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RESUMEN

En el presente estudio se sintetizaron nanoparticulas de plata empleando nitrato de
plata como precursor y extracto acuoso de las hojas de sensitiva (Mimosa albida) como
agente reductor. En la optimizacién de la sintesis se controlaron varios parametros:
concentracion de nitrato de plata, temperatura, volumen de extracto, tiempo y pH. Las
condiciones éptimas se obtuvieron al emplear una solucion de AgNO; 1.0 mM, a una
temperatura de 60°C, con 2 mL de extracto acuoso de planta, a pH 8 con agitacion constante
durante 50 minutos. Para la estimacion de formacion de nanoparticulas de plata, se emple6
Espectrofotometria UV-Vis. El tamafo de nanoparticulas se confirmé por Microscopia
electronica de Transmision (TEM). Para determinar el contenido de plata en las
nanoparticulas, se empled Microscopia Electronica de Barrido con detector de Rayos X
(SEM-EDS). Para determinar el posible grupo organico responsable de la reduccion quimica
se realizé el tamizaje fitoquimico aplicandolo tanto al extracto acuoso de la planta sensitiva
como a la solucién de nanoparticulas de plata, las pruebas colorimétricas de identificacién
realizadas fueron: Cloruro férrico (polifenoles), Shinoda (flavonoides) y Fehling (azlcares
reductores). Las pruebas fueron positivas para polifenoles y aztcares reductores, siendo este
el indicio para su cuantificacion. Como resultado se obtuvieron nanoparticulas de plata de
7.2+ 1.57 nm de tamafio a una longitud de onda de méaxima de absorcién de 411 nm. En el
analisis cuantitativo de polifenoles se determind en el extracto acuoso de la sensitiva 1.13
mg/mL y en la solucion de nanoparticulas de plata 0.88 mg/mL expresados como
equivalentes de acido galico, mientras tanto el contenido de azlcares reductores para el
extracto acuoso de la planta sensitiva fue de 36.35 mg/mL y para la solucion de
nanoparticulas de plata de 2.78 mg/mL expresados como glucosa. Se demostrd una
disminucién significativa de azucares reductores en la solucion de nanoparticulas
relacionado a la reduccién de mayor cantidad de iones plata, por lo que se lo considera como
el principal agente de la reduccién quimica confirmando el recubrimiento adecuado de las

nanoparticulas con el extracto.

Palabras clave: nanoparticulas de plata, sensitiva (Mimosa albida), polifenoles,

azUcares reductores.



ABSTRACT

In the present study, silver nanoparticles were synthesized using silver nitrate as
precursor and aqueous extract of the sensitive plant (Mimosa albida) as reducing agent. In
the synthesis several parameters were controlled: silver nitrate concentration, temperature,
time, volume of extract and pH. Optimal conditions were obtained by using a solution of 1.0
mM AgNO;, at a temperature of 60 °C, with 2 mL of aqueous plant extract, at a pH of 8 with
constant stirring for 50 minutes. UV-Vis spectrophotometry was used to evaluate the
formation of the nanoparticle. Scanning Electron Transmission Microscopy (TEM)
confirmed the diameter lenght of the nanoparticles. To determine the content of silver in the
nanoparticles, Scanning Electron with energy disperse (SEM-EDS) was used. In order to
determine the possible organic group responsible for the chemical reduction, phytochemical
screening was done by applying it to both the aqueous extract of the sensitive plant (Mimosa
albida) and to the silver nanoparticle solution. The colorimetric identification tests carried
out were: Ferric Chloride (polyphenols), Shinoda (flavonoids), and Fehling (reducing
sugars). Those tests were positive for polyphenols and reducing sugars. As a result, silver
nanoparticles of 7.2 + 1.57 nm in size were obtained at a wavelength of maximum absorption
411 nm. The quantitative analysis of polyphenols in the aqueous extract of the sensitive plant
was determined to be 1.13 mg/mL and in the solution of silver nanoparticles was 0.88
mg/mL expressed as gallic acid equivalents. Meanwhile, the content of reducing sugars for
the aqueous extract of the sensitive plant was 36.35 mg/mL and for the silver nanoparticle
solution 2.78 mg/mL expressed as glucose. A significant decrement of reducing sugars in
the nanoparticle solution was noticed, related with the reduction of a greater quantity of
silver ions, which is why it is considered as the main agent of chemical reduction, confirming

the adequate coating of the nanoparticles with the extract.

Key words: sensitive plant (Mimosa albida), phytochemical screening, polyphenols,
reducing sugars, silver nanoparticles.



INTRODUCCION

El campo en el que se desarrolla la nanotecnologia abarca procesos de sintesis,
aplicacion de materiales y sistemas funcionales a través de su control a nivel de nanoescala
(10°m) (Serena, 2010). Aprovechando las diversas propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas Unicas de los nanomateriales, se emplean en varios campos de la ciencia,

tecnologia e investigacion (Ahmad & Sharma, 2012).

Las propiedades de las nanoparticulas metalicas, radican en su forma, composicion,
estructura y morfologia. A ello se suman sus propiedades 6pticas, electronicas, cataliticas,
magnéticas, antimicrobianas, entre otras (Rojas, Castrejon, & Gonzalez, 2016). Siendo las
de mayor interés las nanoparticulas metélicas de hierro, cobre, zinc, titanio, oro y plata

(Vijay, Pammi, Kollu, Satyanarayana, & Shameem, 2014).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido empleadas por sus propiedades
bactericidas y dpticas (Flores, 2014), convirtiéndose en importantes agentes antimicrobianos
y antivirales (Gonzalez & Rosas, 2014). En general la obtencidn de nanoparticulas de plata
se realiza a través de métodos fisicos, quimicos y biolégicos (Guzman, Dille, & Godet,
2009). Siendo el método mas comun para la sintesis la reducciéon quimica, empleando una
sal metalica de plata como precursor y agentes reductores de diferente naturaleza. La
tendencia es emplear reductores “verdes”, provenientes de extractos de plantas (Neira,

2015).

La principal razén por la que se emplean extractos vegetales en la sintesis de
nanoparticulas de plata, se debe a que las plantas presentan diversos compuestos quimicos
denominados metabolitos secundarios responsables de la reduccién de los iones del metal,
entre los que podemos mencionar a los polifenoles, taninos, flavonoides, azlcares
reductores, cumarinas, alcaloides, etc., que difieren por su caracter quimico, estructura y
concentracion (Cano, 2014). Este tipo de compuestos se pueden identificar por tamizaje o
“screening” fitoquimico, proceso en el cual se realizan pruebas colorimétricas en un
esquema general de extraccidn sucesiva con solventes de polaridad creciente (Martinez,
2001).



El empleo de extractos vegetales se ha convertido en una opcién de agente reductor
natural, que reemplaza el uso de reactivos quimicos para la sintesis de nanoparticulas de
plata convirtiéndose en un proceso de sintesis “verde”. Razon por la cual el objetivo principal
de la presente investigacién comprende sintetizar nanoparticulas de plata usando el extracto
acuoso de las hojas de sensitiva (Mimosa albida), planta nativa de la provincia de Imbabura
especificamente de la Loma de Guayambillas, empleada tradicionalmente como
antioxidante, analgésico, anticoagulante, cicatrizante y bactericida (Encarnacion, 2013),

cuyo poder reductor se evaluard empleando diferentes técnicas instrumentales.

Durante el proceso de sintesis, se variara parametros como: temperatura, tiempo,
volumen de extracto, concentracion de nitrato de plata y pH. El tamafio de las nanoparticulas
de plata se estimard por Espectrofotometria UV-Vis y se confirmara por Microscopia
Electronica de Transmision (TEM). El tamizaje o “screening” fitoquimico se aplicara en el
extracto acuoso de la sensitiva y en la solucién coloidal de las nanoparticulas de plata para
determinar los posibles metabolitos secundarios responsables de la reduccién quimica.
Finalmente la cuantificacion de los posibles reductores quimicos se realizard mediante
Espectrofotometria UV-Vis para definir los metabolitos principales que se encuentra en
mayor concentracion y que por lo tanto permite el recubrimiento adecuado de las

nanoparticulas con el extracto.

Para mejorar la comprension del presente trabajo se ha optado por distribuir la

informacion en capitulos.

En el Capitulo I, se tratan conceptos generales relacionados con la Nanotecnologia,
ademas de los métodos de sintesis, aplicaciones y toxicidad de las nanoparticulas de plata.
También se presenta la descripcion botanica de la planta de sensitiva, que va a ser utilizada
en el proceso de sintesis. Finalmente se muestra informacidn sobre el tamizaje fitoquimico,

necesario para el reconocimiento de metabolitos secundarios de la planta.

En el Capitulo II, se describe la metodologia utilizada para la sintesis de
nanoparticulas de plata, asi como las principales técnicas instrumentales empleadas en su
caracterizacion tales como: Espectrofotometria UV-VIS, Microscopia Electrénica de

Transmision(TEM, por sus siglas en inglés), Microscopia Electronica de Barrido con



detector de rayos X (SEM-EDS, por sus siglas en ingles). Ademas se incluye la descripcion

de las pruebas colorimétricas del Tamizaje Fitoquimico de mayor interés.

En el Capitulo Il1, se destacan los resultados obtenidos y su respectiva discusion.
Finalmente, en el capitulo 1V, se muestran las conclusiones y recomendaciones de este

estudio.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1  HISTORIA DE LA NANOCIENCIA

A pesar que en la antigtiedad los conceptos de nanociencia y nanotecnologia eran
desconocidos, se han mostrado evidencias del uso de nanoparticulas hace 300 afios A.C. que
han sido aplicados en la fabricacion de diversos materiales como por ejemplo: la Espada de
Damasco (presencia de nanotubos de carbono ocluidos en la matriz metélica del acero), las
piezas del arte Romano del siglo IV D.C. conocida como la copa de Lycurgus (presencia de

nanoparticulas de oro y plata), entre las mas conocidas (Gamo & Sanchez, 2015).

A partir de estos indicios y varios eventos procedentes como la invencion del
microscopio de emision de campo en 1936 por Erwin Muller, que posibilité la obtencion de
iméagenes cercanas a la resoluciéon atdmica de los materiales y la aparicion del término
“Ingenieria molecular” en 1956 por Arthur Von Hippel (Canabal, 2015), surge la primera
mencion sobre la nanotecnologia en 1959 por el Dr. Richard Feynman en su conferencia:
“Hay mucho espacio en el fondo” (There is plenty of room at the bottom), en la cual describio
un proceso por medio del cual se podria desarrollar la habilidad de manipular atomos y
moléculas individuales en la fabricacion de materiales, dando inicio a la Nanociencia como
tal. En 1974 ya se hablaba de la nanotecnologia como un proceso, separacion, consolidacién
y deformacion de materiales &tomo por atomo, y molécula por molécula (Desurvire, 2010).
El desarrollo de la nanotecnologia ha trascendido las barreras de las principales disciplinas
cientificas tales como la Fisica, Quimica, Biologia e Ingenieria, proporcionando nuevas

perspectivas sobre la materia y aumentando posibilidades para la nueva tecnologia.

1.2 NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia hace referencia al control de la materia a nivel de nanoescala
(10°m) (Serena, 2010). La manipulacion de la materia ha permitido explorar el amplio
campo de la ciencia de los nuevos materiales llamados “nanomateriales”, que se definen

como particulas que presentan un didmetro en el orden de 100 nanémetros (hm) como una



de sus caracteristicas. Los nanomateriales han recibido atencidn especial por sus propiedades
electronicas, magnéticas, Opticas y cataliticas superiores a la de los materiales
convencionales, y esto se debe principalmente a la forma, tamafio, composicién y estructura
de las nanoparticulas, lo cual ha permitido involucrarse en varios campos de la ciencia como
Quimica (estudios de reactividad quimica y catéalisis), Fisica (estudio de propiedades
magnéticas y mecanicas), y Biologia (estudio de estructuras y procesos biologicos que

abordan problemas en medicina, biotecnologia y farmacia) (Flores, 2014).

El proceso de sintesis de nanomateriales es una de las ramas mas activas e
innovadoras dentro de la nanociencia, siendo los métodos convencionales de obtencion:
técnicas descendentes 0 “top-down” que consiste en la reduccion del tamarfio de materiales
maésicos hasta limites nanométricos, empleando procesos fisicoquimicos; y las técnicas
ascendentes o “bottom-up” que corresponde a la sintesis de nanomateriales mediante

unidades de construccion mas pequefias como atomos y moléculas (Garcia, 2006).

La nueva modalidad de crear materiales a nanoescala esta en su mayor auge, lo cual
pone a la nanotecnologia como pilar importante en torno a un giro revolucionario en el que
la mayoria de los paises han optado por ponerla en practica, principalmente para mejorar sus

procesos industriales y por ende su produccion (Mendoza & Rodriguez, 2007)..

