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Resumen

Titulo: Sintesis a Escala Laboratorio de Nanoparticulas de Compuestos de Cobre a Partir de
Extracto de Residuo de Mora (Rubus glaucus Benth)”.

Autor: Diego Fernando Montoya Salas™

Palabras Claves: Nanoparticulas de cobre, extractos vegetales, biosintesis, Rubus glaucus Benth.

Actualmente, existe un gran interés en implementar procesos de sintesis de nanoparticulas metélicas més
amigables con el ambiente, que eviten el uso de agentes reductores quimicos convencionales con problemas
de toxicidad asociados. En este sentido, se han realizado estudios enfocados en el uso de sistemas biol6gicos
y bioquimicos como plantas, frutos y sus extractos acuosos como agentes reductores y de recubrimiento en
la sintesis de nanoparticulas. Por lo anterior, el presente proyecto tiene como objetivo sintetizar a escala
laboratorio nanoparticulas (Nps) de compuestos de cobre usando como agente reductor el extracto acuoso
de residuos agroindustriales de mora (Rubus glaucus Benth).

Se realiz6 la extraccién por maceracién de los compuestos activos de los residuos de mora variando los
tiempos de maceracién, pH de extraccion y la relacion sélido/liquido para maximizar la capacidad reductora
de Cu?* del extracto acuoso. Las mejores condiciones de extraccion se obtuvieron a un pH de 4, tiempo de
maceracion de 7 h y un %sdlido/liquido de 0,76 [%p/p] como las que permiten obtener un maximo de

capacidad de reduccion de Cu?* de 4,25 [mg Cu/ mg solidos suspendidos].

Se confirmo la presencia y morfologia de las particulas sintetizadas mediante las imagenes del microscopio
electronico de barrido donde se observaron particulas de formas esféricas y amorfas, las cuales se
encuentran en un rango de tamafio entre 240-1510 nm formando un agregado aleatorio. Mediante el analisis
EDSy FTIR se confirm6 la presencia de particulas de Cu.O cuya superficie posee una composicion quimica
similar a los compuestos fendlicos presentes en el extracto de mora. Como lo revela el espectro UV- Vis,
se observaron picos de absorcion a 260 y 290 nm para las particulas sintetizadas, los cuales son

caracteristicos de las particulas de 6xido de cobre.

“Trabajo de grado

“ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Ingenieria Quimica. Directora:
Debora Alcida Nabarlatz. Ph.D. Codirectores: José Gabriel Lopez Ortiz. Magister en Ingenieria Quimica.
Julian Mauricio Guerrero Rodriguez. Ingeniero Quimico.
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Abstract

Title: Laboratory Scale Synthesis of Copper Compounds Nanoparticles from Blackberry Residue

Extract (Rubus glaucus Benth)”.
Author: Diego Fernando Montoya Salas™
Keywords: Copper nanoparticles, plant extracts, biosynthesis, Rubus glaucus Benth.

Currently, there is great interest in implementing more environmentally friendly metallic nanoparticle
synthesis processes that avoid the use of conventional chemical reducing agents with associated toxicity
problems. In this sense, studies have been carried out focused on the use of biological and biochemical
systems such as plants, fruits and their aqueous extracts as reducing and coating agents in the synthesis of
nanoparticles. Therefore, the objective of this project is to synthesize copper compounds nanoparticles at a
laboratory scale using the aqueous extract of blackberry (Rubus glaucus Benth) agro-industrial residues as

a reducing agent.

The extraction by maceration of the active compounds of the blackberry residues was carried out, varying
the maceration times, extraction pH and the solid/liquid ratio to maximize the Cu?* reducing capacity of the
aqueous extract. The best extraction conditions were obtained at a pH of 4, maceration time of 7 h and a %
solid/liquid of 0,76 [%w/w], as those that allow obtaining a maximum Cu?* reduction capacity of 4,25 [mg

Cu/ mg suspended solids].

The presence and morphology of the synthesized particles was confirmed by Scanning Electron Microscopy
images, where particles of spherical and amorphous shapes were observed, which are in a size range
between 240-1510 nm forming a random aggregate. Through the EDS and FTIR analysis, the presence of
Cu>0 particles whose surface has a chemical composition similar to the phenolic compounds present in the
blackberry extract was confirmed. As revealed by the UV-Vis spectrum, absorption peaks at 260 and 290

nm were observed for the synthesized particles, which are characteristic of copper oxide particles.

* Bachelor Thesis

" Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Ingenieria Quimica. Directora:
Debora Alcida Nabarlatz. Ph.D. Codirectores: José Gabriel Lopez Ortiz. Magister en Ingenieria Quimica.
Julidn Mauricio Guerrero Rodriguez. Ingeniero Quimico.



BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE COBRE 12

Introduccion

La nanotecnologia es el campo de estudio que se dedica al disefio, sintesis, manipulacion
y aplicacion de materiales mediante el control de fendmenos y propiedades de la materia a escala
nanomeétrica, es decir, entre 1 y 100 nanometros (nm). Esta tecnologia se ha ido desarrollando en
diversas areas, siendo el estudio de las nanoparticulas (Nps) una de las de mayor relevancia debido
a las propiedades y caracteristicas Unicas que se pueden obtener y que les permiten desempefiar un
papel fundamental en areas como la mecanica, la dptica, las ciencias biomédicas, la industria
quimica, la electronica, la administracion de farmacos, la catalisis, los dispositivos

optoelectrdnicos, las aplicaciones fotoelectroquimicas, entre otras (Iravani, 2011).

Actualmente, existe un gran interés en implementar procesos de sintesis de nanoparticulas
metélicas mas amigables con el ambiente, que eviten el uso de agentes reductores quimicos
convencionales con problemas de toxicidad asociados (Deya & Bellotti, 2015). En este sentido, se
han realizado estudios enfocados en el uso de sistemas bioldgicos y bioguimicos como plantas,
frutos y sus residuos o subproductos agroindustriales, para la fabricacion de nuevos materiales o

sustancias con valor agregado como el uso de extractos vegetales acuosos (Singh et al., 2018).

En relacion con lo anterior, si bien gran parte de los residuos o subproductos que se generan
en los procesos del sector agroindustrial, no son de utilidad o aprovechados, “en su mayoria estos
residuos presentan caracteristicas Optimas para su aprovechamiento en otra cadena de produccion
0 como alternativa de tratamiento o recuperacion de algin medio contaminado” (Vargas Corredor
& Pérez Peérez, 2018 ,p. 2). De esta manera, al evitar métodos ineficaces de disposicion final como

la quema, rellenos sanitarios o el vertido en fuentes de agua, el uso de residuos o subproductos de
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la agroindustria no sélo les afiade valor econdémico, sino que también disminuye la contaminacion

y la degradacion de los ecosistemas (Victoria et al., 2017).

El uso de extractos acuosos de frutas como agentes reductores y de recubrimiento en la
sintesis de Nps, se ha convertido en una alternativa novedosa, ecoldgica y rentable; Carica papaya
(Sankar et al., 2014), Psidium guajava (Caroling et al., 2015), Citrus limon (Amer & Awwad,
2021) son algunos ejemplos de frutas que se han utilizado para sintetizar Nps de Cobre, debido a
la presencia de compuestos activos en su estructura quimica capaces de reducir iones metélicos.
También se evidencia un gran interés en explorar el uso de materiales vegetales para la produccion
de extractos que contengan compuestos antioxidantes como flavonoides, taninos y otros

polifenoles (Meléndez Balbuena et al., 2020).

