededor de 20 nm. Las dos nanoparticulas que se amplian de la Figura 44a
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presentan una macla de agregados laminares. En la nanoparticula de la ampliacion 1 se
observa que los individuos que integran esta macla son de forma triangular mientras que
en la nanoparticula de la ampliacién 2 los individuos que integran la macla no presentan
forma definida. El analisis por SAED mostrado en la Figura 44b presenta 4 anillos que
pertenecen a los planos (311), (220), (200), (111) los cuales corresponden a las distancias
interplanares 1.231 A, 1.445 A, 2.044 A, 2.359 A respectivamente. En las micrografias de
las Figuras 44c y 44d indican los planos (111) y (200) que pertenecen a algunas
nanoesferas. Las nanoparticulas que tienen el plano (200) poseen distancias interplanares

menores.

Figura 45. (a) Morfologia a alta magnificacion de una nanoparticula del sistema 1S5,
(b) Analisis FFT de la zona inferior del limite de macla.

En la Figura 45 se muestra una nanoparticula que posee una macla de dos
individuos unidos de forma especular. El lado superior del limite de macla presenta el
plano (111) mientras que del otro lado la transformada de Fourier (FFT) muestra la
presencia de dos planos, el (111) y el (220). Se considera que la presencia del plano (220)

se debe a que se genera un apilamiento entre los atomos que ocasiona que la distancia
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interplanar se acorte, esto debido a que cada grano tiene una orientacion que se bloquea
con la orientacion del otro.

En este sistema no se observé la presencia de AgNps con facetas como el decaedro
del sistema anterior, por lo que se infiere que las condiciones empleadas en la sintesis de

este sistema no favorecen la formacion de morfologias distintas a las esféricas.

e Sistema 1S8 (T =amb, VA=0y VI =1 gota/min)

La Figura 46 muestra las morfologias del sistema 1S8.
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Figura 46. (a, c y €) Micrografias por TEM de AgNps del sistema 1S8 a diferentes
magnificaciones, (b) analisis por SAED y (d) analisis por FFT.
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A diferencia de las morfologias anteriores en la Figura 46a se observa la presencia
de particulas que rebasan los 20 nm (indicado con la flecha azul), es muy probable que
esto se deba a la falta de agitacion en el sistema, ocasionando la coalescencia de los
nucleos en formacion. Indicado con la flecha roja se muestra una nanoparticula que podria
ser un decaedro pero con las facetas no bien formadas. En este caso se infiere que este
comportamiento se debe al uso temperatura ambiente, lo cual que termodindmicamente
no favorecio su formacion. El andlisis por SAED (Figura 46b) muestra la formacion de
4 anillos que poseen los siguientes planos (311), (220), (200) y (111) y que corresponden
a las distancias interplanares 1.231 A, 1.445 A, 2.044 A y 2.359 A respectivamente. En
las ampliaciones de la micrografia de la Figura 46¢ se muestran dos nanoparticulas de
morfologia y crecimiento cristalino diferente. La nanoparticula 1 presenta una macla
multiple debido a los agregados laminares que se observan en su estructura. La
nanoparticula 2 presenta varias facetas donde el plano (111) es el que predomina. La
faceta mas oscura presenta una FFT que posee dos planos, el (111) y el (220) (Figura
46d). Se considera el plano (220) se forma porque disminuye la distancia interplanar
entre los &tomos como consecuencia del apilamiento entre ellos. La Figura 46e muestra
una nanoparticula con muchos defectos superficiales. Presenta muchos granos de

diferente tamafo y orientacion, indicativo de una nanoparticula policristalina.

e Sistema 3S1 (T =amb, VA=0y VI =0)

La Figura 47a muestra AgNps de diferente tamafio y morfologia. En la
ampliacion se observa la formacion de un nanoplato triangular no bien formado ya que
sus esquinas estan redondeadas. De acuerdo a la literatura, los nucleos precursores de
nanoplatos triangulares son monocristalinos. La Figura 47b ampliacion 2 muestra la
presencia de otro nanoplato triangular no bien formado y en la ampliacion 1 se observa
una nanoesfera con una macla maltiple de agregados laminares. La Figura 47c muestra
a una nanoparticula con el plano (111) en su ordenamiento. En la parte superior izquierda
de esta micrografia se observa una nanoparticula con facetas que no lograron formarse
totalmente. En la ampliacion de esta micrografia se observa una nanoparticula de
morfologia no definida, ya que uno de sus lados es recto mientras que los demas tienen
forma redondeada. En su interior posee zonas con granos orientados en diferentes

direcciones con crecimiento de una macla maltiple. El analisis por SAED mostrado en la
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Figura 47d presenta 4 anillos que poseen los siguientes planos (311), (220), (200) y
(111) y que corresponden a las distancias interplanares 1.231 A, 1.445 A, 2.044 Ay 2.359

A respectivamente.

