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RESUMEN

En los Gltimos afios las nanoestructuras de plata han atraido la atencién
de muchos investigadores, esto es debido a sus nuevas propiedades Gpticas
y eléctricas. Asi también las nanoparticulas de plata muestran propiedades
fungicidas. En este trabajo se discute sobre la reduccién de la plata in-situ,
usando almidén como agente reductor. Las nanoparticulas de plata fueron
obtenidas por la reduccién de AgNO; en una dispersion acuosa de almidon
a temperatura ambiente, 55 y 85°C. La reduccion fue monitoreada usando
espectroscopia de UV-Vis. El andlisis de la estructura y morfologia de los
resultados de las nanoparticulas de plata fueron estudiadas por METAR y MEB.
Las nanoparticulas tienen un tamafio promedio de 10 nm y se encuentran en la
superficie del almidén.
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ABSTRACT

Silver nanostructures have received a lot of attention during the last
years due to their novel optical and electric properties. Silver nanoparticles
also show bactericide and fungicide properties. In this work we present an
alternative method to prepare Ag nanoparticles on starch in order to produce
a biocompatible and biodegradable nanocomposite with catalytic properties.
In this work is discussed about the reduction of silver in-situ, using starch as a
reducing agent. The silver nanoparticles were obtained by reduction AgNO; in
an aqueous dispersion of starch and at room temperature, 55 and 85°C. The Ag
nanoparticles covered the starch particles in the same reaction. The reduction
was monitored using UV-Vis spectroscopy. The structural and morphological
analysis of the resulting nanoparticles was studied by HRTEM and SEM. The
nanoparticles have an average size about 10 nm and they are mainly on the
surfaces of starch.

KEYWORDS
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INTRODUCCION

La actividad antimicrobial de la plata es sabida desde los primeros registros
de la historia. Herodotus describe como el rey de Persia, cuando iba a la guerra,
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tomaba agua caliente que almacenaba en garrafas
de plata.'”® La primera descripcion moderna de este
efecto fue dada por Raulin en 1869, que observo que
la bacteria de aspergillus niger no podia crecer en
los recipientes de plata.** Desde entonces ha crecido
el interés de muchos cientificos en investigar la
funcion fungicida de la plata. En los ultimos afios
las nanoestructuras de plata han atraido la atencion
de investigadores en diversas areas esto es debido
a sus nuevas propiedades Opticas y eléctricas, y son
las propiedades bactericidas las que mas interesan
a los cientificos.

Considerando que las aplicaciones de plata
como agente bactericida han sido reportadas desde
el siglo antepasado’® y hasta la ultima década, que
incluyen tratamiento de quemaduras,® prevencion
de infecciones en protesis,’ catéteres,® implantes
vasculares,’ y dentales,!” asi como la importante
actividad citoprotectora hacia células infectadas
con VIH,!" en este trabajo nos hemos planteado el
desarrollo de nuevos materiales con uso potencial en
medicina utilizando nanoparticulas (NPs) de plata en
una matriz biopolimérica.

La preparacion de NPs de plata ha sido
exhaustivamente estudiada, por lo general incluyen
un agente reductor de iones de plata y un agente
estabilizante de las nanoparticulas, entre los métodos
reportados destacan los siguientes:

M.V. Roldan y colaboradores!? realizaron tres
tipos de sintesis para la reduccion de iones de
plata, el primero de ellos fue una reduccion desde
disolucién en etanol empleando como reductor N-
[3-(trimetoxisilil)-propil]-dietilentriamina (ATS), el
segundo fue una precipitacion en la oscuridad desde
disolucion acuosa con etilen glicol y el tercero fue
una reduccion electroquimica en disolucion acuosa
con polietilenglicol como estabilizante.

ArnabDawn y col."” efectian una reduccion con
un derivado de la polianilina, usado simultaneamente
como estabilizador de las NPs de plata. Raffi M. y
col."* mediante un método de Arriba hacia Abajo (o
“Top to Down”’), como lo es la condensacion de un gas
inerte, elaboran NPs de Ag de un tamafio aproximado
de 16 nm. Firestone M. y col." realizan la reduccion
de sales de plata en solucidon acuosa utilizando
borohidruro de sodio, estabilizando las particulas
con sulfato de dodecil litio y depositandolas sobre un
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sustrato. He S. y col.' llevan a cabo una reduccion
con borohidruro de sodio en emulsiones de soluciones
acuosas de nitrato de plata en cloroformo.