1.3 NANOPARTICULAS METALICAS

Una nanoparticula se define como la unidad méas pequefia que puede comportarse
como una unidad completa en términos de propiedades y transporte. Sus dimensiones se
encuentran entre 1-100 nm, sin embargo a medida que se aproximan al tamafio de 1-10 nm,
los efectos de tamafio, morfologia y composicion se tornan mas evidentes lo cual se
manifiesta en sus propiedades bactericidas, magnéticas, Opticas, reactividad quimica,
transporte, entre otras (Lopez, y otros, 2016). Siendo las nanoparticulas de metales nobles
principalmente oro y plata, las que exhiben actividad bactericida incrementada gracias a su
relacion superficie/volumen, que permite un mayor contacto e interaccién con
microorganismos por lo que son de gran interés debido a su extenso rango de aplicaciones
en el campo de la ciencia y la tecnologia (Flores, 2014)



1.4  NANOPARTICULAS DE PLATA

Desde la antigiedad la plata (Ag) ha sido ampliamente utilizada, es asi que
civilizaciones antiguas como los griegos la empleaban para cocinar, preservar el agua e
inclusive como antimicrobiana en medicina tradicional (Devaraj, P, Aarti, & Renganathan,
2013).

En los dltimos afios, la plata ha ganado interés por sus distintas propiedades dentro
de las cuales se destacan: buena conductividad, estabilidad quimica, actividad catalitica y
antibacteriana, siendo esta ultima las que le han dado mayor relevancia para la sintesis de
nanoparticulas (AgNPs), pues al poder controlar la forma y tamafio durante la sintesis
permite aumentar el poder bactericida, es asi que mientras méas pequefio sea el tamafio de
particula (entre 1-100 nm), mayor serd la superficie de contacto y por ende el efecto
antimicrobiano incrementara. (Ayala, 2010). En cuanto a su forma se ha demostrado que
nanoparticulas esféricas y triangulares cumplen mejor la funcion bactericida por tener mayor
densidad de atomos en sus caras (Fernandez T. , 2017). La forma y el tamafio estan
directamente relacionados pues nanoparticulas esféricas y triangulares se encuentran a
longitudes de onda menores a los 800 nm como se puede observar en la Figura 1.1, lo cual

es esencial para obtener nanoparticulas con tamafios menores a 100 nm segun Pradeep, 2012.
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FIGURA 1.1 Tamafio de nanoparticula en funcién de su forma(Campos, 2015)



La accion bactericida de las nanoparticulas de plata se otorga a la accion de los iones
plata que acttan interfiriendo en la respiracion celular y una vez en el interior de la célula
alteran su sistema enzimtico inhibiendo su metabolismo y produccion de energia
modificando su material genético, provocando que el microorganismo pierda toda capacidad

de crecer, reproducirse y por consiguiente su muerte (Fernandez T. , 2017).

Las nanoparticulas de plata presentan propiedades Opticas gracias a la oscilacion
colectiva de los electrones libres con la radiacion electromagnética, para lo cual el campo
eléctrico generado por la radiacién induce la formacion de un dipolo, que ocasiona una
fuerza en la nanoparticula que compensa el dipolo generado, el producto este fendmeno se
manifiesta con el color caracteristico que presentan las disoluciones coloidales de las
nanoparticulas, esto se conoce como resonancia de los plasmones de superficie (Monge,
2009).

1.41 APLICACIONES

La actividad microbiana es la propiedad principal que permite la elaboracion de
productos con nanoparticulas de plata, esto gracias a la accion de los iones plata que poseen
efectos inhibidores y bactericidas ademas que su forma y tamafio permiten su accién de

manera mas efectiva (Pal, Kyung, & Myong, 2012).

La nanoparticulas de plata se han aplicado en varios campos de la ciencia siendo la
medicina donde se han utilizado ampliamente, para la elaboracién de apositos de heridas,
dispositivos anticonceptivos, instrumental quirdrgico, prétesis 6seas, entre otros (Cheng et
al., 2004; Cohen et al., 2007). Se ha demostrado también que las nanoparticulas tienen efecto
bactericida sobre ciertas bacterias como por ejemplo: Esterichia coli, Vibrio cholera y
Pseudomonas aeruginosa, inclusive se han evaluado el efecto de la concentracion de las
nanoparticulas de plata en los farmacos que son utilizados contra el tratamiento de

enfermedades dirigidas a células u 6rganos (Carr, Wlodkowski, & Rosenkranz, 1973).

Un caso particular se muestra en el estudio realizado por Elechiguerra et al, 2005
sobre el tratamiento in vitro de las nanoparticulas de plata con el VIH, donde se pretende

inhibir la capacidad del virus para unirse a las células huésped (Elechiguerra, y otros, 2005).
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Dentro de otros campos de aplicacién de las nanoparticulas de plata se encuentra la
industria textil para la elaboracion de prendas de vestir, que gracias a la introduccion de las
nanoparticulas en fibras sintéticas o naturales consiguen una potenciacion de la actividad
i6nica. En la industria alimenticia, principalmente en la agricultura y envasado de alimentos,
donde las nanoparticulas se emplean para prolongar su conservacion, pues su poder
bactericida impide la proliferacion de hongos fitopatogenos, eliminando hasta en un 90% el
crecimiento de microrganismos, ademas en la purificacion del agua, productos cosméticos,
materiales de construccion, electrénica, entre otros. En fin, un sin nimero de aplicaciones
que abarcan muchos campos y que son aprovechados al maximo principalmente para

mejorar los productos y aumentar la produccion (Avalos, Haza, Mateo, & Morales, 2013).

1.4.2 TOXICIDAD DE NANOPARTICULAS DE PLATA

La administracion de nanoparticulas de plata al cuerpo humano puede darse por
contacto dérmico, via oral, inhalacion o circulacién sanguinea. Los niveles de toxicidad
estudiados en ratas por Hyun el al. 2008, muestra una influencia bioldgica insignificante en
la mucosa respiratoria (0.5-61 ug/m?) por inhalacién, no se encontré restos de plata en
pulmones ni en cavidad nasal. En un estudio realizado por Lee, et al. 2012 sobre la
exposicion de los trabajadores que fabrican nanomateriales expuestos a concentraciones de
0.35-0.35 (g/m?3), se encontré a penas restos de 0.0135-0.034 (mg/m3) en la sangre y 0.043
(g/m3) en la orina con lo que no afecta considerablemente su salud. En cuanto al contacto
dérmico, el riesgo de absorcidn percutanea es bajo y que el uso de hilos de sutura y fibras
textiles no presenta evidencia de aumento de plata en la sangre o acumulacién. Los riesgos
toxicos por ingestion son bajos no existen precedentes alarmantes de intoxicacion ni
acumulacion (Fernandez T., 2017), sin embargo se deberia analizar su efecto en el estbmago,
pues al tener un pH acido provoca liberacion de iones plata causando el ciclo toxico de las

nanoparticulas dentro de las células en la actividad antimicrobiana (Domenech, 2017).

En cuanto a los dafios ambientales, puede haber contaminacion por reacciones de
oxidacion que produce la liberacion de iones plata, si estos llegaran a combinarse con iones
como el sulfuro o el cloruro causarian deterioro del sistema acuético, sin embargo no existen

precedentes de este tipo de contaminacion. (Domenech, 2017).
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No se ha establecido una normativa para el uso de nanoparticulas en productos
alimenticios, textiles, farmacéuticos y cultivos, debido a que los niveles de toxicidad son
relativamente bajos, esto se debe relacionar directamente al método de sintesis empleado, el
tamafio de nanoparticula, la presencia o ausencia de agentes estabilizantes, los diferentes

organismos y células de cultivo (Avalos, Haza, Mateo, & Morales, 2013).

1.43 METODOS DE SINTESIS

La preparacion de nanoparticulas de plata son de interés por sus distintas propiedades
las cuales dependen del tamafio, forma y dispersion que son controladas por el proceso de
sintesis, asi la obtencién de nanoparticulas de plata se puede realizar a través de métodos
fisicos, entre los que figuran procesos de ablasion laser o molienda y la evaporacion-

condensacién; y por varios métodos quimicos y biolégicos (Guzman, Dille, & Godet, 2009).

En el caso particular de los métodos quimicos, se emplean procesos de reduccién,
técnicas electroquimicas y fotoquimicas; siendo el método de reduccion quimica el mas
usual, donde se emplea comdnmente una sal de un metal noble como por ejemplo el nitrato
de plata, aunque puede usarse también otros compuestos como acetatos o complejos
organometalicos de diaminoplata. El objetivo com(n para la formacion de nanoparticulas de
plata es que cada cation Ag*, se reduce ganando un electron para convertirse en Ag°
(Camacho & Deschamps, 2013).

La sintesis de nanoparticulas en disolucion permiten obtener un control preciso sobre
el tamafio y la forma de las nanoparticulas con lo cual se pretende obtener poblacién de
particulas monodispersas que presenten propiedades determinadas. En este proceso es
esencial que exista: precursor metalico, agente reductor y agente estabilizante, que influyen
principalmente en la morfologia de las nanoparticulas (Monge, 2009). Este tipo de
reacciones presentan un alto potencial de reduccion haciendo posible la obtencion de
suspensiones acuosas Yy alcoholicas sin la ayuda de agentes estabilizantes, ademas inhiben la
agregacion gracias a la presencia de dobles capas eléctricas de baja fuerza idnica alrededor

de las nanoparticulas (Martinez, Zufiiga, Sdnchez, & Lafarg, 2013).
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Existen dos etapas diferentes en el mecanismo de formacion de nanoparticulas de
plata y corresponden a la nucleacion y al crecimiento. En la etapa de nucleacion se requiere
una alta energia de activacion para la formacion de los ndcleos respectivos, por otro lado y
en inversa se requiere menor energia para que se dé el proceso de crecimiento (Mubayi,
Chatterji, Rai, & Watal, 2012), por lo tanto la velocidad con la que se producen sera
importante para determinar el tamafio y la forma ya sea cristalina si el proceso se da en
condiciones Optimas logrando obtener reordenamiento de atomos o amorfa cuando no lo
existe (Zanella, 2012), Este proceso de manera esquematizada se puede observar en la Figura
1.2

Nucleacion Crecimiento

®
Agente @ @
Nitrato de reductor , OO @ (gb C%

plata Disolvente ] @ (% @

Atomos de plata libres Nanoparticulas de plata

FIGURA 1.2 Mecanismo de formacion de nanoparticulas de plata por el método de
reduccion quimica, a partir de una sal metalica (Zanella, 2012)

Ademas, el tamafio de las nanoparticulas se pueden modificar variando parametros
como: la concentracion del precursor metélico que permite aumentar o disminuir la distancia
de difusién para lograr tamafios de particulas variados, pH que ayuda a la desprotonacién de
iones presentes en el agente reductor necesarios para la reduccion de iones plata, temperatura
que ayuda al control de la dispersion en el tamafio, agitacion que mejora la formacion de
nacleos en la solucién aumentando su distribucion, agente reductor para lograr estabilizacion

y recubrimiento eficaz de las nanoparticulas, entre otros (Zanella, 2012).

El método de reduccidn quimica mas empelado es aquel en el que se utiliza como
precursor el nitrato de plata y como agente reductor el borohidruro de sodio conocido como
método Creighton, que si bien permite obtener nanoparticulas de plata estables y con tamafio
y morfologia adecuada, su nivel de toxicidad es considerable al igual que la contaminacion
ambiental que representa (Camacho & Deschamps, 2013). Por tal motivo, se ha optado por
reemplazarlo por extractos de plantas, a través de los cuales se obtienen dispersiones

coloidales estables (Flores, 2014). Este método considerado como una “sintesis verde”,
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representa una alternativa muy interesante, pues evita el empleo se reactivos quimicos
toxicos (Neira, 2015) y permite controlar el tamafio de las nanoparticulas variando la
concentracion del extracto vegetal sin necesidad de utilizar agentes surfactantes o
estabilizantes que inclusive resulta efectivo econdmicamente. (Devaraj, P, Aarti, &
Renganathan, 2013).

Este método de sintesis aprovecha los metabolitos de las plantas que actian como
agentes reductores y estabilizantes, puesto que se pueden encontrar alcaloides, enzimas,
aminoéacidos, alcoholes, terpenoides, polifenoles, flavonoides, glucidos, entre otros que
difieren por su caracter quimico, estructura y concentracion, podrian ser considerados como
los posibles responsables de la formacion de las nanoparticulas (Martinez, Zufiiga, Sanchez,
& Lafarg, 2013). Adicionalmente se crea un efecto sinérgico entre las propiedades
antimicrobianas de la plata, con los beneficios antibacterianos, antivirales, antiflamatorios,
antiulceras, cicatrizantes, entre otros, que brindan las plantas (Romero, Dominguez, &
Guzman, 2014).