@)

(b) -

Figura 47. (a,b y c) Micrografias por TEM de AgNps del sistema 3S1 a diferentes
magnificaciones y (d) analisis por SAED.

e Sistema3S2 (T=80°C,VA=0yVI=0)

La Figura 48 muestra la morfologia por TEM de las nanoparticulas obtenidas en
el sistema 3S2. Se observan distintas morfologias; entre ellas nanobarras, (indicado con
flechas negras), nanoplatos triangulares (indicado con flechas rojas) y nanoesferas
(indicado con la flecha azul). La Figura 48b muestra la presencia de una particula con
forma elipsoidal que rebasa los 50 nm de longitud. En la ampliacién de la Figura 48c se
observan claramente las nanobarras. Estas fueron formadas por agregados laminares,
generando una macla maltiple. En la Figura 48d se puede observar un nanoplato
triangular no bien formado, presenta dos lados rectos y lo deméas es redondeado. El
analisis por SAED mostrado en la Figura 48e presenta 4 anillos que poseen los siguientes
planos (311), (220), (200) y (111) y que corresponden a las distancias interplanares 1.231
A, 1.445 A, 2.044 A 'y 2.359 A respectivamente.
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Figura 48. (a, b, c y d) Micrografias por TEM de AgNps del sistema 3S2 a diferentes
magnificaciones y (e) analisis por SAED.

e Sistema 3S5 (T =amb, VA =500y VI = 1 gota/min)

La Figura 49 muestra la morfologia por TEM de las nanoparticulas obtenidas en
el sistema 3S5. Se observa la formacion preferente de nanoesferas y nanoplatos
triangulares con lados bien definidos (ver ampliacion). La Figura 49b muestra el
fenomeno de Ostwald Ripening en el que se enuncia que particulas mas grandes crecen a
expensas de las mas pequefias. La coalescencia entre estas dos particulas genera defectos
superficiales, ya que cada una posee una orientacion en sus atomos generando un
apilamiento en el limite de grano. En la Figura 49c se observa la presencia de una

nanoesfera muy policristalina debido a la gran cantidad de granos orientados de diferente

71



forma. Todos los granos tienen un punto de unidn en comun, esta union se observa muy
oscura debido al apilamiento de los 4&tomos. El andlisis por SAED mostro6 4 anillos que
poseen los siguientes planos (311), (220), (200) y (111) y que corresponden a las
distancias interplanares 1.231 A, 1.445 A, 2.044 Ay 2.359 A respectivamente (Figura
49d). La Figura 49e muestra una nanoparticula donde la mitad de su superficie posee el
plano (111) y la otra el plano (200). La zona méas oscura es la que posee el plano (200)
debido a que contiene mayor nimero de &tomos por unidad de area, a diferencia del lado
del plano (111). En esta micrografia también se observa un nanoplato triangular que

posee el plano (200) en su estructura.

(@) P

©)

Figura 49. (a, b, c y ) Micrografias por TEM de AgNps del sistema 3S5 a diferentes
magnificaciones y (d) analisis por SAED.

e Sistema 3S6 (T =80 °C, VA =500y VI = 1 gota/min)

La Figura 50 muestra la morfologia de las nanoparticulas del sistema 3S6.
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Figura 50. (a,b, ¢, d y e) Micrografias por TEM de AgNps del sistema 3S6 a diferentes
magnificaciones y (f) analisis por SAED.