En Colombia, la produccién de mora superd las 140.000 toneladas en 2020, siendo la mora
de castilla (Rubus glaucus Benth) la especie méas cultivada en el pais (Ministerio de Agricultura'y
Desarrollo Rural, 2021). Los extractos de esta especie se identifican como un potencial agente
reductor gracias a que posee una gran cantidad de metabolitos secundarios como son los
polifenoles (flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas ente otros) (Gonzélez, 2011), compuestos
que han demostrado su capacidad para actuar como agentes antioxidantes, dado que son sustancias
que pueden neutralizar, prevenir o retrasar gran parte del proceso de oxidacion (Victoria et al.,

2017).

En cuanto a las Nps metélicas, particularmente las de cobre y 6xido de cobre, cuentan con
propiedades y caracteristicas unicas dependiendo fuertemente de su forma, tamafio y composicion,
que les permiten tener diversas aplicaciones, entre la que destaca su uso como agente
antimicrobiano. En los dltimos afios numerosos estudios han evidenciado que las Nps de cobre

poseen actividad antimicrobiana, demostrando propiedades biocidas y bactericidas frente a
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diferentes microorganismos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis (Reyes Rodriguez, 2012), presentandose de esta manera como una

alternativa a compuestos biocidas tradicionales.

Zumotec S.A. es una empresa de base tecnoldgica con 21 afios de experiencia en el
desarrollo de productos de higiene y desinfeccion, asi como en productos elaborados con materias
primas vegetales que ha brindado soluciones innovadoras basadas en la quimica avanzada,
biotecnologia y nanotecnologia. Teniendo en cuenta la alternativa a los biocidas y la razén social
de la compafiia, se formula el presente proyecto, que tiene como objetivo sintetizar a escala de
laboratorio nanoparticulas de compuestos de cobre usando como agente reductor el extracto
acuoso de residuos agroindustriales de mora (Rubus glaucus Benth), cuyos resultados obtenidos

aportaran en el desarrollo de nuevos productos en el area de limpieza y desinfeccion.

El documento esta estructurado de la siguiente manera: el capitulo 1 contiene los objetivos.
En el capitulo 2 se encuentra el marco tedrico. El capitulo 3 presenta la descripcion metodoldgica.
En el capitulo 4 se expone el andlisis de los resultados de la siguiente manera: 4.1 cuantificacion
de la capacidad reductora de Cu?* del extracto acuoso de mora mediante el método modificado de
Benedict, 4.2 Analisis Cualitativo del Proceso de Sintesis de Nps y 4.3 Caracterizacion de las Nps

de cobre. Finalmente, se encuentran las conclusiones, recomendaciones y apéndices.
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1 Objetivos

1.1  Objetivo General

Sintetizar a escala de laboratorio nanoparticulas de compuestos de cobre, usando como

agente reductor el extracto acuoso de residuos agroindustriales de mora (Rubus glaucus Benth).

1.2 Objetivos Especificos

e Maximizar la capacidad reductora de Cu?" del extracto acuoso de mora (Rubus
glaucus Benth)

e Sintetizar Nps de compuestos de cobre a partir del extracto vegetal de mora (Rubus
glaucus Benth).

e Caracterizar las nanoparticulas de compuestos de cobre mediante UV-Vis, SEM,
FTIR y EDS con el fin de determinar su presencia, morfologia, tamafio y

composicion.

2 Marco teorico

A continuacion, se expone el marco tedrico de las tematicas principales que se abordan en

el proceso de investigacion.

2.1  Sintesis de Nanoparticulas (Nps)

Los enfoques "de arriba hacia abajo™ y "de abajo hacia arriba " son los dos métodos en los
que suelen dividirse las técnicas de sintesis de Nps (Gomez Garzon, 2018). La primera consiste en

la reduccion de tamario de solidos con dimension mayor a la escala nanometrica. Este enfoque
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puede involucrar la molienda o técnicas de desgaste como la fotolitografia. La segunda
aproximacion, «de abajo hacia arriba», se basa en la formacion de estructuras nanométricas a partir
del crecimiento o ensamblaje de atomos y moléculas en una fase gaseosa o fase liquida (Zanella,

2012).

2.1.1 Método de Reduccion por Via Quimica

Es uno de los procesos de sintesis de nanomateriales en fase liquida en la que son
mezclados y agregados controladamente un precursor (sal del metal), un solvente y un agente
reductor del precursor el cual debe favorecer la transferencia de electrones a otra molécula
(comunmente iones), con el fin de promover una reaccién de oxido-reduccion (Karatutlu et al.,
2018). Si dicha transferencia de electrones se lleva a cabo de forma exitosa, Sebastian ( 2018)
menciona que: “se produce la reduccion de los iones, generando atomos que se ensamblan
formando nucleos cristalinos y estos a su vez generan nanocristales en funcién de la cinética de
cristalizacion y los procesos de nucleacion-crecimiento desarrollados por la termodinamica del

sistema” (p. 311).

2.1.2  Nucleacion y Crecimiento

La nucleacién se define como la formacion de una nueva fase (ndcleo) debido al gradiente
de concentracién presente en una solucion sobresaturada, mientras que el crecimiento, se define
como la etapa donde se desarrollan dichos nucleos mediante diferentes mecanismos (Pifia P et al.,

2012).

Durante muchos afios, el proceso de nucleacion y crecimiento de Nps se ha descrito a través

del mecanismo de LaMer. Este mecanismo puede ser dividido en tres etapas: (1) la concentracion
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de monomeros va aumentando en la solucion (en el caso de Nps metélicas muy probablemente
debido a la reduccion de sus iones), (1) los monémeros sufren una "nucleacion en rafaga™ y (I11)
finalmente la nucleacion se detiene e inicia la etapa de crecimiento por difusion de monémeros en

la solucion hacia las superficies de las particulas (Thanh et al., 2014) .

A pesar de que existen diferentes mecanismos que pueden caracterizar los procesos de
nucleacion y crecimiento de las Nps, muchos de estos han sido simplificados, (como el propio
mecanismo de LaMer), y no incluyen distintos efectos que pueden formar parte del proceso de
formacion de Nps como lo son la aglomeracion o la maduracién de Oswald entre otros (Polte,

2015).

2.1.3 Biosintesis de Nanoparticulas

La biosintesis de Nps resulta una opcion amigable con el medio ambiente, que usa sistemas
bioldgicos como microorganismos (bacterias y hongos) o bioquimicos como plantas, frutos y
extractos de estos que pueden reemplazar agentes quimicos reductores convencionales (Torres-
gomez et al., 2020). Segun Morales-Diaz et al. (2017) “la sintesis bioquimica o bioldgica de Nps
de metales es una reaccion redox y ocurre gracias a la capacidad reductora de los componentes
celulares o extracelulares como proteinas, carbohidratos, acidos organicos, fenoles y otros
metabolitos” (p. 1214), los cuales llevan a cabo su funcion como agentes reductores y de
recubrimiento. En la Figura 1 se puede observar un esquema general del mecanismo de formacion

de Nps de 6xido de cobre mediante biosintesis.
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Figura 1

Aproximacion de la Formacion de Nps de CuO Mediante Biosintesis

Biogenesis of nanoparticles i':::)?:;c:glziis
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Nota. Adaptado de Plant-Based Biosynthesis of Copper/Copper Oxide Nanoparticles: An Update
on Their Applications in Biomedicine, Mechanisms, and Toxicity (p. 6), por Letchumanan et al.,
(2021)

2.2 Uso de Extractos Acuosos de Frutas como Agentes Reductores

La presencia de compuestos bioactivos en frutas, y especialmente el contenido de
compuestos fendlicos en su estructura quimica, brinda la posibilidad de producir extractos acuosos
gue puedan actuar como agentes reductores en la sintesis de Nps metalicas en soluciones acuosas.
Por ejemplo, extractos de frutas como arandanos, uva, fresa son algunos de los que se han utilizado
para sintetizar Nps de 6xido de cobre, oro y plata en los Gltimos afios (H. Kumar et al., 2020). En
la figura 2 se puede observar un diagrama general del proceso de biosintesis empleando extractos

de material vegetal como agentes reductores.
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Figura 2

Diagrama Generalizado del Proceso de Biosintesis
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Nota. Adaptado de Plant-Based Biosynthesis of Copper/Copper Oxide Nanoparticles: An Update

on Their Applications in Biomedicine, Mechanisms, and Toxicity (p. 6), por Letchumanan
etal.,(2021)

2.2.1 Compuestos Polifendlicos

Los polifenoles son uno de los principales metabolitos secundarios de las plantas y
estructuralmente se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico al que se une al menos un
sustituyente hidroxilo (Hidalgo & Almajano, 2017). Estos compuestos tienen entre sus actividades
biol6gicas una gran capacidad antioxidante, dada por su capacidad donadora de electrones lo que

permite reducir la degradacion oxidativa de otras moléculas (Soler et al., 2009).