Duran N y Shankar '7!8 biosintetizan las
nanoparticulas de plata empleando hongos y plantas
como agentes reductores, mientras que Tae-G y
Rodriguez-Sanchez!*? las obtienen mediante sintesis
electroquimica. Li Guoping y col.*! realizan sintesis
de las NPs empleando el método de reduccion con
metanol utilizando como estabilizador la (poli-
(N-vinil-2-pyrrolidiona)) en solucién acuosa.
Poovathinthodiyil Raveendran y col.?* llevan a cabo
una reduccion en disolucién acuosa con almidon
como estabilizante y B-D-glucosa como agente
reductor.

Wojciech Lesniak y col.? realizan una reduccion
con luz ultravioleta de iones plata en una disolucién
usando dendrimeros como estabilizadores y
acomplejantes de las nanoparticulas. Li Yuning y
col.?* prepararon una reduccion con fenilhidracina
sin estabilizacion (deposicion de precipitado sobre
sustrato). Alés Panacek y col.” emplean una reduccion
con sacdridos (glucosa y galactosa) y disacéridos
(maltosa y lactosa) de complejos de Ag(NH;)*, sin
estabilizador. Rasika Tankhiwale y col.?® hacen una
reduccién con citrato de sodio en una interface de
papel modificado con acrilamida. Toshihito Miyama
y col.?” Hacen una reduccion de la sal de plata de la
carboximetilcelulosa mediante radiacion UV-vis.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Materiales utilizados: Almidon National 0572, en
forma de polvo blanco, provisto por Aranal, el cual
tiene un peso molecular menor que 10,000 g/mol. Sal
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inorganica de nitrato de plata AgNO;, provisto por
Sigma-Aldrich con pureza de 99% (grado reactivo)
y peso molecular de 168.87 g/mol. Borohidruro
de sodio NaBH,, provisto por Sigma-Aldrich con
pureza de 99% (grado reactivo) y peso molecular
de 37.83 g/mol.

La elaboracion de nanocompdsitos de almidon-
plata fue realizada por dos métodos diferentes.

Primer método de sintesis

En este método es empleado el hidroboruro de
sodio NaBH, como agente reductor; Se prepar6 una
suspension de 2.5 g de almidon en 100 mL de agua
destilada, a la cual se le agregd una solucion de
acuosa de AgNO; con concentracion de 0.01 M (0.01
mol/L). Posteriormente, se le agregd una solucion
de 2 mg de NaBH, en 10 mL de agua destilada. La
reaccion de reduccion fue en este caso inmediata,
cambiando la coloracion de la suspension de almidon
a un color café obscuro.

Segundo método de sintesis

En esta ruta de sintesis se solubilizaron 1.5
g de almidén en 100 mL de agua destilada,
mediante el calentamiento de la dispersion a una
temperatura de 70 °C por un periodo de 15 min.
El gel blancuzco resultante fue dejado reposar por
24 hrs. Posteriormente, se observo que una parte
del almidoén se precipité al fondo del recipiente
empleado, por lo cual se decidié utilizar solo la
parte superior de la solucidn para la sintesis de los
materiales compdsitos. La concentracion real de esta
disolucién fue obtenida a partir del secado de una
alicuota de la soluciéon a 60°C, (concentracién de
7.58 x 10 g/mL).

Posteriormente la sintesis de los materiales
compositos se realizod a temperaturas de 55°Cy 85°C
por periodos de 2 y 24 horas, dando como resultado
4 experimentos distintos. Estos experimentos fueron
conducidos de la manera siguiente: Se vertieron
55.5 mL de la solucién de almidén en un matraz de
tres bocas, en donde la solucion fue calentada a la
temperatura del experimento. Una vez alcanzada la
temperatura, se agregaron al matraz 5 mL de una
solucion acuosa de AgNOj; con concentracion de
0.028 M (0.0280 mol/L). La reaccién se mantuvo
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en reflujo para evitar la evaporacion del agua de la
solucion en el matraz y fue monitoreada durante el
tiempo requerido en cada experimento. Durante la
reaccion fue evidente el cambio de coloracion de la
disolucion, de un color blancuzco translticido, a uno
amarillento, grisaceo y finalmente violeta, lo cual
dependi6 del tiempo en que se dejo que ocurriera
la reaccion.