La Figura 50a muestra la presencia de nanobarras (indicado con la flecha roja),
nanoesferas (indicado con la flecha negra) y nanoplatos triangulares (indicado con la fleca
azul). En la Figura 50b se evidencia la sal de plata (indicada con flecha roja) que no
formo nanoparticulas. En la ampliacion de la Figura 50c se observa la unién de dos
particulas, lo cual se considera se debe al fendmeno de Ostwald Ripening. En la
ampliacién de la Figura 50d se puede apreciar una nanoparticula con una region mas
oscura, donde es probable que los &tomos estén unidos por distancias interplanares
pequefias. Ademas, se observa que los lados de esta nanoparticula querian definirse para
formar un nanoplato hexagonal. En la micrografia de la Figura 50e se logra apreciar la
unién entre dos nanoparticulas que generan un limite de grano (ver magnificacion). El

analisis por SAED mostrado en la Figura 50f presenta 4 anillos que poseen los siguientes
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planos (311), (220), (200) y (111) y que corresponden a las distancias interplanares 1.231
A, 1.445 A, 2.044 A'y 2.359 A respectivamente.

e Sistema 3S7 (T = 80 °C, VA = 500 y VI = 2 gota/min)

La Figura 51 muestra la morfologia de las nanoparticulas obtenidas en el sistema 3S7.

@
(@) %

(b) -~

_________

(©) e

Figura 51. (a, b, c y d) Micrografias por TEM de AgNps del sistema 3S7 a diferentes
magnificaciones y (e) analisis por SAED.

En la Figura 51a se observa la presencia de nanoplatos triangulares, nanobarras
y nanoesferas con maclas mdltiples. En la ampliacion de un nanoplato triangular, la
diferencia en la intensidad de algunas zonas se debe a que las distancias interplanares son
distintas, lo que genera mayor apilamiento de los atomos en algunas partes. La Figura
51b muestra las mismas morfologias (nanobarras, nanoplatos triangulares y nanoesferas)
pero sin tener maclas multiples (tonalidad clara), lo cual hace inferir que las condiciones

de reaccion permitieron la generacion de crecimientos continuos y no por agregados. Es
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sabido que los nanoplatos triangulares son generados a partir de la coalescencia de
nacleos esféricos monocristalinos. En la micrografia de la Figura 51c se logra apreciar
la union de dos esferas para generar un nanoplato triangular sin embargo su forma no esta
bien definida: esto puede deberse a que falté mas tiempo de reaccion. En la micrografia
de la Figura 51d se observa la presencia de un nanoplato hexagonal mayor a 50 nm. El
andlisis por SAED presenta 4 anillos que poseen los siguiente planos (311), (220), (200)
y (111) y que corresponden a las distancias interplanares 1.231 A, 1.445 A, 2.044 A y
2.359 A respectivamente (Figura 51e).

7.5 Biopeliculas de almidon/AgNps

La inmovilizacion de AgNps en polimeros termoplésticos es una forma de generar
nanocompuestos con propiedades especificas que el termopléastico no puede aportar,
como la actividad antimicrobiana. Con el fin de preparar muestras para analizar el
comportamiento antimicrobiano se realizaron compuestas con almidon termoplastico y
AgNps obtenidas. EI almidon termoplastico ha sido utilizado en la generacion de

biopeliculas por ser una fuente de origen natural es el almidén.

P/Nativa P/Extracto P/3mM P/1mM P/C
P/351 P/352 P/353 P/354
P/355 P/356 P/357 P/358
P/1S1 P/1S2 P/153 P/154
P/155 P/156 P/157 P/158

Figura 52. Biopeliculas de almidon/AgNps.
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Todas las biopeliculas almidon/AgNps obtenidas mostraron color, textura y

apariencia similar tal como se observa en le Figura 52.

Existen algunos trabajos sobre la incorporacion de AgNps en polimeros, entre

ellos el almidén. No obstante, los reportes son pocos ya que generalmente han empleado

el almiddn para sintetizar nanoparticulas de Ag ya que esta macromolécula puede aportar

la funcion reductora y estabilizante que se necesita para generar nanoparticulas [33, 34]

La Figura 53 muestra los espectros FTIR y el anélisis de la primera derivada de

las biopeliculas de referencia, siendo P/1 mM y P/3 mM; almido6n con la sal de plata a 1

y 3 mM respectivamente. P/Extracto; almidon con el extracto de la planta, P/Nativa;

almidon solo, P/C; almidon con AgNps comerciales.
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Figura 53. (a) Espectros FTIR de las biopeliculas de referencia y (b) resultados de la

primera derivada.
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En general, no existen diferencias en las sefiales de las peliculas en cualquiera de

las referencias. En las peliculas en las que se adicion6 AgNOz (P/ImM y P/3mM) se

esperaba un cambio en las sefiales de los grupos funcionales oxigenados del almidén, por

efecto de su participacién en la reduccion de atomos de plata, pero no los hubo, lo que

hace pensar que las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la elaboracion de las

biopeliculas, no permitid su formacion o que la participacion de los grupos reductores fue

tan poca que no fue perceptible por la sensibilidad del equipo.