1.5 SENSITIVA

La plata sensitiva conocida como Mimosa albida, pertenece a la familia de las
Fabaceas cuya taxonomia se puede apreciar en la Tabla 1.1 0 a su vez en el Anexo 1. Esta
familia es considerada una de las mas numerosas que agrupa distintos tipos de especies como
arboles, arbustos, lianas y plantas herbaceas, de extensa distribucion mundial. Muchas de
ellas son empeladas en varios campos dentro de los cuales podemos mencionar: forrajero,
alimenticio, medicinal, ornamental, entre los comunes (Cabreba, 2006).

TABLA 1.1 Taxonomia de la planta sensitiva (Mimosa albida)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabécea
Género: Mimosa

Especie: Mimosa albida
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La sensitiva pertenece al género Mimosa el cual representa el género mas importante
de las Mimosaoideae, pues comprende alrededor de 500 especies de las cuales el 90% se
encuentran en el continente americano, principalmente en Sudamérica; sin embargo por la
ausencia o dispersion de la informacidn etnoboténica, las especies de este género no han sido
consideradas como un recurso natural importante. A pesar de ello su uso tradicional entre
culturas es muy reconocida por sus diversos usos en medicina tradicional como por ejemplo:
para el tratamiento de problemas del corazon, infecciones, migrafa, insomnio, fiebre,
dolores de higado, tos, contra el reumatismo y fatiga, dolores de rifién y heridas,

principalmente (Cabreba, 2006).

La sensitiva (Mimosa albida) es una planta nativa de la provincia de Imbabura,
especificamente de la ciudad de Ibarra, se la puede encontrar en la zona conocida como
Loma de Guayambillas (Encarnacion, 2013). Son arbustos trepadores, con abundantes
espinas encorvadas, hojas pecioladas sensibles al tacto, con unas cabezuelas globosas de

color violeta que se pueden apreciar en la Figura 1.3 (Yandun, 2015).

FIGURA 1.3 Planta sensitiva (Mimosa albida)

Sus usos medicinales son similares a los mencionados para el género mimosa, los
cuales se ven relacionados con la presencia de compuestos quimicos denominados

metabolitos secundarios.

Los posibles metabolitos secundarios identificados en el tamizaje fitoquimico segun
el estudio de Quezada, 2015 menciona la presencia en forma general de: taninos que le dan

la propiedad de analgésico, cicatrizante y antibacterianos, azucares reductores como
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antioxidante, flavonoides como analgésico, desinflamatoria y cicatrizante, triterpenos,

esteroides, antocianidinas, saponinas como anticoagulante (Gueno, 2010).

Si bien los estudios sobre este género no han sido profundizados se puede relacionar
su composicion guimica con especies del género similar asi podemos mencionar: Mimosa
pudica que presenta alcaloides, esteroides, triterpenos, taninos, naftaquinonas, saponinas y
flavonoides (Arrollo, 2010). Mimosa tenuiflora que contiene: taninos, saponinas, alcaloides,
lipidos, fitoesteroles, glucésidos y xilosa (Camargo, 2000). Dentro de los cuales los taninos
importantes en ambas plantas mencionadas corresponden al acido galico y al galato de etilo;
apigenina, quercetina y canferol como flavonoides de interés; saponinas triterpénicas y
chalconas en el grupo de saponinas; y una serie de glacidos como azucares reductores
(Cabreba, 2006).

1.6 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o “screening” fitoquimico, es una serie de pruebas
cualitativas que permiten determinar los principales grupos quimicos de una planta, a los
cuales se denomina metabolitos secundarios, llamados asi por no ser parte vital de los tejidos
de las plantas, pues no intervienen en su crecimiento y desarrollo (Ringuelet & Vifa,

Productos Naturales Vegetales, 2013).

El tamizaje fitoquimico comprende el tratamiento de los extractos vegetales con
reactivos que dan lugar a la produccién de colores o precipitados caracteristicos, mediante
el uso de solventes apropiados. Existen varios metabolitos secundarios, por lo que es esencial
una técnica en especifico para su identificacion que a continuacion se pueden apreciar en la
Tabla 1.2 (Martinez, 2001).

TABLA 1.2 Ensayos correspondientes al tamizaje fitoquimico para identificacion de
metabolitos secundarios

Ensayo Metabolito secundario
Sudan Aceites y grasas
Liebermann-Buchard Triterpenos/ Esteroides
Espuma Saponinas
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Ninhidrina

Aminoacidos libres

Mayer y Wagner / Dragendorff

Alcaloides

Ensayo Metabolito secundario
Baljet Cumarinas

Fehling Az(cares reductores
Cloruro Férrico Polifenoles/ Taninos
Borntrager Quinonas

Shinoda Flavonoides

Fuente: Martinez, 2001

La polaridad de los compuestos a identificar es esencial para la seleccidn correcta del

disolvente, es asi que los solventes fuertemente polares disuelven solutos i6nicos o altamente

polares, mientras que los solventes poco polares disuelven de manera eficiente a los solutos

de baja polaridad (Ringuelet & Vifia, Productos Naturales Vegetales, 2013). Es asi que en el

tamizaje fitoquimico se emplean solventes de extraccion selectivos de distinta polaridad que

presenten afinidad con el metabolito a identificar, siendo los méas usuales:

)

¢+ Extracto etéreo, es un solvente de tipo no polar en cuya estructura predominan

las uniones quimicas C-C, aqui se destaca principalmente el éter de petrdleo.

Este extracto contiene compuestos liposolubles como: materia grasa, aceites

esenciales, esteroles, carotenoides, alcaloides.

«+ Extracto alcohdlico, cuyo solvente corresponde a alcoholes de bajo peso

molecular como metanol y etanol. Se destacan por la presencia de uniones

interatomicas y la presencia de grupos funcionales polares (hidroxilo). Este

extracto contiene taninos, flavonoides, quinonas, cumarinas, aminoacidos

libres.

+«+ Extracto acuoso, cuyo solvente es el agua, su principal caracteristica es poder

formar uniones de tipo puente de hidrogeno. Este extracto contiene

compuestos hidrosolubles como saponinas, azlcares, flavonoides, taninos,

vitaminas hidrosolubles, glucosidos.
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El método de extraccion desarrollado en el presente estudio se realiza por via acuosa,
por lo tanto los ensayos del tamizaje fitoquimico de interés son: Shinoda (flavonoides),

Cloruro férrico (taninos-polifenoles), Fehling (azlcares reductores).

1.7 POLIFENOLES

Los polifenoles son metabolitos secundarios que se caracterizan por su amplia
distribucion en la naturaleza. Estructuralmente puede tener uno o mas grupos hidroxilo
(-OH) unidos a uno o mas anillos bencénicos como se muestra en la Figura 1.4 (Cartaya &
Reynaldo, 2001), la presencia de grupos —OH le confieren al polifenol la habilidad de actuar
como donante de un atomo de hidrégeno o como donante de un electron y a ello se debe las
propiedades farmacoldgicas que se le atribuyen: cicatrizante, antibacteriano, antioxidante,
antiinflamatorio. Por su reactividad se puede combinar con acidos organicos, moléculas de
azucar o unirse entre si para formar polimeros (Martinez A. , 2015). Los polifenoles de
mayor importancia son: acidos fendlicos, cumarinas, fenoles libres, cumarinas, lignanos,
xantonas, quinonas, flavonoides y taninos (Flor & Parra, 2017). Siendo estos ultimos de

interés en el presente estudio.

HO
OH

HO O

OH

I
OH 4

FIGURA 1.4 Estructura quimica de un polifenol (quercetina) (Flor & Parra, 2017)

1.71 TANINOS

Los taninos son polifenoles de alto peso molecular, son sustancias amorfas, no
cristalizables, solubles en agua y alcohol. Su estructura comprende la combinacion de un
fenol con un azlcar. Con respecto a sus estructuras moleculares tenemos: taninos
hidrolizables y condensados (no hidrolizables). Los taninos hidrolizables conocidos como

pirogalicos son ésteres de acidos aromaticos carboxilicos derivados de acido galico.
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Mientras que los taninos condensados o catecolicos son estructuras de flavonoides (Jiménez

& Lazo, 2005), como se puede apreciar en la Figura 1.5.

COOH

OH
HO O _\\\@
i OH

oK

OH

Estructura de tanine hidrolizable

(pirogdlice). Acide galice

Estructura de un tanine condensado

[catecélico).

FIGURA 1.5 Estructura de tanino hidrolizable (acido galico) y estructura de tanino

condensado (flavan-3-ol). (Jiménez & Lazo, 2005)

Los taninos hidrolizables presentan una amplia aplicacién por lo que son los de

mayor interés. Gracias a su propiedad de formar complejos solubles e insolubles con las

proteinas, es utilizado como cicatrizante es asi que al formar “costras” en la piel detiene el

sangrado creando un medio “seco” impidiendo el desarrollo de bacterias. Ademas al

precipitar con proteinas se tornan resistentes a la enzima proteolitica dandoles la propiedad

de astringentes. Finalmente la presencia de grupos (-OH) le permiten actuar como

antioxidantes y antiinflamatorio (Alvarez & Lock, 1992).

1.8 METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE POLIFENOLES

En la actualidad, se han desarrollado dos técnicas para la cuantificacién de

polifenoles y son: el método de Folin Ciocalteu y el método de Price y Butler, los cuales se

fundamentan en reacciones de éxido reduccion.

% EI método de Price y Butler, se fundamenta en la oxidacion del ion fenolato,

mientras que el ion férrico se reduce a ion ferroso que se detecta mediante la

formacion de un complejo azul con el reactivo ferricianuro de potasio. El

complejo formado se conoce como azul de Prusia. La intensidad de color

obtenida es la que se determina espectrofotométricamente a 720 nm vy el
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contenido de fenoles totales se lo expresa en equivalentes de acido galico o
de &cido tanico (Ricco, Agudelo, & Wagner, 2015).

% El método de Folin Ciocalteu, el cual es el mas empleado, permite la reaccion
del ion fenolato con agentes oxidantes como lo son los componentes del
reactivo de Folin Ciocalteu el cual es una mezcla de tungstato sodico y
molibdato sodico (mezcla amarilla) (Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2009),
que a pH bésico da una coloracién azul intenso producto de la reduccién del
complejo fosfomolibdico- fosfotingstico en 6xidos debido a la transferencia
de electrones, siendo asi una reaccion redox cuyo mecanismo se puede
apreciar en la Figura 1.6. La intensidad de color obtenida es la que se
determina espectrofotométricamente a 765 nm y el contenido de fenoles
totales se lo expresa en equivalentes de acido galico (Gutiérrez, Ortiz, &
Mendoza, 2008).

HO HO
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FIGURA 1.6 Mecanismo de accion del método de Folin Ciocalteu (Garcia, Ferndndez, &
Fuentes, 2009)

1.9 CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos Ilamados también azlcares reductores son compuestos organicos
polihidroxilados que presentan en su estructura un grupo aldehido o cetona como se observa
en la Figura 1.7. Son incoloros e inodoros, presentan sabor dulce y son solubles en agua. Se
los encuentra en la naturaleza como monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos. Sus propiedades quimicas se deben a las funciones aldehido y cetona libre
(alta reactividad del grupo carbonilo) capaces de reducir facilmente soluciones alcalinas de
sales metélicas. Se clasifican en dos grupos: los no reductores y los reductores. Pertenecen
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a este Gltimo grupo todos los monosacéaridos y la mayoria de disacaridos, los cuales poseen

al menos un grupo hidroxilo (-OH) y que dan positivo ha: reaccion de Benedict, reaccion de

Maillard, reactivo de Tollens y Fehiling permitiendo su identificacion (Toledo, 2013).

CH,OH

H OH
FIGURA 1.7 Estructura de la glucosa (Toledo, 2013)

1.10 METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE AZUCARES
REDUCTORES

Existen diversos métodos colorimétricos empleados para la cuantificacion de

carbohidratos, que se basan principalmente en la capacidad reductora de los azlcares,

algunos de estos métodos se describen a continuacion:

X/
A X4

K/

Método Eynon-Lane, es un método volumétrico en el cual los carbohidratos
en medio alcalino reducen el ion clprico (Cu?*) a ion cuproso (Cul*), el
cual forma un precipitado rojo ladrillo. Este método emplea azul de metileno
como indicador, el cual se decolora en el fin de la titulacion indicando la

reduccion del cobre (Rivero, 2013).