Los polifenoles son compuestos de gran diversidad que abarcan desde moléculas sencillas
hasta polimeros mas complejos los cuales se clasifican principalmente en acidos fendlicos,

flavonoides, estilbenos y lignanos (Gonzalez, 2011); desde el punto de vista de su estructura
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quimica, esta clasificacion se basa en la cantidad y la composicion estructural de la cadena de

anillos fendlicos presentes (Pandey & Rizvi, 2009).
2.2.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular cuya estructura “es del tipo C6-
C3- C6, con dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3 atomos de
carbono que forman un anillo heterociclico oxigenado” (Gonzalez, 2011,p. 15). En funcion de
diferentes patrones de sustitucion en el anillo C de 3 atomos de carbono, estos compuestos se
pueden clasificar principalmente en flavanos, flavonoles, flavonas y antocianidinas (Martinez-

Florez et al., 2002).

Figura 3

Estructura Basica y Tipos de Flavonoides

Antocianidina

Flavanol

Flavona Flavonol

Nota. Adaptado de Los flavonoides: Propiedades y acciones antioxidantes (p. 272), por
Martinez-Flérez et al.,(2002)
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2.2.3 Extraccion por Maceracion

La maceracion es un proceso de extraccion sélido-liquido, donde una materia prima que
posee una serie de compuestos quimicos de interés se pone en contacto por un periodo de tiempo
determinado con el liquido/solvente de extraccion, con el propdsito de recuperar los compuestos
solubles mediante difusion desde la matriz sélida (sélido) hacia la matriz liquida (solvente) (Handa

Swami et al., 2008).

2.2.4 Rendimiento de Extraccién

El objetivo del estudio de las técnicas de extraccion es lograr rendimientos mas altos,
reducir el tiempo de extraccion, utilizar una menor cantidad de solvente, obtener resultados
reproducibles y conservar tanto la estabilidad como la bioactividad de los compuestos extraidos
(Duarte-Trujillo etal., 2020). El rendimiento de extraccion depende primordialmente de las
condiciones de operacidon (tiempo de extraccion, relacion solido-liquido, pH entre otras), la
naturaleza de la matriz solida, la quimica de los compuestos bioactivos de interés y la eleccion del

disolvente (Naranjo, 2016).

Algunos de los solventes mas comunes utilizados en la extraccion sélido-liquido por
maceracion son el agua, etanol y la acetona entre otros; la eleccién de éste dependera de las
propiedades quimicas del solido que se desea extraer, de los componentes solubles que se desean
recuperar, los efectos toxicos y los costos econdémicos (Soto Garcia & Rosales Castro, 2016). En
general, el pH y la polaridad del solvente utilizado durante la extraccion pueden mejorar la
solubilidad y estabilidad de los diferentes compuestos de interés presentes en el material vegetal
(Takeuchi & Pereira, 2009), por lo tanto, el agua como solvente polar se utiliza con frecuencia en

la extraccion de compuestos hidrosolubles como los polifenoles (Beltran Delgado et al., 2013),
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donde habitualmente se utiliza un rango de pH desde valores &cidos (2 a 4) a alcalinos (9 a 10)

(Lazarova et al., 2016).

La relacion solido-liquido es un factor crucial en el proceso de extraccion, ya que la
transferencia de los componentes solubles de una matriz sélida al solvente liquido depende de la
existencia de una fuerza impulsora que genere la transferencia de materia. Esta fuerza se produce
através del gradiente de concentraciones que se establece entre la matriz solida del material vegetal
y el solvente (Villamil Galindo, 2021). En consecuencia, la relacion sélido-liquido adecuada es
esencial para asegurar una extraccion dptima de los componentes solubles del material vegetal
durante el proceso de maceracion. El efecto de esta relacion en la recuperacién de compuestos
fenolicos de diferentes matrices vegetales se ha reportado y el rango mas comunmente utilizado
para la relacion solido-liquido suele estar entre el 10-20% [%m/v] . Sin embargo, en algunos casos,
dependiendo de la naturaleza del sélido se pueden utilizar relaciones solido-liquido por fuera de
este rango, del 5% o incluso 30% (Buci¢-Koji¢ et al., 2007)(Pinelo et al., 2005). Estos ultimos

fueron los valores empleados en el disefio de experimentos del presente trabajo.

El tiempo durante el proceso de extraccion puede influir significativamente en la cantidad
y estabilidad de los compuestos extraidos, lo cual afecta directamente su bioactividad, incluyendo
la actividad antioxidante, en consecuencia, un tiempo de maceracién corto puede resultar en una
interrupcion de la transferencia de los compuestos solubles desde la matriz sélida al solvente,
mientras que un tiempo de maceracion prolongado puede promover la degradacion de los
compuestos extraidos (Iranawati et al., 2020). Habitualmente, los rangos reportados del tiempo de
maceracion varian entre 1 hora y 5 dias (Cacique et al., 2020); sin embargo, para el disefio de
experimentos del presente trabajo, se establecieron inicialmente los valores de 24 a 48 horas

(Iranawati et al., 2020) considerando los posibles efectos mencionados previamente .
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En un estudio realizado en el afio 2020, se reportaron los rendimientos de extraccion
mediante maceracion de 11 residuos agroindustriales generados en el departamento de Santander,
los cuales se encuentran en un rango de 0,89% y 27,4% [g material vegetal extraido/ g material
vegetal seco inicial], obteniendo el mayor rendimiento con la cascara de mandarina (Sampayo

Velasquez et al., 2020).

2.3  Técnicas de Caracterizacion de Nps

2.3.1 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es una técnica de caracterizacion que se basa en la capacidad de
una sustancia desconocida para absorber ondas electromagnéticas de diferentes longitudes de onda
en el visible y el ultravioleta (Owen, 2000). Segln las moléculas presentes en la sustancia, “la luz
es absorbida parcialmente. La luz restante, es decir, la luz transmitida, se registra en funcién de la
longitud de onda mediante un detector adecuado, proporcionando el espectro UV/VIS de la
muestra” (A. De Caro & Haller, 2017, p. 5). Como resultado, la relacion entre una sustancia y su
espectro UV-Vis, permite identificar y/o cuantificar sus compuestos, ya que cada sustancia absorbe

la luz a diferentes longitudes de onda.

2.3.2 Microscopio Electronico de Barrido

El microscopio electronico de barrido (SEM) es uno de los instrumentos disponibles para
el analisis de microestructuras que utiliza un haz de electrones de alta energia que al interactuar
con la muestra produce diversas sefiales, como electrones retro dispersados, electrones secundarios
y rayos X caracteristicos, que luego son recogidas por un detector determinado y posteriormente

procesados para generar imagenes de gran aumento (Gonzéalez Mancera & Noguez Amaya, 2006).
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Las sefiales que se obtienen de esta interaccion revelan informacion sobre la muestra como la

morfologia externa y la composicion quimica de esta.