Los materiales resultantes de estas sintesis
fueron congelados con hielo seco inmediatamente
después de transcurrido el tiempo de la reaccion.
Lo anterior se hizo con la finalidad de detener la
reaccion de reduccion de la plata. Posteriormente,
las muestras congeladas fueron secadas sublimando
el agua bajo condiciones de vacio (1 x 10~ Torr) en
una liofilizadora.

Los compositos de platay almidon se caracterizaron
por técnicas de microscopia electronica de barrido
Nanosem 200 (MEB), microscopia electronica de
transmision de alta resolucion (METAR) Tecnai
TF30, contraste de fases por numero atémico
(HAADF, por sus siglas en ingles) y espectroscopia
de ultravioleta-visible (UV-vis).

RESULTADOS Y DISCUSION
Primer método de sintesis

Fue evidente la ocurrencia de una reaccion al
cambiar la coloracion del medio de reaccion de
blancuzco a café obscuro inmediatamente después de
haberle anadido el borohidruro de sodio. Al observar
los materiales secos mediante microscopia electronica
de transmision de alta resolucion (figura 1),
se encontraron efectivamente nanoparticulas cuyo
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(A)

Fig. 1. Imagenes de METAR de NPs de plata reducida con
borohidruro de sodio en almidén. a) Imagen principal, b)
acercamiento del recuadro indicado en (a), c) difraccion
de electrones de la particula.

tamafio oscil6é entre 10 y 20 nm de diametro,
encontrandose estas embebidas en el almidon. En la
figura 1A se aprecia una distribucién de tamafos de
particula mas o menos uniforme. La figura 1B es una
amplificacion de la particula del recuadro de la figura
1A, donde se aprecia que el espaciamiento interplanar
de 2.42 A corresponde al plano cristalografico [1,1,1]
de la plata, siendo el eje de zona el correspondiente
al vector B =1[-2,-1,-1] como lo indica la figura. En
la figura 1C se muestra la difraccion de electrones de
la particula, corroborando que las dimensiones de la
celda unidad corresponden a la de la plata elemental,
es decir una estructura ctibica centrada en las caras
con direccion [-1,-1,-1].

Durante estos experimentos, se presentd siempre
un problema, que fue la presencia de aglomerados
de particulas de entre 5 y 8 nm (figura 2), indicando
una dispersion relativamente pobre.

Segundo Método Reaccién a 55 °C

En la figura 3, se reportan los espectros UV—
Vis de los nanocompuestos preparados a 55 °C
durante 24 horas de reaccion y comparados con el
espectro UVdel nitrato de plata. Se aprecia la banda
caracteristica de las NPs de plata a 430 nm, asi como
un hombro apenas apreciable a 519 nm; la banda del
nitrato de plata, cuyo espectro también mostrado en
esta figura, resulta muy débil como para interferir
en el espectro de los nanocompuestos. Las bandas a
430 y 519 nm pueden ser atribuidas a la absorcion de
las nanoparticulas de plata embebidas en almidén y
ocurre debido a la resonancia superficial del plasmon.
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50 nm
Fig. 2. Micrografia de METAR de un aglomerado de
nanoparticulas de plata en almidén
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Fig. 3. Espectros UV-vis, de nanocompuestos de plata
almidén preparados con la fraccion soluble de almidén a
55°C tiempos de 24 horas y comparados con el espectro
del nitrato de plata.

Lo anterior sugiere la formacion de nanoparticulas
de plata via la reduccion de iones de plata por las
moléculas de almidon. El inserto muestra un grafico
de absorbancia de la banda observada a 430 nm
contra la concentracion de NPs de Ag de distintas
disoluciones acuosas obtenidas de esta muestra.

Al analizar imagenes de MEB obtenidas a bajo
vacioy con el detector de electrones retrodispersados
presentados en la figura 4, observamos los nddulos
micrométricos de almidon y las nanoparticulas
de plata cuya cantidad va incrementandose al
incrementar el tiempo de reaccion de 2 horas (figura
4A) a 24 horas (figura 4B).
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(A)

Almidoén

Fig. 4. Imagenes de microscopia electronica de
barrido, mediante la técnica de bajo vacio y electrones
retrodispersados: a) 2 horas de reaccién y b) 24 horas de
reaccion a temperatura de 33 °C.