Método de Dubois (fenol-acido sulfirico), consiste en la reacciéon de
carbohidratos en presencia de acido sulfurico y fenol, a partir del cual se
obtienen derivados del furano que al condensarse producen compuestos
coloridos  amarillo-naranja, permitiendo su  cuantificacion  por
espectrofotometria UV-Vis cuya absorbancia se mide a 492 nm. La hidrdlisis
acida que se produce permite la reduccion de oligosacaridos y polisacaridos
en azUcares simples (monosacaridos). Es un método ampliamente utilizado
pues es sencillo, rapido, sensible a bajos niveles de azlcar (5 ug), no existe

interferencia con proteinas y la coloracion es estable a 24 horas (Capelo &
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Pérez, 2011). Por tal motivo es el método seleccionado para la identificacion

de azucares en el presente estudio.

% Método de Miller, consiste en la reaccion de los azlcares reductores con el
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) en presencia de calor, desarrollandose una
coloracion café, cuya absorbancia se mide a 540 nm (Avila, Rivas,
Hernandez, & Chirinos, 2012).

1.11 MECANISMO DE FORMACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA A
PARTIR DE EXTRACTOS VEGETALES.

El contenido de metabolitos secundarios presentes en la planta es muy variado, existe
la presencia de polifenoles (flavonoides, taninos), saponinas, azlcares reductores, entre
otros, que presentan grupos quimicos en comun correspondientes al grupo hidroxilo (-OH),
cetona y aldehido, los cuales les permiten actuar como agentes reductores en la formacion
de nanoparticulas, esto depende de su concentracion en la planta y de los parametros de
sintesis mencionados anteriormente. El grupo fendlico es capaz de unirse a un metal (Ag™)
el cual resulta de la disociacion del nitrato de plata (sal precursora) proporcionando
estabilidad. El extracto de la planta proporciona proteinas y enzimas a la solucién de nitrato
de plata en la que los iones plata se combinan formando un complejo, con la reduccion del
ion plata (Ag*) a ion plata (Ag°) y por consiguiente la respectiva formacion de la
nanoparticula (Jafar, y otros, 2017). EI mecanismo de reaccion se puede apreciar en la Figura
1.8.
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FIGURA 1.8 Mecanismo de formacion de nanoparticulas de plata con polifenol como
agente reductor (Jafar y otros, 2017)
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 PREPARACION DEL EXTRACTO

El material vegetal correspondiente a las hojas de sensitiva (Mimosa albida), se
recolectaron en la Loma de Guayambillas ubicada en la Provincia de Imbabura,
especificamente en la ciudad de Ibarra. Se lavaron con agua corriente y agua destilada en el
laboratorio, luego se secaron a temperatura ambiente durante 48 horas; la muestra seca fue
triturada en un molino hasta obtener un polvo fino. La preparacion del extracto se realiz6 en
medio acuoso agregando 20 mL de agua destilada a 1 gramo de muestra seca triturada, y se
Ilevé a agitacion constante por 30 minutos a 60 + 1 °C, posteriormente se centrifugo, filtro

y almacend el extracto a 4°C para analisis posteriores.

2.2 OPTIMIZACION DE LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE
PLATA

Los parametros de optimizacion del proceso de sintesis corresponden a: temperatura,
tiempo, cantidad de extracto, concentracion de nitrato de plata y pH. Para evaluar cada
pardmetro se sigui6 el protocolo propuesto por Bodaiah et al. (2016) y Willy et al. (2014)
donde se controlan las variables propuestas, ademas se tomaron cinco valores de referencia
para optimizar cada parametro; las pruebas para cada uno de ellos se realizaron por separado
con modificaciones en una sola variable. Los valores tomados para cada parametro se pueden

observar en la Tabla 2.1
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TABLA 2.1 Parametros para la optimizacion de la sintesis de nanoparticulas de plata

Temperatura | Tiempo (min) | Volumen de | Concentracion pH
(°C) extracto (mL) | de nitrato de
plata (mM)
25 10 1.0 0.5 7
30 20 1.5 1.0 8
40 30 2.0 2.0 9
50 40 2.5 3.0 10
60 50 3.0 5.0 11

2.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA OPTIMIZADA

Se tomaron 20 mL de una solucién de nitrato de plata 1 mM, la cual fue preparada a
partir del reactivo Merck 99.9% de pureza. A esta solucion se le afiadi6 gota a gota 2 mL del
extracto de las hojas de sensitiva (Mimosa albida). Posteriormente se reguld el pH a 8
afiadiendo de 3 a 4 gotas de hidroxido de sodio 1%. La mezcla resultante se llevo a agitacion
constante durante 50 minutos a una temperatura de 60°C + 1°C. La solucion final se

almacend en frascos &mbar y se almacend a 4°C para posteriores analisis.
24  CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA
Las nanoparticulas de plata se caracterizaron por:
% Espectroscopia UV-Vis: estimacion de formacion de nanoparticulas de plata.
¢+ Analisis TEM para confirmar el tamafio de las nanoparticulas de plata sintetizadas.

% Andlisis SEM-EDX para determinar el anélisis elemental de las nanoparticulas de

plata sintetizadas.
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2.4.1 ESPECTROSCOPIA UV-Vis

La espectrofotometria UV-VIS es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. Para lo cual las moléculas absorben radiaciones
electromagnéticas en el rango ultravioleta-visible que va aproximadamente de 195-200nm y
400-780 nm respectivamente, provocando el salto de un electréon a un nivel superior de

energia, lo cual se conoce como excitacion electrénica (Diaz et al, 2010).

Para realizar este tipo de medidas se emplea un espectrofotémetro, equipo en el cual
se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por la solucion con el fin de

medir la cantidad de luz absorbida por la misma (Diaz et al, 2010)

Un espectrofotdmetro se compone principalmente de: selector de longitud de onda
que por lo general es un monocromador que permite la dispersion de la luz en diferentes
angulos para la seleccion de una longitud de onda especifica. Detector de radiacion, cuya
funcidn es convertir la sefial radiante en sefial eléctrica. Fuente de radiacion que emita un
espectro continuo, cuyo haz debe ser homogeneo y generar ruido en minimas cantidades, las
més empleadas por estas caracteristicas son la ldmpara de hidrogeno y deuterio para la region
ultravioleta y las lamparas de filamento de wolframio o de arco de xendn en la regién visible.
Un portador de muestra, basicamente para colocar la muestra, cuyo material debe ser de
cuarzo o silice para el paso del haz de luz ultravioleta, y de plastico o vidrio para el paso de
luz visible. Finalmente el procesador de sefial que emite los resultados en espectros. (Skoog,
Holler, & Neiman, 2001). El esquema general se puede apreciar en la Figura 2.1.
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FIGURA 2.1 Esquema de espectrofotometro de haz sencillo (A) y de doble haz (B)
(Sorgob, 2004)

Existen limitaciones en el uso de la espectrofotometria UV-Vis que se asocian a
desviaciones quimicas como consecuencia de cambios de concentracién o cuando las
especies absorbentes experimentan disociacion, asociacion o reaccién con el disolvente,
originando productos con caracteristicas absorbentes distintas de las del analito, lo cual
dificulta su lectura a la longitud de onda determinada provocando picos desplazados a
longitudes de onda mayores, no es posible analizar fases cristalinas que permiten determinar
el tamafio exacto de las nanoparticulas, ademas la dispersion de la luz por parte del
monocromador se da en diferentes angulos y no en angulo determinado por lo que la
seleccion de longitud de onda se torna menos precisa (De Lamo Santamaria, 2015). Sin
embargo en la presente investigacion se emple6 la técnica para asegurar la formacién de las

nanoparticulas, su estudio se amplio incluyendo otros andlisis instrumentales.

En la region UV-Vis, se pueden identificar los compuestos organicos altamente
conjugados responsables de la coloracion de la solucién que corresponde a la longitud de
onda que se transmite pero que no se absorbe y respecto a esto se puede identificar el méaximo
de absorcidn caracteristico de cada material. (Martinez & Peérez, 2009). En el caso de los

compuestos inorganicos se debe a la teoria de bandas del material.
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Dentro de los conceptos mas relevantes y de interés que se manejan en la
espectrofotometria Uv-Vis se encuentra la transmitancia y la absorbancia. Cuando una
cantidad de luz incidente sobre un cuerpo traslucido y esta disminuye su intensidad debido
a las interacciones entre los fotones y las particulas absorbentes de la muestra, se habla de

Transmitancia (T) (Valladares, 2004) y se expresa segun la formula:

%T = 2+ 100
TP

0
(2.1)

Donde:

P, = Intensidad de luz emergente

P = Intensidad de luz incidente

Mientras que la absorbancia se conoce como el logaritmo negativo en base 10 de la

Transmitancia, segun la formula:

A = _logloT
2.2)

Segun la ley de Lambert-Beer, se puede determinar de manera cuantitativa la
concentracion de las especies absorbentes en solucion. Es asi que a mayor cantidad de luz
absorbida por el cuerpo, mayor sera su absorbancia y menor la cantidad de luz transmitida

(Herndndez & Gonzalez, 2002). Segun la formula:

A=¢exbx*c
(2.3)
Donde:
A= absorbancia
€= absortividad molar (L/mol*cm)
b= longitud de camino optico (cm)

c= concentracion molar (mol/L)

Como una interesante propiedad de las nanoparticulas metéalicas destaca la presencia
de plasmones de superficie localizados (LSPR), que se refiere a las oscilaciones grupales de
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los electrones en volimenes muy pequefios, lo cual facilita la interaccion. Sin embargo esta
interaccion depende ampliamente del tamafio, forma, cristalinidad y naturaleza quimica de
las nanoparticulas, inclusive del medio de formacion donde los pardmetros a controlar como
temperatura, intensidad de agitacion, pH, fuerza idnica, etc deben ser rigurosos para lograr
obtener un tamarfio apropiado de nanoparticula asegurando la formacion de los plasmones
superficiales (Cruz, Rodriguez, Lopez, Herrera, & Creus, 2012), que se puede apreciar en la

Figura 2.2.

Campo electromagnético

FIGURA 2.2 Resonancia de los plasmones superficiales

Esta propiedad se presenta gracias al tamafio de particula de las NPs, que se da por
que la proporcion de atomos en la superficie es mayor a la cantidad de 4&tomos en el interior
de metal, cuya interaccion produce ondas electromagnéticas evanescentes que presentan un
méaximo de absorcién en el rango de 390-420 nm, perfeccionando su forma esférica y tamafio

en la longitud de onda de los 400 nm (Santorum, 2017)

2.4.1.1 INSTRUMENTACION

Se utilizd un espectrofotometro de doble haz Cary 60 marca Agilent Technologies
como se observa en la Figura 2.3, para el anlisis de nanoparticulas de plata. El intervalo de
longitud de onda empleado fue de 350 a 800 nm con resolucion de 1 nm. Se utiliz6 agua
destilada como blanco para la correccién de la linea base (background). Mediante la

aplicacion Scan y el software Cary WinUV 3.1 se analizaron los datos obtenidos.
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FIGURA 2.3 Espectrofotometro Uv-Vis, Carry 60

2.4.1.2 PREPARACION DE MUESTRA

Las soluciones coloidales obtenidas del proceso de sintesis fueron diluidas en porcién
1:10 con agua destilada. Se colocé la solucion en celdas de poliestireno de 1 cm de camino
optico.

2.4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

El microscopio de transicion, TEM (Transmission Electron Microscopy) por sus
siglas en inglés, es un instrumento que aprovecha los fendmenos fisico-anatomicos que
resultan de la colision de un haz de electrones acelerados con la muestra (Peris, 2005),
durante la colision parte de ellos rebotan y otros atraviesan la muestra, esto se da en funcion

del grosor y del tipo de a&tomos que la componen (Raisman & Gonzéalez, 2013).

Los electrones difractados que atraviesan la muestra son enfocados y dirigidos a
campos que son creados por las lentes magneticas para generar un difractograma, con lo cual
se obtiene una imagen de alta resolucion aproximadamente 0.23 nm (Peris, 2005), ademas
que permite focalizar la estructura interna de la muestra asi como el tamafio y distribucién
de particulas que la componen, su red cristalina, interfaces y defectos puntuales de la red

atomica (Fernandez, 2011).

La penetracion de los electrones es en funcién del grosor y del tipo de atomos que

conforman la muestra, por tal motivo su preparacion es imprescindible. Todas las técnicas
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de preparacién deben lograr obtener una muestra con secciones finas menores 100 nm
(Fernandez, 2011), con el fin de afectar en lo minimo su estructura original y que la colision
sea efectiva. Las muestras pueden ser en polvo o sélidas y de distintos materiales inclusive

material biolégico (Raisman & Gonzélez, 2013).

Los componentes principales del microscopio de Transmision TEM se aprecian en
la Figura 2.4 y son los siguientes: cafion de electrones, lentes magnéticas, sistema de vacio,

placa fotogréfica o pantalla fluorescente y sistema de registro (Fernandez, 2011).

+«+ El cafndn de electrones: genera el barrido electrénico que chocan o traviesan
el espécimen proporcionando la imagen resuelta.