2.3.3 Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersiva

Es una técnica que permite el analisis elemental de materiales y se basa en la deteccion de
la radiacion X caracteristica que emite el material al interactuar con un haz de electrones.
Posteriormente al impacto del haz de electrones con el material se producen transiciones
energeéticas en los 4&tomos que “cuando regresan a su estado fundamental, emitiran rayos X
caracteristicos y la energia del fotdn de rayos X es la energia potencial resultante de la diferencia
entre los dos orbitales involucrados en la transicion, que es caracteristico del elemento” (Scimeca
etal., 2018, p. 1). Como resultado, la emision de rayos X a diferentes longitudes de onda puede
medirse mediante un detector sensible a la energia fotonica lo que permite obtener un analisis e

identificar los elementos presentes en la muestra.

2.3.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Es una técnica de analisis espectroscopica por la cual se estudia la absorcién o emision de
energia radiante originada por la interaccion entre la radiacion infrarroja y el material de estudio
(Pigué & Véazquez, 2012). Esta técnica se basa en la excitacion de los modos de vibracién y
rotacion de los enlaces atdmicos de las moléculas presentes en el material; dependiendo de la
naturaleza de estos enlaces, las moléculas absorben energia a una o distintas longitudes de onda,
lo que permite obtener informacion sobre los grupos funcionales que se encuentran presentes en

la muestra (Téllez Mesa, 2019).
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Descripcion Metodoldgica
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En la figura 4 se presenta el diagrama de flujo general que resume la metodologia empleada

en el proyecto; asi como la descripcion global de las etapas secuenciales y las actividades

realizadas para alcanzar los objetivos.

Figura 4

Diagrama de la Metodologia por Etapas

Elaboracion de los
extractos acuosos de
mora.
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maximizacion de la
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3.1

de Benedict. Andlisis de
espectrofotometria
UV-Vis.

Reactivos

Para el desarrollo del proyecto fueron utilizados: sulfato de cobre pentahidratado (98%),

carbonato anhidrido de sodio (>99%, Panreac), citrato de sodio (>99%, Panreac), hidréxido de

sodio industrial (50% p/p, Brinsa), acido lactico (85%), Glutaraldehido (2%, Visoft), y agua

desionizada suministrados por Zumotec S.A.

3.2

Materiales y Equipos

Los materiales y equipos que se emplearon fueron: Espectrofotometro UV-Vis DU-8200

marca Drawell, secador de alimentos marca LEM modelo 778?% agitador magnético de
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calentamiento estable digital HJ-6B marca MesuLab, balanza analitica FA 2004, balanza de
precision digital modelo LIBRAL600-400c marca Libra, centrifuga de laboratorio, refractometro
portable, pH-metro HI991003 marca Hanna Instruments, micropipeta 100-1000 ul marca Joanlab,
micropipeta 2-20 pl marca Joanlab, agitador magnético, molino de cuchillas, desecador, horno
marca Challenger, tamiz, condensador de vidrio 34/35, espectrofotometro FTIR y el microscopio

electronico de barrido (MEB) Tescan Vega 3.

3.3  Etapa 1: Obtencion del Extracto Acuoso y Cuantificacion de su Capacidad

Reductora Cu?.

3.3.1 Recoleccién de la Materia Prima.

Para la preparacion del extracto se recolectaron 15 kg de residuo de mora proveniente del
proceso de despulpado en la empresa Neo Frut S.A.S. ubicada en la central de abastos de

Bucaramanga.

3.3.2 Acondicionamiento de la Materia Prima

El residuo de mora fue lavado y desinfectado por 20 minutos con Glutaraltec
(Glutaraldehido, 2%), un desinfectante para alimentos. A continuacion, el material fue sometido a
un proceso de secado en un secador de alimentos con recirculacién de aire a 60 °C hasta obtener
un peso constante. Seguidamente, se redujo el tamafo del material seco en un molino de cuchillas
y se tamiz0 hasta alcanzar un tamafio de particula entre 30 y 40 mesh (H. Sukhdev et al., 2008).

Por ultimo, el material se almacend a 4° C en bolsas herméticas tipo ziploc aislado de la luz.
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3.3.3 Determinacién del Contenido de Humedad

Se pesaron en un crisol 3 gramos de la muestra proveniente de la etapa anterior, el cual fue
llevado al horno a 103 °C. Después de 4 h la muestra se introdujo en un desecador hasta alcanzar
la temperatura ambiente, y por Gltimo la muestra se pesé en la balanza analitica y se calculo el
porcentaje de humedad empleando la ecuacidn 1. Este procedimiento se repitié en intervalos de 1

hora hasta conseguir un peso constante entre 2 medidas.

m2-m3

% de humedad =

%100 (Ec.1)

m2-ml
m1: peso del crisol vacio (g), m2: peso del crisol + peso de la muestra inicial (g), m3: peso
del crisol + muestra seca (g).

Esta prueba se realiz6 segun el procedimiento expuesto en (Nollet, 2016).
3.3.4 Proceso de Extraccion por Maceracion

El material proveniente de la etapa de acondicionamiento de materia prima fue sometido a
la técnica de maceracion aplicando la metodologia descrita en Extraction Technologies for
Medicinal and Aromatic Plants (H. Sukhdev et al., 2008). Se utilizé agua como solvente debido a
su polaridad, la cual le confiere propiedades de solubilizacién de diferentes solutos entre los que
se encuentran los polifenoles (Beltran Delgado etal., 2013). Con el propdésito de cumplir la
relacion de sélido-liquido se realizé una prueba de hinchamiento, debido a que el material vegetal
seco se hidrata nuevamente y retiene solvente en su interior; en intervalos de 15 min se adiciono
solvente al material vegetal hasta que este ultimo se hidratara totalmente y asi obtener el volumen
neto del solvente a utilizar en la extraccion. La extraccion se realizé para un volumen de 20 ml y
a temperatura ambiente (=28 °C), el extracto fue centrifugado a 4000 rpm por 25 min obteniendo

un sobrenadante el cual fue almacenado y congelado en recipientes plasticos color ambar. La
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concentracion de soélidos suspendidos expresada como grados Brix (g de material vegetal
extraido/100ml de extracto), la cual fue medida utilizando el refractometro portatil. EI rendimiento

de extraccion se obtuvo empleando la siguiente ecuacion:

100 ml de extracto final
100

%Rendimiento de extraccion = °Brix * - *
g de material vegetal seco

donde °Brix = ( (Ec. 2)

g de material vegetal extraido)
100 ml de extracto final

3.3.5 Cuantificacion de la Capacidad Reductora de Cu?* del Extracto Acuoso Mediante el
Método Modificado de Benedict

Para la preparacion del reactivo de Benedict se disuelven 100 g de carbonato anhidrido de
sodio, 173 g de citrato de sodio, y 17,3 g de sulfato de cobre pentahidratado en 1 litro de agua
destilada, seguidamente se ajusta el pH con NaOH hasta 12. Se adicionaron 2 ml del reactivo
Benedict en una celda de cuarzo para realizar un barrido a diferentes longitudes de onda en el
espectrofotometro UV-Vis para determinar la longitud de onda donde se presenta el méximo de
absorbancia. Para la curva de calibracion se realizaron diluciones desde 4,81 hasta 0,2 mg de Cu/

ml de solucion (Ver apéndice A).