La Figura 54 muestra los resultados de FTIR y sus correspondientes primeras derivadas

de los espectros de las peliculas en todos los sistemas.
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Figura 54. (a) Espectros FTIR de las peliculas en los sistemas 1S indicados, (b) primera
derivada de los espectros de los sistemas 1S, (c) Espectros FTIR de las peliculas en los
sistemas 3S indicados y (d) primera derivada de los espectros de los sistemas 3S.
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Los resultados por FTIR de las peliculas de ambos sistemas 1S y 3S no muestran
cambios entre ellas ni con los espectros de las referencias. Esto es consecuencia de que el

componente mayoritario es almidon, en el cual no se ve afectada su estructura por la
presencia de nanoparticulas de plata.

La Figura 55 muestra los patrones de difraccion de las biopeliculas de referencia.

P/extracto —— P/Nativa

< <
2 2
= =}
< [3+1
= h=
2 Z
= =
5 5
= =
T T T T T T
10 20 30 40 10 20 30 4c
20 20

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

Intensidad (u.a.)

10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40

20 20 20

Figura 55. Patrones de difraccion de las peliculas de referencia.

De acuerdo con la Figura 55 el patron de difraccién del almiddn solo (P/Nativa)
presenta tres picos principales en 20 =14°, 26 =17° y 20 =22°, que corresponden a la
amilopectina, parte cristalina del almidon. La intensidad de los picos del patron de
difraccién de la biopelicula P/Nativa decrecen conforme incrementa 26. Con respecto a
las biopeliculas con AgNOz (P/AImM y P/3mM) se observo que no se generaron cambio
en el difractograma en comparacion con la peliculas P/Natica. En P/C existe un cambio

en la tendencia de los picos, siendo mas intenso el que se encuentra 26 =17°.
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La Figura 56 muestra los patrones de difraccion de las biopeliculas
almidon/AgNps con ImM.

P/1S1

P/1S5

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

10 20 30 40

P/1S3

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

10 20 30 40
20

P/1S6

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

10 20 30 40 10 20 30 40
20 20

Figura 56. Difractogramas de las biopeliculas almidén/AgNps con 1mM.

De acuerdo a la Figura 56 en el difractograma de P/1S1 el pico en 20 =22°
disminuye de intensidad, en P/1S5 y P/1S8 el pico en 206 =17° se ensancha, en P/1S8 el
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pico que se encuentra en 26 =22° casi desaparece. En P/1S3 el pico 26 =22° disminuye
de intensidad y se encuentra ensanchado con el pico de 26 =17°, en P/1S4 se observa que
los dos Ultimos picos disminuyen de intensidad. Los picos del difractograma de P/1S2
son casi de la misma intensidad, mientras que para P/1S6 y P/1S7 el pico en 20 =17° se

observa mas intenso que los demas.

La Figura 57 muestra los patrones de difraccion de la biopeliculas

almidon/AgNps con 3Mm.

De acuerdo a la Figura 57 el difractograma de P/3S1 presenta la misma tendencia
que los picos de P/Nativa, en P/3S5 y P/3S8 se observa una disminucion de la intensidad
del pico en 26 =22°, ademas los primeros picos en P/3S8 son muy finos. El patron de
difraccién de P/3S2 muestra un solapamiento del pico 206 =17° con el de 26 =22°; en
P/3S3 los picos disminuyen de intensidad mientras que en P/3S4 los picos que se
encuentran en 20 =14° y 26 =17° se hacen mas finos. El patron de difraccion de P/3S7
sigue la misma tendencia que P/Nativa; en P/3S6 se observan grandes cambios en la

intensidad del pico que se encuentra en 20 =22°.

Los patrones de difraccion de las peliculas obtenidas permitieron observar
cambios en la estructura cristalina del almidén. En este caso, se considera que al existir
variaciones en la intensidad de los picos de difraccion con respecto a los picos de
difraccién de la biopelicula nativa (P/Nativa) es un reflejo del efecto de las AgNps en la
matriz polimérica. Se supone que el acomodo de las cadenas del almidén dependi6 del
tipo de morfologia obtenida en cada uno de los sistemas, reflejandose en ensanchamientos
de los picos y la disminucidn de su intensidad. En general, el pico que es diferente en casi

todos los sistemas es el que se encontro en 206 =22°.
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Figura 57. Difractogramas de las biopeliculas almidén/AgNps con 3mM.
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La Figura 58 muestra las curvas de pérdida de peso y el calculo de la derivada de

las biopeliculas de referencia.
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Figura 58. Biopeliculas de referencia: (a) analisis termogravimétrico y (b) derivadas de
las curvas de pérdida de peso.