% Lentes magnéticas: produce campos magnéticos que enfocan el haz de
electrones.

+«+ Sistema de vacio: emplea bajas presiones generando un vacio casi total, con
el fin de conseguir un flujo constante de electrones sin que sean afectados por
moléculas de aire que los puedan desviar.

+ Placa fotografica o pantalla fluorescente: es aquella que se coloca detras del
objeto que se va a visualizar permitiendo registrar la imagen aumentada.

+«»+ Sistema de registro: por lo general un computador en el que se visualiza la

imagen creada por los electrones.
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FIGURA 2.4 Esquema de un microscopio TEM (Peris, 2005)

2.4.2.1 INSTRUMENTACION
El analisis TEM fue realizado por el Centro Nacional de Nanotecnologia
(CENCINAT) de la ESPE en el microscopio electronico de trasmision FEI Tecnai G2 marca
Spirit Twin a un voltaje de 80 kV.

2.4.2.2 PREPARACION DE MUESTRA

Las nanoparticulas en solucién coloidal fueron enviadas en un frasco ambar rotulado
al CECINAT para su analisis.
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2.43 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM-EDS)

El microscopio electronico de barrido, SEM (Scanning Electron Microscopy) por sus
siglas en inglés, sustituye al haz de luz por un haz de electrones lo que permite obtener una
imagen de alta resolucion (~3 -20 nm dependiendo del quipo), gracias al mayor enfoque
hacia las dimensiones y area de la muestra permitiendo determinar su composicién quimica
y estructura cristalina, por tal motivo esta técnica es utilizada para estudiar nano y

microestructuras (Pineda, 2013) .

Las muestras a analizar en el SEM deben ser sélidas y conductoras, caso contrario se
opta por recubrir la muestra con una capa de carbén o de algun metal (oro-plata), proceso
denominado sputtering o pulveracién catddica (Santorum, 2017). Estas propiedades son
importantes para poder trabajar con altos vacios que permitan que el haz de electrones llegue
a la muestra sin desviaciones causadas por moléculas de aire, es decir que permita tener un
haz uniforme de electrones que amplifiquen la imagen mejorando su calidad (Cabrera,
2006).

Los componentes principales del microscopio de barrido SEM son los siguientes:
fuente de electrones o cafion de electrones, lentes electromagnéticos y detectores (Labrada

& Pefia, 2001), que se pueden apreciar en la Figura 2.5.
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FIGURA 2.5 Esquema de un microscopio SEM (Labrada & Pefia, 2001)
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La fuente de electrones es responsable de generar el haz de electrones que inciden
sobre la superficie de la muestra (Cabrera, 2006). Esta emision de electrones puede ser por
efecto termoionico que emplea un filamento de tungsteno o hexaboruro de lantano sometidos
a calentamiento y aplicando diferencia de potencial entre el catodo y el &nodo para provocar
la aceleracion de electrones. Mientras que el efecto de campo se aplica un campo eléctrico

intenso y alto vacio que permiten la liberacidn de electrones (Domenech, 2017).

Las lentes electromagnéticas se encargan de dirigir y enfocar el haz de electrones
hacia la muestra con el fin de amplificar la imagen. Esta parte del equipo se compone de un
conjunto de placas mantenidas a un diferente potencial, cada una presenta un orificio en el
centro por donde pasan los electrones generando una curvatura del campo eléctrico

enfocando la imagen (Cabrera, 2006).

Finalmente, tenemos los detectores que captan la sefial emitida por el haz de
electrones, el tipo de detector que se usa depende del tipo de andlisis que se quiera dar a la
muestra. Existen varios tipos, y los mas conocidos son: el detector de electrones secundarios
(SEI), para obtener imégenes de la morfologia y topografia de la muestra. Detector de
electrones retrodispersivos (BEI) para obtener imagenes de la composicién de la superficie
de la muestra. Detector de energia dispersiva (EDS o EDX) para determinar la composicion
elemental de la muestra (Cabrera, 2006), siendo este ultimo de interés en el presente estudio
pues recibe los rayos X procedentes de varios puntos de la superficie de la muestra por donde
incide el haz de electrones, como cada rayo X es especifico de cada elemento facilita el

analisis cualitativo y cuantitativo de los elementos presentes en la muestra (Caballero, 2011).
2.4.3.1 INSTRUMENTACION
El anélisis SEM-EDS fue realizado por Nanoinstrumentos. Para lo cual se empleo el

equipo Phenom Pro X con un voltaje de 10kV. Para el anélisis de datos se utilizo el software
Prosuit-EDS.
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2.4.3.2 PREPARACION DE MUESTRA

Las nanoparticulas en solucion coloidal fueron secadas en la estufa P Selecta 200 a

50°C por 24 horas y luego se colocaron en un pin de carbono para su analisis.

25  TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico emplea una extraccion sucesiva con solventes de polaridad
creciente. Se inicia el analisis en un extracto etéreo, seguido del extracto alcohdlico y
finalmente el extracto acuoso. Es una técnica que permite identificar rapidamente los
metabolitos secundarios, utilizando reactivos apropiados que dan lugar a reacciones de color
y precipitacion (Martinez M. , 2001). En el presente estudio unicamente se realizaron las
pruebas correspondientes a la via acuosa debido a que el extracto inicial de la planta se
prepard en agua destilada. El procedimiento a seguir se basé en el protocolo sugerido por
Martinez, 2010. Con este método se identifico los metabolitos secundarios importantes de la
planta de sensitiva (Mimosa albida) y se verificO su presencia en la solucion final que
contiene las nanoparticulas de plata.

Los ensayos empleados para identificar la presencia de estos metabolitos fueron los

siguientes:

2.5.1 ENSAYO DE CLORURO FERRICO

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos, especificamente taninos
hidrolizables en extractos acuosos. Un tanino hidrolizable es una sustancia amorfa, no
cristalizable, solubles en agua y alcohol. Su estructura comprende la combinacion de un
fenol con un azlcar (Jiménez & Lazo, 2005), lo cual permite la formacién de un complejo
de hierro con indice de coordinacién VI lo cual se observa con un cambio de coloracién a
purpura o verde intenso, esto gracias a la oxidacion del fenol y reduccion de reduccion de

Fe?* (ion ferroso) a Fe3* (ion férrico) (Flor & Parra, 2017).

Para el reconocimiento de taninos, se tomd una alicuota del extracto (2mL), a la cual
se afiadid acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de la solucién de cloruro férrico al 5%.

La prueba es positiva cuando presenta una coloracion verde intensa verificando la presencia
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de taninos pirocatecolicos (taninos hidrolizables) y si la coloracién es azul-plrpura la

presencia de taninos pirogalotanicos (taninos no hidrolizables).

2.5.2 ENSAYO DE SHINODA

Este ensayo permite reconocer la presencia de flavonoides, que es un metabolito
secundario soluble en agua, cuya estructura presenta un ndmero variable de grupos
hidroxilos (Cartaya & Reynaldo, 2001). Su identificacion se da gracias a la formacion del
complejo cloruro de magnesio (MgCl,) que es producto de la reaccién de oxidacion del
magnesio metalico por parte del acido clorhidrico concentrado con liberacion de gas
hidrogeno (Flor & Parra, 2017).

Para el reconocimiento de flavonoides, por la prueba de Shinoda, se afiadié 1mL de
acido clorhidrico concentrado y un pedazo de cinta de magnesio a una alicuota (2mL) del
extracto vegetal. Se dejo que termine la reaccion durante 5 minutos, para afiadir 1mL de
alcohol amilico. Se considera prueba positiva cuando la fase de alcohol amilico se colorea

de amarillo, naranja, carmelita o rojo.

2.5.3 ENSAYO DE FEHLING

Este ensayo permite reconocer los azlcares reductores en una muestra. Estas
sustancias quimicas tienen un esqueleto carbonado con un grupo carbonilo que puede ser
aldehido o cetona, ademas de la presencia de grupos hidroxilo. Estos azlcares presentan un
poder reductor que viene dado por la presencia del grupo carbonilo, el cual se oxida a un
grupo carboxilo por una agente oxidante, en este caso el Cobre presente en el reactivo de
Fehling, el mismo que pasa de Cu?*a Cu*. Si fuera el caso de la presencia de azlicares
reductores la prueba resulta positiva con la presencia de un precipitado rojo ladrillo (Aguiar,
Carrillo, Dias, Parrefio, & Vallejo, 2014) .

Para | ensayo aplicado en este estudio se procedid a colocar 2mL del reactivo de

Fehling a la alicuota (2mL) del extracto expuesto a bafio maria por 5-10 minutos.



36

2.6 ANALISIS CUANTITATIVO

Los polifenoles y los azlcares reductores dieron positivas a las pruebas
colorimétricas del tamizaje fitoquimico, en el cual se observd disminucién de color en la
solucion coloidal de nanoparticulas de plata indicando que se ha producido una reaccién
quimica, razén por la cual se optd por cuantificar su contenido antes y después de la reaccion

con el fin de identificar el agente reductor principal.

2.6.1 POLIFENOLES

Los compuestos fenolicos se determinaron cuantitativamente por el método de Folin
Ciocalteu el cual permite medir la coloracion azulada por Espectrofotometria UV-Vis a 765
nm, para lo cual se tomé como referencia el protocolo propuesto por Flor, et al. (2017),
Gutiérrez, et al. (2008) y Garcia, et al. (2009).

2.6.1.1 ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO
GALICO Y PREPARACION DE MUESTRAS.

Se prepar6 una solucién madre de acido galico marca Merck 99% de pureza, de
concentracion 100 mg/L, a partir del cual se prepar6 10 mL de soluciones de concentracién
1,3,5, 7,9y 10 mg/L para la curva de calibracion. Posteriormente se afiadié 250 uL del
reactivo de Folin Ciocalteu, se dejo reposar 2 minutos, a continuacion se coloc6 750 uL de
carbonato de sodio (20 %v/v), se tapd el balon de aforo con papel aluminio y se dejo en
reposo 2 horas a temperatura ambiente. El blanco fue tratado de la misma manera incluyendo
todos los componentes excepto la disolucion de &cido gélico. Finalmente, se midié la
absorbancia a 765 nm en el espectrofotometro UV-VIS, Carry 60 marca Agilent
Technologies. Con los resultados obtenidos se elaboré el grafico de linealidad entre

concentracion de acido galico vs absorbancia.

Para el tratamiento de las muestras se procedié de la misma manera que se indico
para la elaboracion de la curva calibracién incluyendo todos los reactivos excepto la

disolucién de acido galico con los parametros descritos en la Tabla 2.2 Con los datos
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obtenidos se calcul6 la concentracion de polifenoles mediante la ecuacién de la curva de

calibracién del &cido gélico.

TABLA 2.2 Condiciones para preparacion de muestras de extracto vegetal y solucién de
nanoparticulas de plata

Muestra | Volumen de | Solucion coloidal | Volumen de
N. extracto acuoso | de nanoparticulas | aforo (mL)
de sensitiva (mL) | de plata (mL)

2 10 1 10

2.6.2 AZUCARES REDUCTORES

Los azUcares reductores se determinaron cuantitativamente por el método de Dubois
conocido como método fenol- &cido sulfdrico con el que se obtiene una reaccion
colorimétrica por Espectrofotometria UV-Vis a 492 nm. El procedimiento se llevé a cabo
siguiendo el protocolo de Avila, et al. (2012), Lopez, et al. (2017) y Capelo, et al. (2011).

2.6.2.1 ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE
GLUCOSA Y PREPARACION DE MUESTRAS.

Se prepar6 una solucion madre de glucosa de 500 mg/L, a partir de la cual se prepard
10mL de soluciones de concentraciones 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mg/L para la curva
de calibracion. Una vez preparadas las soluciones se tomé 1 mL de cada una de ellas y se las
colocé en diferentes tubos de ensayo a continuacion se agrego gota a gota 2 mL de &cido
sulfarico concentrado y 1mL de fenol al 5%, se enfri6 en un bafio de hielo durante 2 minutos
y se dejo reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente. El blanco fue tratado de la
misma manera incluyendo todos los componentes excepto la solucién de glucosa.
Finalmente, transcurrido este tiempo se midi6 la absorbancia a 492 nm en el
espectrofotdometro UV-Vis, Carry 60 marca Agilent Technologies. Con los resultados

obtenidos se elabor6 el grafico de linealidad concentracién vs absorbancia.
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Para el tratamiento de muestras se siguié el mismo procedimiento aplicado para la
preparacion de la curva de calibracion incluyendo la disolucién de glucosa con los
parametros descritos en la Tabla 2.3 Con los datos obtenidos se calculo la concentracion de

azucares reductores a partir de la ecuacion de la curva de calibracion.