Para la prueba de capacidad reductora, se adicionaron 0,6 ml de reactivo de Benedict
preparado anteriormente y 1,4 ml de extracto. Esta solucién se calienta hasta 100°C en un bafio
con agua, por 4 min. Seguidamente se llevd a choque térmico en agua fria por 4 min y se centrifug6
a 4000 rpm por 25 min. Para determinar la concentracion de sulfato de cobre pentahidratado, se
dispone de 2 ml de la solucion en la celda de cuarzo y se mide la absorbancia a 740 nm utilizando
el espectrofotometro UV-Vis. Con el valor de absorbancia obtenido se determiné la concentracion
final del sulfato de cobre en la muestra utilizando la ecuacién de la curva de calibracion. A partir

de la diferencia de concentraciones del sulfato de cobre, se determind la cantidad de cobre reducido
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y utilizando la Ec. 3 se evaluo la capacidad de reduccion Cu?*. Los experimentos se realizaron por

triplicado.
Capacidad de reduccién Cu?* = gCu804,78CUS04y _ _ gCuSO, reducidos
g de sélidos suspendidos g de sélidos suspendidos
(Ec. 3)

Nota: Donde g CuSOu4o son los g iniciales y g CuSOss son los g finales.

3.3.6 Disefio de Experimentos

Para obtener las condiciones que maximicen la capacidad de reduccion Cu?* del extracto
acuoso de residuo de mora, se emple6 un disefio factorial 22 para determinar la interaccion entre
factores con mayor efecto en la variable respuesta, y posteriormente se llevé a cabo un disefio
central compuesto, utilizando para su analisis la metodologia de superficie de respuesta. Los
experimentos se realizaron por triplicado. El software utilizado fue MINITAB 19. A continuacién

se presentan los factores estudiados y los niveles empleados en cada disefio:
Tabla 1

Factores y Niveles del Disefio Factorial 2°

Factores Niveles de los Factores
Bajo Alto
pH 4 10
%Solido/ Liquido [%p/p] 5 30
Tiempo de maceracion [h] 24 48

Nota. El % solido / liquido se establece como la relacion (%p/p) del material vegetal y solvente
utilizado.
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Tabla 2

Factores y Niveles del Disefio Central Compuesto

Factores Niveles de los Factores
Bajo Alto
%Salido/Liquido [Yop/p] 2 8
Tiempo de maceracion [h] 12 36

Nota. El % solido / liquido se establece como la relacion (%p/p) del material vegetal y solvente

utilizado.

3.4  Etapa 2: Sintesis de Nps de Cobre a partir del Extracto Acuoso de Mora

3.4.1 Condiciones de Sintesis

Las condiciones de sintesis se basaron en las metodologias de (Amaliyah et al., 2020) y
(Avalo Cortez & Martinez Aguilar, 2018) con modificaciones. Para ello se mezcl6 una solucion
acuosa de sulfato de cobre pentahidratado (SC) a 0,46 M, el extracto de residuo de mora a una
concentracion de 0,085 g/ml y NaOH al 3,78% p/v, utilizando una relacion volumétrica de 2:1:1,
respectivamente. La adicion del NaOH se llevé a cabo de tres maneras diferentes: R1) se adiciond
previamente al extracto y posteriormente la mezcla extracto-NaOH se agregé a la solucién de SC,
R2) se adiciond previamente a la solucion de SC y posteriormente el extracto se agreg6 a la mezcla
SC-NaOH y R3) se adicioné previamente al extracto y a la solucion de SC y luego se agregé la
mezcla extracto-NaOH a la mezcla SC-NaOH. La sintesis se realizd a 60°C durante 30 min con

agitacion constante. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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3.5  Etapa 3: Caracterizacion de las Nps de Cobre

Inicialmente, se detectd a primera vista la formacion de particulas al observar un cambio
de color en las soluciones de reaccion. La solucion final fue centrifugada 24 h después a 4000 rpm
por 25 min para separar el sobrenadante y el precipitado formado durante la sintesis. El
sobrenadante fue almacenado y congelado en recipientes de vidrio. El precipitado fue lavado tres
veces con agua destilada y una cuarta vez con etanol con el propdésito de remover la mayor cantidad
de impurezas, excesos de reactivos y subproductos (Chamé, 2013). Finalmente, el precipitado se
llevd a secar al horno durante 45 min a 60°C y fue almacenado para su respectivo analisis

(Mosquera et al., 2015).

3.5.1 Espectroscopia UV-Vis

Para realizar el analisis del sobrenadante, se tomaron 100 pl de la muestra y se diluyeron
en 2,9 ml de agua destilada en una celda de cuarzo la cual fue llevada al espectrofotometro para

obtener los espectros desde 190 a 1000 nm.

Para realizar el analisis del precipitado, 0,05 g de este se agregaron al0 ml de acido lactico
con el fin de dispersar las particulas y obtener una mezcla homogénea. Posteriormente, se tomaron
40 pl de la mezcla mencionada anteriormente y se diluyeron en 2,96 ml de acido lactico en una
celda de cuarzo la cual fue llevada al espectrofotometro para obtener los espectros de 250 a 1000

nm.

3.5.2 Analisis SEM, EDSy FTIR

Las caracteristicas morfoldgicas del sobrenadante y precipitado se estudiaron utilizando el

microscopio electrénico de barrido (SEM) Tescan Vega 3 aplicando un voltaje de 20 kV, una
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distancia de magnificacion de 15 y 20 kx respectivamente y utilizando el detector BSE. La
composicion elemental se examiné mediante espectroscopia de rayos X de energia dispersiva
(EDS) con el software AztecOne. Se realiz6 un analisis de espectroscopia infrarroja (FTIR) para
averiguar el papel de las biomoléculas en el extracto para la reduccion de metales en el rango de

500-4000 cm™™,

4 Resultados

4.1  Cuantificacion de la Capacidad Reductora de Cu?* del Extracto Acuoso de Mora

4.1.1 Disefio 23

A partir de los resultados de los 24 experimentos del disefio 22 (Tabla 3) se evalud el efecto
de las variables y su interaccion aplicando el andlisis de varianza (ver tabla 1 del apéndice B). De
acuerdo con el valor P obtenido, se infiere que todas las variables tienen un efecto significativo

sobre la variable de respuesta a un nivel de confianza del 95%.

En la tabla 3 se presentan los resultados de la prueba de capacidad reductora de Cu?*
obtenida del disefio 23, donde se observa que la Muestra niimero 1, cuyo extracto fue realizado a
un pH de 4, un tiempo de maceracion de 24 h y un % Soélido/Liquido del 5%, present6 la mayor

capacidad reductora frente al resto de combinaciones en el experimento.
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Tabla 3

Resultados de la Prueba de Benedict del Disefio 22

33

. o Rendimiento
_ %Solido/Liquido Capacidad de
Muestra  Tiempo[h] pH _ i de
[%op/p] reduccion de Cu2” .
extraccion®
1 24 4 5 4,95 + 0,05 1,9% £ 0
2 24 4 30 1,34 £ 0,02 1,2% £ 0,18
3 24 10 5 2,49 + 0,08 3,8% %0
4 24 10 30 0,94 +0,01 22%+0
5 48 4 5 1,34 £ 0,09 3.8% %0
6 48 4 30 0,90 £ 0,01 2,5%+0
7 48 10 5 1,25+ 0,10 3,8% %0
8 48 10 30 1,10 + 0,05 1,8% £ 0,18

Nota. Los resultados representan el promedio de las réplicas y su desviacion estandar. * Las
unidades de capacidad de reduccién estan dadas en [mg Cu/mg solidos suspendidos]. * Las
unidades del rendimiento de extraccion estdn dadas en [g material vegetal extraido/g material

vegetal seco].
En lafigura 5 se presenta la influencia de los factores y sus interacciones sobre la capacidad

de reduccion.