De acuerdo a la Figura 58 no hay diferencias significativas en los termogramas,

siendo la temperatura de degradacién maxima en 314 °C. No obstante, la biopelicula

P/Extracto, la temperatura inicial de degradacion comienza antes que en P/Nativa. Se

considera que esto se debe a que existen metabolitos que empiezan su degradacion antes

que las cadenas de almidon.
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Figura 59. Biopeliculas almidon/AgNps a ImM: (a) analisis termogravimétrico y (b)

derivadas de las curvas de pérdida de peso.
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La Figura 59 muestra los termogramas y sus respectivas derivadas de las
biopeliculas almidoén/AgNps a 1mM. Las biopeliculas de almidon/AgNps al 1 mM
presentan una temperatura de degradacion cercana a la biopelicula de P/Nativa.

La Figura 60 muestra los termogramas y sus respectivas derivadas de las
biopeliculas almidon/AgNps a 3 mM.
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Figura 60. Biopeliculas almidén/Nps a 3 mM: (a) anélisis termogravimétrico y (b)
derivadas de las curvas de pérdida de peso.

De acuerdo a la Figura 60 las biopeliculas P/3S2 y P/3S3 muestran su corrimiento
de la temperatura de degradacion maxima a 31 °C. Como se observé en el estudio por
TEM, algunas AgNps de los sistemas 3S2 y 3S3 presentaron tamafios mayores a los 20
nm, posiblemente este mayor tamafio gener6 como consecuencia una mayor proteccion a

las cadenas de almiddn para ser degradadas.

De manera general se percibié que en las peliculas de referencia y 1S se observan
pequefios corrimientos en la curva de degradacion antes de los 200 °C, para los sistemas
3S antes de los 200 °C no se percibe el corrimiento en la curva de degradacién; estos
comportamientos son debidos a pequefias variaciones en el acomodo de AgNps entre las
cadenas de almiddn. Sin embargo, en todos los sistemas ocurren comportamientos
interesantes en la primera derivada a partir de 400 °C que se puede deber a la generacion

de residuos por interaccion con la atmésfera de aire.
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VII1. CONCLUSIONES

El extracto de S. rebaudiana obtenido a 80 °C presenté mayor contenido de
fenoles (0.4509 mg catequina/mg extracto seco) y flavonoides (7.5293 x 10° mg
rutina/mg extracto seco), asi como también bandas méas intensas de los grupos
funcionales oxigenados en su espectro FTIR, en comparacion con el extracto
obtenido a temperatura ambiente.

La temperatura, la concentracion y la velocidad de agregado de la sal son las
variables de mayor influencia en la formacion de AgNps.

Dependiendo de las condiciones de reaccién, las AgNps obtenidas mostraron
morfologias diferentes y tamafios menores a 20nm, a excepcion de algunas
nanoparticulas mayores a 50 nm. Las morfologias observadas fueron:
principalmente nanoesferas, algunas nanobarras y nanoplatos triangulares y en
menor cantidad nanoplatos hexagonales. La formacion de nanobarras , nanoplatos
triangulares y nanoplatos hexagonales se favorece cuando la sal de plata se
adiciona lentamente. Las nanoparticulas fueron policristalinas, forman agregados
laminares, maclas y la coalescencia entre los nucleos fue sin ordenamiento
homogéneo.

El sistema 1S6 fue el que presenté morfologias con arreglos méas uniformes y
continuos que se logra por la incorporacién lenta de la sal, uso de temperatura y
agitacion en el sistema de reaccion. Estas variables permitieron la buena
coalescencia entre los nucleos precursores de nanoparticulas.

Las biopeliculas de almigdn/AgNps no mostraron variacion en sus caracteristicas
fisicas (color y textura). Los patrones de difraccion de las biopeliculas mostraron
algunas diferencias con respecto al de referencia, por lo que se considera esto
como un efecto del acomodo estructural de las cadenas de almidon por causas de

la presencia de las AgNps.
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