TABLA 2.3 Condiciones para preparacion de muestras de extracto vegetal y solucion de
nanoparticulas de plata

Preparacién extracto vegetal Preparacion Nanoparticulas de plata
Muestra | Disolucion 0.1 | Muestras | Solucion coloidal de | Volumen de
N. extracto acuoso/10 | N. nanoparticulas de plata aforo (mL)
mL agua destilada (mL)
(mL)
1 1
2 1 2 1 10
3 3
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CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSION

31 PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE LA
PLANTA SENSITIVA (Mimosa albida)

El extracto de las hojas de la planta sensitiva (Mimosa albida) se preparé en medio
acuoso en una concentracion de 0.05 g/mL. Al ser una técnica verde el Unico disolvente
empelado fue agua por tal motivo quedo excluido el uso de otros solventes. Para la eleccién
de las condiciones optimas del extracto se probd temperatura, tiempo, cantidad de muestra
seca y estabilidad con las condiciones mencionadas en la Tabla 3.1.

TABLA 3.1 Parametros para establecer las condiciones 6ptimas de la elaboracion de
extracto vegetal de sensitiva (Mimosa albida)

Parametros
Temperatura (°C) | Tiempo (min) | Cantidad de muestra (g)
25 10 0.5
40 20 1
50 30 1.5
60 40 2
70 50 2.5

En funcidn de la temperatura se eligio 60 °C pues a temperaturas inferiores el tiempo
de ebullicion se prolonga y sobre los 60 °C el disolvente tiende a evaporarse al igual que los
compuestos de interés. El tiempo optimo fue 30 minutos, se observo que a este tiempo el
extracto adquiria un color verde-amarillento caracteristico como se observa en la Figura 3.1,
a tiempos inferiores se logro un extracto verde claro y sobre los 30 minutos se tornaba café.
En cuanto a la cantidad de material vegetal seco fue 6ptimo 1 gramo pues con esta cantidad
el extracto mantiene su color caracteristico verde-amarillento, cantidades menores dan
coloracion verde claro y cantidades superiores dan un extracto café lo cual dificulta la
visibilidad de formacion de nanoparticulas ya que presentan un color similar. El extracto

seleccionado fue almacenado a 4°C, y mantuvo su coloracion (verde-amarillento) por 45



40

dias, pasado este tiempo se tornd café indicando la degradacion de compuestos presentes en

el extracto.

FIGURA 3.1 Extracto acuoso de las hojas de la planta sensitiva (Mimosa albida)

3.2  SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

La evidencia de la formacion de nanoparticulas de plata se da por el cambio de
coloracidn de la solucidn, es asi que el extracto acuoso vegetal que inicialmente era amarillo
verdoso, se tornd marron al afiadir la solucién de nitrato de plata como se muestra en la
Figura 3.2. El color marrén que se visualiza se debe a la resonancia de los plasmones
superficiales lo cual es caracteristico de la formacion de las nanoparticulas. Este color se

mantiene aproximadamente 30 dias cuando la muestra esta en refrigeracion.

FIGURA 3.2 Solucién coloidal con nanoparticulas de plata
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3.3 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA

3.3.1 ESPECTROSCOPIA UV-ViS

Para la optimizacion de la sintesis de nanoparticulas de plata, se variaron los
siguientes pardmetros: temperatura, tiempo, concentracion de nitrato de plata, volumen de
extracto y pH. Mediante el estudio de los espectros UV-Vis se pueden modificar condiciones
Optimas que permiten controlar la morfologia, la estabilidad, la agregacion de las
nanoparticulas y principalmente estimar el tamafio promedio de las nanoparticulas de
acuerdo al pico caracteristico del plasmén superficial de resonancia que se presenta en el
intervalo de 400-480 nm en el cual el tamafio de particula oscila entre los 2 a 40 nm y su

forma es esférica esto segun Pradeep, 2012.
3.3.1.1 CONTROL DE TEMPERATURA
Para evaluar el comportamiento de las nanoparticulas frente al cambio de

temperatura, se analizaron los espectros UV-Vis que se observan en la Figura 3.3, obtenidos

en el rango desde temperatura ambiente, 30, 40, 50 y 60°C.
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FIGURA 3.3 Espectro UV-Vis del efecto de la temperatura sobre la sintesis de las
nanoparticulas de plata
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Los espectros obtenidos mostraron que las bandas de maxima absorcion se
encontraban a 50°C y 60°C; ambos picos presentan longitudes de onda cercanos 418 nm y
413 nm respectivamente, sin embargo el pico a 60 °C presenta mayor absorbancia indicando
mayor cantidad de nanoparticulas formadas, ademas su longitud de onda se acerca méas a
400 nm lo cual es ideal para lograr nanoparticulas de tamafio inferiores a 40 nm esto segun
Pradeep, T (2012). Se descartaron temperaturas inferiores, pues se pierde la simetria y la
estrechez de los picos, que puede ser resultado de la agregacidn de nanoparticulas o menor
cantidad de nanoparticulas formadas, provocando inestabilidad de la solucién coloidal,
ademas de la disminucién de la absorbancia y desplazamiento de los picos hacia longitudes

de ondas mayores incrementando el tamafio de las nanoparticulas.

Los resultados obtenidos son similares al estudio realizado por Ganaiea, S et al. 2014,
en el que emplea el extracto acuoso de Mimosa pudica para la sintesis de nanoparticulas de
plata encontraron una temperatura 6ptima a 70°C, visualizaron un espectro UV-Vis con
méaximo de absorcion a 420 nm, logrando obtener tamarfios de nanoparticulas entre 10 y 60
nm medidos por microscopia electrénica de transmision (TEM). Ademas proponen que a
temperaturas mas altas se pueden obtener tamafios de nanoparticulas menores, sin excluir el

punto de ebullicion del solvente empleado.
3.3.1.2 CONTROL DE TIEMPO
Para evaluar el comportamiento de las nanoparticulas en funcién del tiempo, se

analizaron intervalos de 10, 20, 30, 40 y 50 minutos. A partir de los cuales se obtuvieron los
espectros UV-Vis que se observan en la Figura 3.4.
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FIGURA 3.4 Espectro UV-Vis del efecto del tiempo sobre la sintesis de las nanoparticulas
de plata

El tiempo que muestra un pico mas resuelto, simétrico y estrecho corresponde a los
50 minutos. El espectro UV-Vis obtenido nos muestra que a mayor tiempo de reaccion, la
concentracion de nanoparticulas aumenta, razén por la cual a los 50 minutos se observa un
pico mas pronunciado con mayor absorbancia en relacion a los demas. Sin embargo pasado
este tiempo, disminuye la intensidad del pico y se desplaza hacia longitudes de onda
mayores, inclusive con tiempos superiores a los 90 minutos existe precipitacion, indicativo
de la aglomeracién de las nanoparticulas mostrando inestabilidad de la solucion coloidal.
Por otro lado tiempos inferiores, muestran picos anchos y poco simétricos, desplazados hacia
longitudes de onda mayores, esto como indicio de que la reduccién es incompleta, lo cual

también se evidencia con la disminucion de la absorbancia.

Resultados similares se obtuvieron en el estudio de Sreenivasulu, V et al. 2016 en el
que emplea el extracto acuoso de Mimosa pudica para la sintesis de nanoparticulas de plata
en el cual determin6 como tiempo 6ptimo de agitacion de 60 minutos mostrando un pico de
méaxima absorcién a 430 nm. De acuerdo al autor a medida que aumenta el tiempo de
reaccion la intensidad del pico también lo hace, esto a causa del incremento en el nimero de
nanoparticulas de plata en el medio de reaccion, en el momento en que los iones plata
presentes se han reducido en su totalidad a nanoparticulas de plata este pico tiende a
disminuir bajando su absorbancia, siendo esta la causa de la diminucion de la intensidad de

los picos que se muestran en el presente estudio.
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3.3.1.3 CONTROL DE LA CONCENTRACION DE NITRATO DE PLATA

Para el estudio de la concentracion de la sal precursora se empleé el rango de 0.5,

1.0, 3.0, 5.0 y 10 nm; obteniendo los espectros UV-Vis que se muestra en la Figura 3.5.
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FIGURA 3.5 Espectro UV-Vis del efecto de la concentracion de nitrato de plata sobre la
sintesis de las nanoparticulas de plata

Se eligi6 como Optima la concentracion de 1.0 mM, cuyo pico de maxima
absorbancia se encuentra a 412 nm, siendo el pico con menor longitud de onda. Segun Neira,
2015 concentraciones bajas de la sal precursora, aumentan la distancia de difusién que
conduce a tamafios de particulas mas pequefios, ademas que la concentracion ideal de nitrato
de plata para trabajar con extractos vegetales debe ser 1.0 mM, con el fin de obtener
nanoparticulas de menor tamafio con alto rendimiento (Domenech, 2017). No se eligi6 la
concentracion 0.5 mM, pues el pico de maxima absorcidén poco pronunciado y ancho. Para
concentraciones altas (5.0 y 10.0 nM) los picos se desplazan a longitudes de onda mayores
y se vuelven irregulares, dificultando determinar el maximo de absorcion, inclusive al
sintetizar las nanoparticulas con la solucion 10 mM, se observo precipitacion, indicando

aglomeracién.
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3.3.1.4 CONTROL DE VOLUMEN DE EXTRACTO

El empleo de un extracto vegetal como reductor es lo que convierte a la sintesis de
nanoparticulas de plata en una metodologia verde. La presencia de varios componentes
conocidos como metabolitos secundarios de la planta hacen posible la reduccién de los
cationes en una disolucion de nitrato de plata (Neira, 2015), siendo esto el indicio para
estudiar el comportamiento de la formacién de nanoparticulas en funcién del volumen de
extracto. Es asi que se probo el rango de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 mL, obteniendo los espectros
mostrados en la Figura 3.6.
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FIGURA 3.6 Espectro UV-Vis del efecto del volumen de extracto sobre la sintesis de las
nanoparticulas de plata

Se determin6 como condicién éptima 2.0 mL de volumen de extracto, con un pico
de méaxima absorcién de 412 nm. En el estudio realizado por Neira (2015), se menciona que
al aumentar la cantidad de extracto, aumenta la cantidad de moléculas reductoras que
incrementan el nimero de nanoparticulas sintetizadas. Sin embargo al emplear volumenes
superiores (2.5 y 3.0 mL) muestran picos desplazados hacia longitudes de onda mayores
indicando que existe un crecimiento del tamafio de la particula, inclusive la absorbancia
disminuye indicando pérdida de concentracion de nanoparticulas, por tal motivo no es
conveniente emplear concentraciones mayores a los 2.5 mL, pues se ven afectados por el
tiempo y temperatura ya establecidos, es por ello que requeririan variar estos dos parametros

para lograr una maxima concentracion de nanoparticulas.
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El estudio realizado por Geanaiea, et al. 2015, manifiesta que el aumento de la
concentracion del extracto depende también de la relacion con la concentracion del nitrato
de plata, obteniendo un aumento de la absorbancia que mejora su simetria, logrando menos
polidispersién. Ademas que al usar poca cantidad de extracto en el momento de la formacion
de las nanoparticulas no logran recubrirse por completo del residuo organico del extracto,
por tal motivo a medida que la concentracion del extracto se incrementa en relacion a los
iones plata y se logrard un recubrimiento eficaz. Sin embargo se requiere aumentar mayor
cantidad de reactivo y no contribuye a la sintesis verde, es por ello que se emplean

concentraciones bajas de nitrato de plata ImM.

3.3.1.5 CONTROL DE PH

Se sintetizaron nanoparticulas de plata modificando el pH con hidréxido de sodio al
1% en el rango de 7, 8, 9,10 y 11, obteniendo el espectro mostrado en la Figura 3.7, donde
se mostro el pico de mayor absorbancia (411nm) a pH 8, siendo este simétrico y estrecho.
En el estudio de Martinez (2013), se menciona que el pH influye en la forma de las
nanoparticulas y que el medio 6ptimo para aumentar su concentracion es a pH basico por el
aumento de grupos hidroxilos. Si bien la absorbancia de las nanoparticulas de plata aumenta
a pH superiores a 8, el pico se vuelve irregular y por lo tanto dificulta identificar el maximo
de absorcion. Esto se debe a la perdida de estabilidad, inclusive a un pH muy alcalino
superior a 9, puede verse afectado el contenido de compuestos fenolicos pues estos pueden
sufrir ionizaciones por el aumento de grupos hidroxilo. Como se menciona en el estudio
realizado por Sumi et al. 2014. Por otro lado si el pH disminuye considerablemente, es decir
pH menores a 7, se puede observar aglomeraciones mostrando picos anchos desplazados a

longitudes de onda mayores.
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FIGURA 3.7 Espectro UV-Vis del efecto del pH sobre la sintesis de las nanoparticulas de
plata

Resultados similares se observan en el estudio realizado por Geanaiea, et al. 2015,
en el cual se estudio el pH en el rango de 2-11 unidades, logrando la formacion de
nanoparticulas 6ptimas a un pH aproximadamente de 9. Se menciona que el aumento de pH
conlleva a la sintesis de nanoparticulas en mayores cantidades logrando obtener picos
pronunciados, simétricos y estrechos. Este aumento de pH causa desprotonacion de los
grupos hidroxilo y carboxilo presentes en las biomoléculas del extracto lo que facilita la

reduccion de los iones plata y su estabilizacion.