4.1.2 Efecto de la Relacion %sdlido/liquido

En la figura 5 b) y c) se evidencia que al disminuir la relacion sélido/liquido a un 5% se
obtiene una mayor capacidad de reduccion. Esta tendencia ha sido observada por Castro Lopez
etal. ( 2017) , quienes realizaron la extraccion por maceracion a partir de cascara de granada
(Punica granatum), cascara de nuez (Juglans regia), hojas de moringa (Moringa oleifera) y hojas
de hojasén (Cassia fistula). En su estudio se reporté que el aumento de la relacion solido liquido

de 1:25 a 1:50 [m/v] resulté en una mayor extraccion de compuestos fendlicos y en un aumento en
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la actividad antioxidante de los extractos obtenidos para todos los materiales vegetales. A

diferencia de como se procedio en este trabajo, ellos realizaron la extraccion por 2 h con agitacion

constante.

Este comportamiento se puede explicar debido a que el aumento en la relacion solvente-

solido favorece el transporte del soluto (polifenoles presentes en el sdlido) hacia el solvente

gracias al gradiente de concentracion en la interfase sélido-solvente, el cual se considera como la

fuerza impulsora durante la transferencia de masa en este tipo de extraccién (Cacace & Mazza,

2003).

Figura 5

Graéfica de Efectos Principales sobre la Capacidad de Reduccion Cu?*
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Nota. a) Efecto tiempo-pH, b) efecto tiempo-%S/L y c) efecto pH-%S/L. Los resultados

representan las medias ajustadas de cada nivel.
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4.1.3 Efecto del pH

En la figura 5 a) se evidencia que al disminuir a un pH 4 de extraccion se obtiene una
mayor capacidad de reduccion. Esta tendencia fue observada por Ruenroengklin et al., (2008) en
donde la actividad antioxidante del extracto de Litchi aumentaba a pH bajo, debido a la extraccion
de compuestos fenolicos, y disminuy6 cuando se empleaba un pH superior a 4. Esto podria
deberse a la inhibicion de los procesos de oxidacion enzimatica de los compuestos fendlicos a pH
acido, lo cual permite una mayor estabilidad de las antocianinas presentes en el extracto obtenido
(Hidalgo & Almajano, 2017). Ademas, la adicion de acido en el solvente puede debilitar los
tejidos vegetales y aumentar la desintegracion de las paredes celulares del material vegetal,
facilitando asi la solubilizacion y la difusion de los compuestos que favorecen la actividad

antioxidante del extracto (Naranjo, 2016).

4.1.4 Efecto del Tiempo de Maceracion.

En las Figuras 5 a) y b) se observa que al aumentar el tiempo de maceracién la capacidad
de reduccidn del extracto disminuye. Este comportamiento podria explicarse debido a que durante
tiempos de extraccion prolongados se pueden iniciar reacciones de polimerizacion causando la
degradacion de los compuestos fenolicos presentes en el extracto, los cuales estan relacionados
directamente con la actividad antioxidante que el extracto pueda tener (Kara & Ercglebi, 2013).
También se puede afiadir que al cabo de un tiempo, la concentracién del soluto en el interior de las
células vegetales del solido y en el volumen del solvente alcanzan un equilibrio, momento en el
cual el transporte de los compuestos activos desde la célula hacia el solvente se ve afectado (Yang
etal., 2010). Esta tendencia fue reportada por lranawati et al. (2020), quienes estudiaron los

extractos obtenidos por maceracion a partir de hojas de Sonneratia caseolaris . Los investigadores
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evaluaron el efecto del tiempo de extraccion a 24 y 48 horas sobre la actividad antioxidante del
extracto y los resultados indicaron que a 24 horas de extraccion la capacidad de inhibir radicales
libres aumento, obteniendo asi una mayor actividad antioxidante. A diferencia del presente trabajo,

los investigadores utilizaron metanol como solvente.

En la figura 6 se aprecia el diagrama de Pareto que confirma lo obtenido en el anélisis de
varianza (ver apéndice B) y que permite identificar la interaccion AC (tiempo de maceracion y %
Sélido/Liquido) como la de mayor efecto sobre la variable de respuesta. Por consiguiente, se acotd
el nimero de factores para el siguiente disefio de experimentos (Central compuesto-Superficie de

respuesta) dejando fijo el valor del pH de extraccion en 4.
Figura 6

Diagrama de Pareto Sobre la Capacidad Reductora Disefio Factorial 23

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Cap Red CuZ+; o = 0,05)
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Nota. El diagrama de Pareto permite determinar la importancia de los factores sobre la variable de
respuesta. Las interacciones o factores que sobrepasan la linea roja son considerados como

estadisticamente significativos.
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4.1.5 Disefio Central Compuesto

A partir de los resultados de los 42 experimentos del disefio central compuesto (Tabla 4)
se evaluo el efecto de las variables y sus interacciones, y permitio hallar los niveles que maximizan

la capacidad de reduccion de Cu?*, aplicando el analisis de varianza (ver tabla 1 del apéndice C).

En la tabla 4 se pueden ver los resultados de la prueba de capacidad reductora de Cu?*
obtenida del disefio central compuesto, donde se observa que la Muestra 2, con el extracto
producido a un pH de 4, tiempo de maceracion de 12 h y un %Solido/Liquido de 2%, presentd la

mayor capacidad reductora frente al resto de combinaciones en el experimento.
Tabla 4

Evaluacion de la capacidad de reduccion de Cu2" mediante la Prueba de Benedict, en funcién
del tiempo y el %Solido/Liquido en un Disefio Central Compuesto.

. %Sélido/Liquido Capac1$1,ad de Rendimiento
Muestra Tiempo [h] reduccion de .
[Yop/p] cun de extraccion*
1 7,02 5 2,97 £ 0,03 3,81%
2 12 2 3,06 + 0,06 4,77%
3 12 8 1,68 £ 0,05 4,77%
4 24 0,76 2,35+ 0,05 12,59%
5 24 5 1,56 + 0,02 7,63%
6 24 9,24 1,32 £0,02 5,16%
7 36 2 1,70 £ 0,09 9,53%
8 36 8 1,64 £ 0,04 4,77%
9 40,9 5 1,89+ 0,01 5,72%

Nota. Los resultados representan el promedio de las réplicas y su desviacion estandar. * Las
unidades de capacidad de reduccién estan dadas en [mg Cu/mg soélidos suspendidos]. * Las
unidades del rendimiento de extraccion estan dadas en [g material vegetal extraido/g material

vegetal seco].
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En la figura 7 se presenta la superficie de respuesta obtenida al evaluar la capacidad
reductora de Cu?* mediante un disefio central compuesto, donde se observa que esta variable

aumenta a medida que el tiempo de maceracion y el % Sélido/Liquido (% S/L) disminuyen.

Posteriormente, se empled la herramienta de maximizacion de respuesta de Minitab para

hallar los niveles de los factores a los cuales la capacidad de reduccion Cu?* es maxima.
Figura7

Superficie de Respuesta de la Capacidad de Reduccion Cu?*
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4.1.6 Maximizacién de la Capacidad de Reduccion.

La tabla 5 presenta la solucion (ver tabla 2 del apéendice C) obtenida a partir del modelo
matematico (ver Ec. 4) de superficie de respuesta de la capacidad de reduccion Cu?* con un R? de

0,991.
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Tabla b

Maximizacion de la Capacidad de Reduccion Cu?*

Factores Solucion Capacidad de reduccion Cu?* =
Tiempo de maceracion [h] 7,03
. . 4,29 + 0,09
%Solido/Liquido [Yp/p] 0,76

Nota. * las unidades de capacidad de reduccidén estan dadas en [mg Cu/mg solidos suspendidos].
Ecuacion de regresion

Cap Red Cu?* =5,9547 - 0,21317*A - 0,4667 *B + 0,002796 *A? + 0,01194*B2

+0,009541*A*B (Ec. 4)
Nota: Donde A es el Tiempo [h] y B es el %Sélido/Liquido [%p/p]

A partir de los resultados de la maximizacion se puede decir que, a un tiempo de
maceracion de 7,03 h, un % Solido/Liquido de 0,76 [%p/p] y un pH de 4, se puede obtener un
maximo tedrico de capacidad de reduccion de Cu?" de 4,29 + 0,09 [mg Cu/mg de solidos
suspendidos] con un nivel de confianza del 95% (ver tabla 2 del apéndice C). Al aplicar las
condiciones de extraccidn mencionadas anteriormente se obtuvo un maximo experimental de 4,25

[mg Cu/mg solidos suspendidos] el cual se encuentra en el intervalo de confianza establecido.