A lavez se observa que en la reaccion con duracion
de 2 horas, las particulas tienen una distribucion de
tamafos mas o menos angosta alrededor de los 50 nm,
mientras que en la reaccion llevada a cabo durante
24 horas, se encuentra una distribucion mas ancha,
habiendo particulas desde 55 nm hasta un poco mas
de 100 nm. Estos resultados corroboran lo observado
mediante espectroscopia de UV-vis.

Segundo Método de Reaccién a 85 °C

Los espectros UV-Vis del nanocompuesto de la
reaccion a 85 °C después de 24 horas se muestran
en la figura 5. Aqui se puede observar que igual
que en el caso de la reaccion a 55 °C, la banda de
absorcion del nitrato de plata no influye en forma
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Fig. 5. Espectros UV-vis. de nanocompuestos de plata
almidon preparados con la fraccion soluble de almidén a
85°C tiempos de 24 horas y comparados con el espectro
del nitrato de plata.

significativa en los espectros del nanocompuesto,
pero a diferencia de aquella reaccion, solamente se
aprecia una banda correspondiente a la absorcion
de las NPs de plata, indicando que probablemente
se tenga una distribucion de tamafios de particula
monomodal.

También es conveniente indicar que los cambios
en la “altura” de la linea base, en este y todos los
espectros que se han presentado, puede explicarse por
la presencia de cierta turbidez, no observable a simple
vista, pero detectable por el espectrofotometro. En la
figura 5 el inserto muestra un grafico de absorbancia
de labanda a 419 nm, contra la concentracion de NPs
de Ag de distintas disoluciones acuosas obtenidas
de esta muestra.

Enlasimagenes de MEB de bajo vacio y electrones
electrodispersados de la muestra reaccionada por
2 hrs. (figura 6), se aprecian nanoparticulas de
tamafio en el orden de los 40 a 80 nm, que por su
morfologia esférica son seguramente de plata. Se
aprecian también los globulos de almidon de tamafio
micrométrico, pero ademas se encuentran una gran
cantidad de cristales que probablemente son de
AgNO;, indicando que posiblemente la reaccion no
se ha completado.

Al observar las imagenes de MEB de las muestras
reaccionadas durante 24 hrs. (figura 7), encontramos
las microesferas correspondientes a los granulos
de almidon, asi como nanoparticulas con una
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Nitrato de Plata

Fig. 6. Imagenes de microscopia electronica de
barrido, mediante la técnica de bajo vacio y electrones
retrodispersados de dos regiones en la muestra
reaccionada durante 2 horas a 85 °C.

distribucion de tamafios bastante homogénea con
alrededor de 80 nm, ademas también apreciamos
la ausencia de cristales no cuasi-esféricos (muy
probablemente de nitrato de plata), lo que sugiere el
término de la reaccion de reduccion de plata.

CONCLUSIONES

Es posible obtener nanocompuestos de particulas
de plata en almidon por cualquiera de las tres vias
experimentales, esto es: 1) utilizando como agente
reductor y estabilizador el almidon National 0572,
2) almidén National 0572 usando como agente
reductor el borohidruro de sodio y 3) usar la fraccion
soluble del almidon National 0572 y usandolo
tanto como agente reductor como estabilizador a
temperaturas de entre 55 y 85 °C.
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Morfologia esférica

Fig. 7. Imagenes de microscopia electrénica de
barrido, mediante la técnica de bajo vacio y electrones
retrodispersados de dos regiones en la muestra
reaccionada durante 24 horas a 85 °C.

El primer método ofrece como ventajas la baja
temperatura (ambiente) a que se lleva la reaccion y
el uso del almiddn tal y como llega del proveedor,
teniendo como desventajas la bimodalidad de la
distribucion de los tamafios de las nanoparticulas y
la formacion de algunos aglomerados.

El segundo método ofrece ademas de las ventajas
mencionadas en el primer método, la rapidez de la
reaccion, la formacion de nanoparticulas de menor
tamafio de 10 a 20 nm y la ausencia de aglomerados,
pero como desventajas la mayor temperatura de
reaccion requerida. A 55 °C se observa bimodalidad
de la distribucion de tamafios. Mientras que a 85 °C
se requiere, para completar la reaccion un tiempo
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de reaccion grande (24 horas.) pero se obtiene una
distribucion monomodal de tamafios de particulas de
aproximadamente 80 nm bien dispersas.
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