3.3.1.6 ESTIMACION DEL TAMANO DE LAS NANOPARTICULAS DE
PLATA

Con el estudio de los efectos de temperatura, tiempo, concentracién de nitrato de
plata, volumen de extracto y pH, se obtuvieron los parametros 6ptimos para la sintesis de

nanoparticulas de plata los cuales se detallan en la Tabla 3.2.
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TABLA 3.2 Pardmetros dptimos para la sintesis de nanoparticulas de plata

Parametro Condicion optima
Temperatura 60 °C
Tiempo 50 min
Concentracién de nitrato de plata 1mM
Volumen de extracto 2.0 mL
pH 8

Con estas condiciones se realizaron tres repeticiones de la sintesis de nanoparticulas
de plata como se puede observar en el Anexo 1, con el fin de estimar el tamafio aproximado
de nanoparticulas por Espectrofotometria UV-Vis. Los valores obtenidos de absorbancia y

longitud de onda se muestran en la Tabla 3.3.

TABLA 3.3 Valores de absorbancia y longitud de onda para las repeticiones de la sintesis

Sintesis # Longitud de onda Absorbancia (UA)
(nm)
1 413 1.198
2 411 1.201
3 410 1.179
Promedio 411 1.193

Segun Pradeep, 2012 el tamafio de particula difiere con la posicion del pico (nm),

como se puede apreciar en la Tabla 3.4 (Pradeep, 2012).

TABLA 3.4 Tamafio de particula segun la posicién del pico en base al espectro UV-Vis

Tamafio de particula (nm) Posicién del pico (nm)
10-14 400
35-50 430
60-80 438

Fuente: Pradeep, 2012

El promedio de la longitud de onda de maxima absorcion para la sintesis de

nanoparticulas de plata fue de 411 nm. En base a los resultados propuestos por Pradeep
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(2012), podemaos estimar que el valor promedio del tamafio de las nanoparticulas de plata
sintetizadas se encuentra dentro del rango de 10-14 nm. Otra forma de poder definir el
tamafio de nanoparticula es a traves de la Teoria de Mie que estudia la dispersion de las
radiaciones electromagnéticas producidas por las nanoparticulas de forma esférica (Martinez
J. , 2006). En el presente trabajo el tamafio de nanoparticula se estimé por datos de

bibliografia segin Pradeep (2012).

No se han encontrado estudios sobre la sintesis de nanoparticulas de plata empleando
el extracto acuoso de las hojas de sensitiva (Mimosa albida) que permitan corroborar el
presente trabajo, sin embargo se ha tomado como referencia de estudio y de investigacién al
género Mimosa para sustentar los resultados obtenidos. Es asi que en cuanto a la estimacion
del tamafio de nanoparticula se mencionan los estudios que emplean extracto acuoso de la
planta Mimosa pudica dentro de los cuales se menciona el trabajo realizado por Geanaiea,
et al. 2015, en el que se logrd obtener nanoparticulas de plata con un pico de maxima
absorcién a 420 nm indicando un tamario de nanoparticula entre 10-14 nm. Asi mismo en el
estudio realizado por Sreenivasulu, V et al. 2016, presenta el maximo de absorcién a 430
nm con un tamafio estimado de nanoparticula entre 35-50 nm; esto indica que el tamafio de
nanoparticula puede variar dependiendo de las condiciones del método. En el presente
trabajo de investigacion se logré obtener un méximo de absorcién de 411 nm, cuyo valor es
inferior al de las investigaciones mencionadas, por lo tanto la metodologia de sintesis es
Optima para asegurar un buen tamafio de nanoparticula que lograria encontrarse en el rango
de 10-14 nm.

3.3.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMICION (TEM).

El andlisis TEM se empleo para confirmar el tamafio de las nanoparticulas de plata
sintetizadas que se estimO por Espectroscopia UV-Vis, asi también determinar su

morfologia, distribucion de tamarfio y agregacion.

La imagen TEM obtenida se aprecia en la Figura 3.8, siendo el tamafio de particula
medido por esta técnica aproximadamente de 7.21 + 1.57 nm, esto se logré realizando 100
mediciones del tamafio de las nanoparticulas obteniendo un histograma de frecuencias como
se observa en la Figura 3.9, que permitio definir el rango de tamafio. El valor por anélisis

TEM entra en el rango estimado por Espectroscopia UV-Vis entre 10-14 nm. Por lo tanto se
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confirma que el tamafio de nanoparticulas es optimo. Ademas, gracias a la escala de grises
mostrada en la Figura 3.8 se puede apreciar forma cuasi-esférica de las nanoparticulas de
plata, las cuales presentan variabilidad de tamafio con poca agregacion, ademas la escala de
grises mostrada permite identificar a las nanoparticulas de plata en especifico, a la cual se le
atribuye el color negro intenso, ya que se podrian confundir con otro tipo de elementos

presentes.

FIGURA 3.8 Imagen TEM de las nanoparticulas de plata sintetizadas
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FIGURA 3.9 Histograma de frecuencias para determinar el tamarfio de las nanoparticulas
de plata sintetizadas

Resultados similares se obtuvieron en el estudio de Ganaie, S et al. 2015, con la
planta Mimosa pudica en cual revela el tamafio de nanoparticula variable en un rango de 10-
60 nm con forma predominante esférica y separacion entre nanoparticulas que resulta del

efecto de estabilizacion del extracto vegetal.

3.3.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO CON DETECTOR
EDS

Mediante el analisis SEM se obtuvo la composicion elemental de las muestras de

nanoparticulas de plata.

El grafico que proporciona el analisis EDS confirma la presencia de elementos
quimicos, siendo la plata la de mayor interés, que se encuentran en la superficie de las

nanoparticulas de plata, como se puede observar a continuacion en la Figura 3.10.
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FIGURA 3.10 Imagen SEM-EDS de la composicién elemental de las nanoparticulas de
plata

Segun el estudio realizado por Ganaie, S et al. 2015, los monocristales de plata
metalica muestran un pico caracteristico a 3 KeV debido a la resonancia de los plasmones
superficiales, lo cual se puede apreciar en la Figura 3.10, ademas muestra picos de carbono

y oxigeno que se debe a la presencia de restos organicos del extracto de la planta.

Los principales elementos que se identificaron en la superficie de las nanoparticulas

se detallan en la Tabla 3.5.

TABLA 3.5 Principales elementos identificados en las nanoparticulas de plata

Elemento Concentracion (ppm) % Error
C 56.6 0.07
O 14.9 0.02
Na 1.7 0.00
K 0.6 0.01
Ag 0.7 0.01
Cl 0.1 0.03

Mg 0.2 0.01
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El contenido de carbono en las nanoparticulas es elevado (56.6%), en cierta parte se
debe atribuir a que la lectura de la muestra se realiza en un pin del elemento y a la
composicion de la planta, aunque un porcentaje puede ser producto de la presencia de
matrices organicas en la muestra. Ademas, hay presencia de otros elementos como O, Na,

K, Cl, Mg que pueden provenir del material vegetal empleado.

3.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico consiste en una serie de pruebas cualitativas que nos
permitieron identificar la presencia de metabolitos de la plata sensitiva (Mimosa albida), con

el fin de determinar el posible agente reductor de las nanoparticulas.

Al tener el extracto inicial y la solucion de las nanoparticulas de plata en un medio
acuoso, las pruebas aplicadas corresponden a la identificacién de metabolitos que son

solubles en agua.

Las pruebas se aplicaron tanto en el extracto acuoso de la planta como en la solucion
coloidal de las nanoparticulas, esto también para verificar si existe 0 no variacion de color
de los complejos luego de la sintesis. La presencia de estos grupos quimicos se evidencio
con el cambio de coloracion caracteristico a cada prueba. Los resultados obtenidos se

presentan a continuacion en la Tabla 3.6.

TABLA 3.6 Pruebas correspondientes al Tamizaje fitoquimico

Ensayo Prueba en Prueba en Metabolito
extracto de la | nanoparticulas secundario
plata en solucion identificado
coloidal
Cloruro Feérrico +++ + Polifenoles/ Taninos
Shinoda +++ +++ Flavonoides
Fehling ++ + Azlcares reductores
indice:
Ausente (-) Presente (+) Abundante (++) Muy abundante (+++)
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El ensayo de cloruro férrico fue positivo, indicando la presencia de polifenoles
(taninos hidrosolubles) lo cual se evidencio con una coloracion verde muy pronunciada en
el extracto de la planta que en la solucién coloidal de las nanoparticulas de plata como se
puede observar en la Figura 3.11. Algo similar ocurri6 en la prueba de Fehling en el cual el
precipitado rojo ladrido fue més visible en el extracto de planta que en la solucidon coloidal
de nanoparticulas de plata como se aprecia en la Figura 3.12. La disminucion en color en la
solucion de nanoparticulas de plata, indica que se produjo una reaccion quimica y por lo
tanto que existe menos cantidad tanto de polifenoles como de azlcares reductores,

considerandolos de esta manera como los posibles reductores.

FIGURA 3.11 Ensayo de Cloruro Férrico. (a) Extracto de planta sensitiva (Mimosa
albida). (b) Solucion coloidal de nanoparticulas de plata
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FIGURA 3.12 Ensayo de Azucares Reductores. (a) Extracto de planta sensitiva (Mimosa
albida). (b) Solucion coloidal de nanoparticulas de plata

La prueba de Shinoda para identificacion de flavonoides fue positivo, tanto en el
extracto de la planta como en la solucion coloidal de las nanoparticulas de plata, dando una
coloracion amarillo-naranja como se observa en la Figura 3.13, producto de la formacién del
complejo que resulta de la reaccion del cloruro de magnesio con los flavonoides segun Flor

et al. 2017. Pero de no variar el color no se considera como positiva.

FIGURA 3.13 Ensayo de Shinoda. (a) Extracto de planta sensitiva (Mimosa albida). (b)
Solucion coloidal de nanoparticulas de plata
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Segun Quezada (2015) en su estudio de tamizaje fitoquimico de la especie Mimosa
albida, destaca la presencia de metabolitos secundarios como polifenoles (taninos
hidrolizables), flavonoides y azlcares reductores en el extracto de la planta en medio acuoso.
En el presente estudio se obtuvieron positivas las pruebas para los metabolitos, siendo los
polifenoles (taninos hidrolizables) y los azlcares reductores quienes se destacan por sus
caracteristicas colorimétricas, por lo tanto podemos sugerir que son los posibles responsables
de la reduccion quimica que permite la formacion de nanoparticulas de plata. Ademas segln
el estudio realizado por Cabrera, 2006 sefiala la presencia de galato de etilo y &cido galico
como taninos importantes en el extracto, y como azlcar reductor principal sefiala la
presencia de glucosa (Cabreba, 2006). Con este antecedente, podemos dar inicio al estudio
de identificacion especifica del tipo de tanino y azlcar reductor que produce la reduccién

quimica.

3.5  ANALISIS CUANTITATIVO DE POLIFENOLES

3.5.1 CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO

Para la curva de calibracion se empled acido galico como estandar de referencia para
la cuantificacion de polifenoles tanto en el extracto acuoso de la plata sensitiva (Mimosa
albida) como en la solucion coloidal de nanoparticulas de plata. A partir de los valores de
Absorbancia (U.A) vs Concentracion (ppm) reportados en la Tabla 3.7, se elaboro la curva
de calibracion que se muestra en la Figura 3.14, la cual tuvo un coeficiente de correlacion
aceptable de 0.9929.