4.2 Andlisis Cualitativo del Proceso de Sintesis de Nps

En la figura 8 se puede observar el cambio de color en la suspension durante el tiempo de
sintesis para las reacciones R1, R2 y R3. Inicialmente se parte de una solucién de sulfato de cobre
color azul palido en la que segundos después de iniciar la reaccién cambia a color azul oscuro
debido a la reaccion de la sal cuprica con una solucién basica, en este caso el hidroxido de sodio,

dando lugar principalmente a la formacion de Cu(OH). (Ec. 5) (Pastrana Alta, 2017). Este
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compuesto se comporta como una especie metaestable (no es termodinamicamente estable), que
posteriormente se deshidrata y es reducida por los compuestos fendlicos presentes en el extracto
hasta llegar finalmente a una solucion color ocre, permitiendo la formacion de particulas de
especies mas estables termodindmicamente como las de 6xidos de cobre (Wen, 2021)(Ec. 6),

durante la etapa de nucleacién, crecimiento y recubrimiento (Kuo et al., 2007)(Sahoo et al., 2009).

Culagy +2(0H)(uqy = Cu(OH) (ag) (Ec.5)
Cu(OH); (aq) » CuO¢y + Hy0 (Ec.6)

Figura 8

Color de la Mezcla de Reaccion a Diferentes Tiempos

Nota. a), b), c) Color de la mezcla R1(reaccién en donde el NaOH se adicion0 previamente al
extracto) luego de 30 s, 2 min y 5 min respectivamente. d), ), f) Color de la mezcla R2 (reaccion
donde el NaOH se adiciono previamente a la solucion de SC) luego de 30 s, 2 min y 5 min
respectivamente. g), h), i) Color de la mezcla R3 (reaccion donde el NaOH se adiciond previamente
tanto a la solucion de SC como al extracto) luego de 30 s, 2 min y 5 min respectivamente. Todas

se llevaron a cabo a 60 °C con agitacion.
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En la figura 9 se evidencia la formacidn de dos fases al finalizar la sintesis, un sobrenadante
y un precipitado de color marron claro para la R1 (b) y un color marrén oscuro para R2 (e) y R3
(h) los cuales posteriormente fueron caracterizados mediante las técnicas mencionadas en la

metodologia.

Para R1, reaccion en donde el NaOH se adiciond previamente al extracto y posteriormente
la mezcla extracto-NaOH se agrego a la solucion de SC, se evidencio un color verde oscuro en el
sobrenadante, lo cual es un indicativo de la presencia de complejos i6nicos de Cu y de compuestos
fendlicos oxidados provenientes del extracto de mora junto con subproductos formados durante la

sintesis como el Na>SOs, lo cual fue confirmado posteriormente en el analisis EDS realizado.
Figura 9

Productos de la Sintesis de Nanoparticulas de Cobre

RL —

g *

Nota. a), d), g) Formacion de dos fases al finalizar la sintesis de R1, R2, R3 respectivamente. b),
e), h) precipitados de R1, R2, R3 respectivamente. c), f), i) sobrenadantes de R1, R2, R3
respectivamente. La sintesis se realiz6 a 60°C durante 30 min con agitacién constante. Los

experimentos se realizaron por triplicado.
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Para R2, donde el NaOH se adiciond previamente a la solucion de SC y posteriormente el
extracto se agregd a la mezcla SC-NaOH, se evidencié un color marron en el sobrenadante
obtenido. Para R3, donde el NaOH se adicion0 previamente al extracto y a la solucion de SC y
luego se agregd la mezcla extracto-NaOH a la mezcla SC-NaOH, se obtuvo de igual manera un
sobrenadante de color marron, dado principalmente por compuestos fenélicos como flavonoles y
antocianinas que han sido oxidadas y son sensibles a variaciones de pH y temperatura (Gloria

Astrid Garzon, 2008).

La sintesis de nanoparticulas de Cu metalico es un gran desafio debido a su alta tendencia
a la oxidacion, esta es alguna de las razones por las que se obtuvieron particulas en las fases de
oxido, las cuales son termodindmicamente mas estables y cuya presencia fue observada en las

iméagenes obtenidas durante el posterior analisis SEM, EDS y FTIR.

4.3  Caracterizacion de las Nps de Cobre obtenidas en el precipitado

4.3.1 Espectroscopia UV-Vis

En el apéndice D se presentan los espectros obtenidos del extracto de mora, hidroxido de
sodio y el sulfato de cobre. El extracto mostrd un pico de absorcién méxima a 240 nm caracteristico
de flavonoides como los flavanoles y antocianinas que han sido identificados en (Ertz etal.,
2007)(G.A Garzon et al., 2015) y son abundantes en frutos rojos como la mora de castilla, mientras
que el hidréxido de sodio presento su pico maximo de absorbancia a 210 nm y el sulfato de cobre

a 740 nm.

Por otra parte, en la figura 10 se presentan los espectros de los precipitados obtenidos en
R1, R2 y R3. Las muestras de R1y R2 evidenciaron picos de absorbancia a 260 y 290 nm, mientras

que R3 presentd un solo pico 260 nm. Estos resultados similares a otros estudios sobre la sintesis
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de Nps de oxido de cobre utilizando extracto de café y extracto de hoja de Terminalia
phanerophlebia, donde se obtuvieron picos maximos de absorbancia a 262 nm (Fardood &

Ramazani, 2016) y a 290 nm (Keabadile et al., 2020), respectivamente.

En los trabajos mencionados anteriormente se establecen estos picos caracteristicos como
evidencia de la deteccion de Nps de oxidos de cobre, sin embargo, este analisis se complementa

con los resultados obtenidos en las pruebas de SEM, EDS y FTIR.
Figura 10

Espectro UV-Vis de los Precipitados
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Nota. R1 (a) reaccion en donde el NaOH se adicioné previamente al extracto, R2 (b) reaccion
donde el NaOH se adiciond previamente a la solucion de SC y R3(c) reaccion donde el NaOH se
adicion6 previamente tanto a la solucion de SC como al extracto. Todas las reacciones se llevaron

a cabo por 30 min a 60 °C con agitacion.
En el apéndice D se presentan los espectros obtenidos del sobrenadante de cada uno de los
puntos de sintesis realizados. Se observé un pico de absorcion entre 230-240 nm para R2 'y R3, y

entre 265-275 nm para R1 los cuales son caracteristicos de polifenoles como los elagitaninos, acido
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galico y la catequina (Ertz et al., 2007) (Gonzélez, 2011). En ninguna de las muestras se evidencio
un pico de absorbancia remanente del sulfato de cobre, indicando que este se consumié primero
formando complejos i6nicos de Cu y en la posterior reduccion simultanea de iones de Cu?* en Cu'?

y CU°,

4.3.2 Imagenes Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

En la figura 11 se presentan las imagenes de las muestras de precipitados (Ver apendice
E). En las imagenes se confirma la presencia de particulas de formas esféricas y amorfas y no se
evidencid una diferencia significativa de la morfologia entre las muestras de precipitados de las 3
reacciones, las cuales tienden a formar un agregado aleatorio y presentan un tamarfio superior al de

la nano escala (1 a 100 nm) ya que se encuentran en un rango de tamafio entre 240 nmy 1,51 um.