TABLA 3.7 Datos de la curva de calibracion de acido galico para cuantificacion de
polifenoles

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

Absorbancia (U.A)

0,1

Concentracion

(ppm) Absorbancia (U.A)
1 0.10
3 0.19
5) 0.31
7 0.44
9 0.59
10 0.66

4

6 8

Concentracion (ppm)

y = 0,0631x + 0,0127
R2 = 0,9929

10

12
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FIGURA 3.14 Curva de calibracion de acido galico para la cuantificacién de polifenoles

totales en el extracto de la planta sensitiva (Mimosa albida) y en la solucién coloidal de

nanoparticulas de plata

La curva de calibracion nos proporciona informacién sobre la ecuacion de la recta,

ordenada al origen y la pendiente, empleados para la cuantificacion de polifenoles en el

extracto de la planta sensitiva (Mimosa albida) y en la solucion coloidal de las nanoparticulas

de plata. Los valores respectivos se detallan en la Tabla 3.8:
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TABLA 3.8 Componentes de la curva de calibracién para la cuantificacion de polifenoles
en el extracto de la planta sensitiva (Mimosa albida) y en la solucion coloidal de las
nanoparticulas de plata

Ecuacion de la recta y=0.0631x + 0.0127
Pendiente (a) 0.0631
Ordenada (b) 0.0127
Coeficiente de correlacion (R?) 0.9929

3.5.2 CUANTIFICACION DE POLIFENOLES A PARTIR DE LA CURVA
DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO

Para determinar la concentracion de polifenoles se midi6 la absorbancia a 756 nm
por triplicado tanto del extracto acuoso de sensitiva (Mimosa albida) y de la solucién de
nanoparticulas de plata, y con la ecuacion de la recta se determind la concentracion de
fenoles totales, los calculos respectivos se pueden observar en el Anexo 3. Los resultados
obtenidos se detallan a continuacion en la Tabla 3.9.

TABLA 3.9 Concentracién de polifenoles en el extracto acuoso de la planta sensitiva
(Mimosa albida) y de la solucion coloidal de nanoparticulas de plata

Extracto acuoso de sensitiva | Absorbancia (:iSeOLU;r:gn gﬂli%'ﬂ?s Absorbancia
(Mimosa albida) (U.A) P (U.A)
de plata
1 0.37 1 0.29
2 0.37 2 0.28
3 0.37 3 0.31
Promedio 0.37 0.29
Desviacién estandar 0.01 0.01
Concentracion de polifenoles 1.13 0.88
(mg/mL)

El contenido de polifenoles (taninos hidrolizables) en el extracto de sensitiva
(Mimosa albida) fue de 1.13 mg/mL lo cual indica que por cada mL de extracto vegetal

existe 1.13 mg de polifenoles expresados como acido galico, por otro lado en la solucién de
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nanoparticulas de plata hubo disminucion del contenido de este metabolito dando como
resultado una concentracion de 0.88 mg/mL, indicando que hubo una reaccién quimica que

produjo la reduccion de los iones plata para la formacion de nanoparticulas.

3.6 ANALISIS CUANTITATIVO DE AZUCARES REDUCTORES

3.6.1 CURVA DE CALIBRACION DE GLUCOSA

La curva de calibracién fue elaborada con glucosa como estandar de referencia para
la cuantificacion de azucares reductores en el extracto acuoso de la planta sensitiva (Mimosa
albida) y en las nanoparticulas de plata. Con los valores de Absorbancia (U.A) vs
Concentracion (ppm) reportados en la Tabla 3.10 se elabord la respectiva curva de
calibracién mostrada en la Figura 3.15, la cual tuvo un coeficiente de correlacion aceptable
de 0.9951.

TABLA 3.10 Datos de la curva de calibracion de glucosa para cuantificacion de azlcares

reductores
Concentracion Absorbancia
(ppm) (U.A)
100 0.15
200 0.29
300 0.38
400 0.51
500 0.65
600 0.81
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FIGURA 3.15 Curva de calibracion de glucosa para la cuantificacién de azlcares
reductores en el extracto de la planta sensitiva (Mimosa albida) y en las nanoparticulas de
plata

La curva de calibracion nos proporciona informacion sobre la ecuacion de recta,
cuyos valores se detalla en la Tabla 3.11.

TABLA 3.11 Componentes de la curva de calibracion para la cuantificacion de azucares
reductores en el extracto de la planta sensitiva (Mimosa albida) y en las nanoparticulas de

plata
Ecuacion de la recta y=0.0013x + 0.0183
Pendiente (a) 0.0013
Ordenada (b) 0.0183
Coeficiente de correlacion (R?) 0.9951

3.6.2 CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES A PARTIR DE LA
CURVA DE CALIBRACION DE GLUCOSA

Para determinar la concentracién de azlcares reductores se midio6 por triplicado la
absorbancia a 492 nm tanto las muestras del extracto vegetal como de las nanoparticulas de
platay a partir de la ecuacion de recta se determiné la concentracion de azlcares reductores,
los calculos respectivos se pueden observar en el Anexo 4. Los resultados obtenidos se
presentan a continuacion en la Tabla 3.12.
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TABLA 3.12 Concentracion de azucares reductores en el extracto acuoso de la planta
sensitiva (Mimosa albida) y de la solucidon coloidal de nanoparticulas de plata

Solucién coloidal

Extracto acuoso de sensitiva Absorbancia de Absorbancia
(Mimosa albida) (U.A) nanoparticulas (U.A)
de plata

1 0.49 0.35
2 0.46 0.41
3 0.52 0.38
Promedio 0.49 0.38
Desviacion estandar 0.03 0.03
Concentracion de azUcares 36.35 278

reductores (mg/mL)

El contenido de azlcares reductores en el extracto acuoso de sensitiva (Mimosa

albida) fue de 36.35 mg/mL expresados como glucosa, lo que indica que por cada mL de

extracto vegetal hay 36.35 mg de azUcares reductores, por otro lado en la solucion de

nanoparticulas de plata el contenido de este metabolito disminuy6 significativamente dando

una concentracion de 2.78 mg/mL, lo cual indica que ha producido una reaccion quimica

que ocasiond la reduccion de una cantidad considerable de iones plata, por lo tanto se

considera que los azlcares reductores son los agentes de reduccion presentes en el extracto

de la plata que permiten la formacion de nanoparticulas.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

41  CONCLUSIONES

El extracto acuoso de las hojas de sensitiva (Mimosa albida), empleado como agente
reductor tuvo resultados favorables en la sintesis de nanoparticulas de plata, siendo los
pardmetros Optimos: 60°C, 2 mL de extracto acuoso, nitrato de plata 1.0 mM, pH 8 durante
50 minutos con agitacion constante. Obteniendo un método de sintesis de bajo costo, rapidez,

baja complejidad y amigable con el medio ambiente.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas presentan un pico de méaxima absorcién
simétrico y estrecho alrededor de 41lnm, cuyo tamafio promedio estimado por
Espectroscopia UV-Vis esta en el rango de 10-14 nm, el cual fue confirmado mediante el
analisis TEM obteniendo nanoparticulas de plata de 7.2 + 1.57 nm, de forma cuasi-esférica
con variabilidad de tamafios y poca agregacion, confirmando el recubrimiento adecuado de

las nanoparticulas de plata con el extracto.

El anélisis por SEM-EDX mostrd un contenido de plata muy bajo 0.7%, afirmando
que el recubrimiento que logran es debido al extracto de la planta.

Las pruebas cualitativas del tamizaje fitoquimico destacaron la presencia de
polifenoles y azlcares reductores en el extracto de la planta, los cuales cambiaron sus
propiedades colorimétricas en la solucion coloidal de nanoparticulas de plata, siendo la
degradacion de color el indicio para determinar los principales responsables de la reduccion

quimica.

La concentracién de polifenoles (taninos hidrolizables) expresados como acido
gélico, en el extracto de planta de sensitiva (Mimosa albida) fue de 1.13 mg/mL, mientras
que en la solucion de nanoparticulas de plata fue de 0.88 mg/mL; por otro lado la
concentracion de azucares reductores expresados como glucosa en el extracto de sensitiva

(Mimosa albida) fue de 36.35 mg/mL y de 2.78 mg/mL en la solucion de nanoparticulas de
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plata. Ambos metabolitos, polifenoles (taninos hidrolizables) y azlcares reductores
presentan disminucion de su concentracidn en la solucion coloidal de nanoparticulas de plata
lo cual indica que se ha producido una reaccion quimica en la que los iones plata son
reducidos; sin embargo se muestra una disminucion significativa de azlcares reductores en
la solucion de nanoparticulas enfocado a la reduccion de mayor cantidad de iones plata, por
lo que se los considera como los principales agentes de la reduccion quimica confirmando

el recubrimiento adecuado de las nanoparticulas con el extracto.

42 RECOMENDACIONES

El estudio de las nanoparticulas de plata de manera mas compleja como: tamafio
especifico, analisis elemental, funcionalizacion, textura, evaluacion de tension, entre otras,
se deben llevar a cabo mediante técnicas mas sensibles como por ejemplo: Microscopio de
efecto Tanel (STM), Microscopio de Fuerza Atdmica (AFM) para la medicion mas exacta
del ndcleo metélico de plata, Dispersion dindmica de Luz (DLS) para determinar el espesor

del recubrimiento organico del extracto sobre las nanoparticulas.

El contenido de polifenoles y azlcares reductores da una idea de los principales
metabolitos secundarios que contribuyen a la reduccion quimica para la formacion de
nanoparticulas de plata, sin embargo es conveniente aplicar técnicas de cuantificacién como:
Cromatografia de gases (GC), Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) o
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) que permitan identificar el

metabolito especifico que provoca la reduccion.
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ANEXOS

ANEXO 1
Certificado Taxondmico de planta sensitiva (Mimosa albida).

Pontificia Universidad

Catodlica del Ecuador émé} PUCE

SEDE IBARRA

Ibarra, 14 de mayo del 2018

CERTIFICADO
TAXONOMIA VEGETAL

El Herbario PUCE-SI certifica que las muestras vegetales de Sensitiva
entregadas a la PUCE-Quito pertenecen:

* Familia: Fabaceae

* Género Mimosa

* Especie: Mimosa albida.

Después de haber realizado la descripcion total por medio de las claves

dicotomicas.

Mgs. Maria Fernanda Lopez

RESPONSABLE DEL HERBARIO PUCE-SI

Av. Jorge Guzman Rueda y Av. Aurelio
Espinosa Palit, Cdla “La "
Apartado postal: 200122
Telf.: (+553) 06 2615 §oo/ 2645 553
Ibarra—Ecuador
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2A. Espectros UV-Vis de las sintesis optimizadas de las nanoparticulas de plata en solucion
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ANEXO 3
Célculos para determinar la concentracion de polifenoles a partir de la ecuacion de la curva.
y = 0.0631x+ 0.0127

_y—0.0127
X = 700631
Donde:

y = promedio de absorbancia del extracto vegetal y/o solucion de nanoparticulas de plata.

_ (absorbancia de extracto vegetal) — 0.0127
B 0.0631

X

0.3697% —0.0127
X =

0.0631

mg ., . 1
X = 5'6577T de acido galico

mg acido galico  5.6577 mg 20 mL disolvente
= E3
1 mL de extracto 1000 mL  1mL de extracto

* Factor de dilucion (FD)

mg acido galico  5.6577 mg 20 mL disolvente
= *
1 mL de extracto 1000 mL  1mL de extracto

£

mg acido galico

mg .
=113 — lif 1
1 mL de extracto 3 mL, Poenoies
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Calculos para determinar la concentracion de azUcares reductores a partir de la ecuacion de

la curva.

Donde:

y = 0.0013 x+ 0.0183

_y—00183
X~ 70.0013

y = promedio de absorbancia del extracto vegetal y/o solucion de nanoparticulas de plata.

Factor de dilucion (FD)= 100 (extracto de planta); 10 (solucion nanoparticulas de plata)

X

_ (absorbancia de extracto vegetal) — 0.0183

0.0013

0.4908% —0.0183
X =

0.0013

m
X = 363.4615 Tg azucares reductores

m
Concentracionreal = 363.4615 Tg * (FD)

m
Concentracion real = 363.4615 Tg * 100

m
Concentraciéon real = 36346.15 Tg /1000

Concentracion real = 36.35 mg/mL



75

PARA GRADOS ACADEMICOS DE LICENCIADOS (TERCER NIVEL)
PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR DECLARACION Y
AUTORIZACION

Yo, Dennis Ivonne Amaguafia Pacheco, C.l. 1724140924, autora del trabajo de graduacion
titulado: “Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata usando como reductor
quimico el extracto acuoso de hojas de sensitiva (Mimosa albida)”, previa a la obtencion del
grado académico de LICENCIADA EN CIENCIAS QUIMICAS CON MENCION EN
QUIMICA ANALITICA en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

1. Declaro tener pleno conocimiento de la obligacion que tiene la Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador, de conformidad con el articulo 144 de la Ley
Orgéanica de Educacion Superior, de entregar a la SENESCYT en formato digital una
copia del referido trabajo de graduacion para que sea integrado al Sistema Nacional
de Informacion de la Educacién Superior del Ecuador para su difusién pablica
respetando los derechos del autor.

2. Autorizo a la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador a difundir a través de sitio
web de la Biblioteca de la PUCE el referido trabajo de graduacion, respetando las
politicas de propiedad intelectual de Universidad. Quito, 26 de junio de 2018 Srta.
Dennis Ivonne Amaguaria Pacheco C.I. 1724140924

Quito, 26 de junio de 2018

Srta. Dennis lvonne Amaguafia Pacheco
C.1. 1724140924