Los resultados obtenidos se compararon con los reportados por diferentes autores en la

tabla 6.
Tabla 6

Comparacion con Literatura de la Morfologia de Nps de Oxido de Cobre

Autores Tamafio [nm] Forma

B. Kumar et al., 2017 45-53 Esférica

ELhabal et al., 2022 90-139 Esférica
Presente trabajo 240-1510 Esférica, amorfa

B. Kumar et al., 2017 en su estudio donde el extracto de mora de castilla fue usado como
agente reductor, reportdé Nps de 6xido de cobre esféricas y de un tamafio promedio entre 45 y 53
nm. A diferencia de como se procedio en este trabajo, ellos utilizaron nitrato de cobre como sal

precursora a una concentracion de 0,01 M la cual fue mezclada con el extracto por 6 h a 75 °C.
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Por otra parte, Elhabal et al., 2022 , reportaron en su estudio Nps esféricas (90 a 139 nm) de oxidos
de cobre a partir de la reaccion a 70 °C de una solucidn de sulfato de cobre (0,01 M) con el extracto

de Salvadora persica.
Figura 11

Imagenes Microscopia Electrénica de Barrido
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SEM MAG: 20.0 kx Det: BSE Performance In nanospace| SEM MAG: 15.0 kx Det: BSE Porformance in nanospace|

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.07 mm \A VEGAJ TESCAN|

SEM MAG: 15.0 kx Det: BSE 2pm Performance in nanospace

Nota. Imagenes de las particulas en el precipitado de R1 (a) reaccién en donde el NaOH se adiciond
previamente al extracto, R2 (b) reaccion donde el NaOH se adicion6 previamente a la solucion de
SC y R3(c) reaccion donde el NaOH se adicion6 previamente tanto a la solucién de SC como al

extracto. Todas las reacciones se llevaron a cabo por 30 min a 60 °C con agitacion.
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Factores como la concentracion de la sal metélica, el pH, y los compuestos presentes en el
extracto, entre otros, afectan la forma, el tamafio y la estabilizacion de las Nps. Respecto a la
concentracion de la sal metalica durante la biosintesis de Nps de 6xidos metalicos, el tamafio de
las particulas obtenidas suele aumentar cuando se incrementa la concentracion de esta (Din et al.,
2017). Es probable que el amplio rango de tamafio de las particulas obtenidas en este trabajo se
deba a la concentracion de la sal utilizada (0,46 M), la cual es mayor que la utilizada por los autores
en los estudios previamente mencionados. Esto puede deberse a una mayor presencia de Cu?* en
la solucién lo cual promueve un incremento en la produccién de los nucleos durante la etapa de
nucleacion, lo cual a la vez, favorece la aglomeracion y precipitacion de particulas de mayor

tamafo (Jeevanandam et al., 2017).

También se ha observado que la concentracion inicial de los reactivos determina la
formacion de productos intermedios mas inestables que tienden a precipitar, como el Cu(OH)., lo
gue consecuentemente puede afectar el rendimiento de produccién de las Nps y causar diferentes

tamafos por agregacion en las particulas obtenidas (Jia et al., 2009) (Salgado et al., 2019).

La morfologia de las particulas obtenidas en el presente trabajo también se ve afectada
debido a la capacidad de recubrimiento y estabilizacion de las particulas por los compuestos
presentes en el extracto, lo que puede generar particulas de mayor tamafio y con variedad de formas
(Chakraborty et al., 2022). La presencia de estos compuestos en la superficie de las particulas se

confirma en los resultados de las pruebas FTIR presentadas mas adelante.

Adicionalmente, en las imagenes de los sobrenadantes captadas no se evidencid la

presencia de ningdn tipo de particula (ver apéndice F).
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4.3.3 Analisis FTIR

Para comprender la naturaleza y estructura quimica de las particulas sintetizadas junto con
el efecto del agente reductor utilizado en la sintesis, se llevo a cabo un analisis FTIR. La figura 11
representa el espectro FTIR registrado para las particulas y el extracto de mora en el rango de 500

a 4000 cm™.

En el espectro del extracto de mora, identificado con la grafica de color negro, se
observaron picos a 3300 cm™ y a 2941 cm™, correspondiente a las vibraciones de extension del
grupo -OH caracteristico de flavonoides y al grupo C-H de compuestos alifaticos (Gaffney et al.,
2012), respectivamente. Asi mismo, se observan bandas de absorbancia presentes en 1716 cm™y
1593cm™ , caracteristicos del grupo cetona -C=0 y del grupo alqueno C=C de anillos aromaticos,

respectivamente (B. Kumar et al., 2017) (Gaffney et al., 2012).

Al comparar este espectro de extracto de mora con el espectro de las particulas de cobre
presentes en el precipitado, se encontrd que los picos obtenidos en el extracto se han repetido en

las particulas con ligeros cambios en la intensidad de las bandas de absorcion.

En la figura 12 también se pueden observar los espectros de las particulas obtenidas durante
la sintesis R1, R2 y R3, identificados de color naranja, azul y verde respectivamente. Los picos en
3257 cm™ y 3205 cm™, correspondientes al grupo -OH, y en 1598 cm™ se vuelven menos estrechos
y de menor intensidad respecto a lo obtenido en el extracto. La banda de absorcion en 1386 cm™
pertenece a vibraciones de extension del grupo -COO", caracteristico del ion carboxilato, el cual
es el producto de la reaccion entre un acido organico y un ion metalico (Jose & Cerillo, 2009). Las
bandas de vibracion en las frecuencias 613 (R1), 614 (R2) y 615 (R3) cm™ se pueden atribuir a

picos caracteristicos del Cu20 (Zheng & Liu, 2007).
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Figura 12

Espectro FTIR de las Particulas de Oxido de Cobre Obtenidas en los Precipitados
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Nota. Espectros de las particulas obtenidas en el precipitado durante la sintesis R1(naranja),
R2(azul) y R3(verde) y del extracto de mora (negro). (Ver apéndice G para ver espectros por

separado)
Adicionalmente, no se observo ningln otro pico activo en el rango entre 609 y 500 cm™,
lo cual podria descartar la existencia de otra fase, como el CuO (Pastrana Alta, 2017). Con la

intencion de confirmar lo mencionado previamente, y de entender la importancia de los
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compuestos del extracto en el proceso de reduccion, se realiz6 un analisis FTIR (ver apéndice G)
a las particulas obtenidas a partir de la reaccion de sulfato de cobre con hidréxido de sodio, en
donde se observaron picos a 532, 444 y 610 cm™ correspondientes a bandas de vibracion de

estiramiento Cu-O (Zheng & Liu, 2007)(Pastrana Alta, 2017).

No hay duda, por lo tanto, que los compuestos en la superficie de las particulas tienen una
composicion quimica muy parecida a la del extracto de mora, confirmando que los compuestos
presentes en el extracto cumplen funciones de recubrimiento y estabilizacién de las particulas.
Resultados similares han sido reportados por varios trabajos (Sankar et al., 2014)(Kushwaha &

Prakash, 2021).

En el apéndice H se presentan los espectros de los sobrenadantes obtenidos donde se
observaron picos a 3304 cm™ y 3267 cm™ correspondientes a las vibraciones de extension del
grupo -OH caracteristico de compuestos fendlicos y a 2827 cm™ correspondiente al grupo C-H de
compuestos alifaticos (Gaffney et al., 2012). La banda de absorbancia presente en 1624 cm™ es
caracteristica de vibraciones de extension del grupo alqueno C=C y en 1584 cm™ del grupo

alqueno C=C de anillos arométicos (Bayu et al., 2019).

4.3.4 Analisis pruebas EDS

En la tabla 7 se presentan los valores de la composicion elemental de los precipitados

obtenidos mediante la técnica EDS.

En la muestra R1 se obtuvo una composicion elemental de Cuy O de 14,8 % y 51,3 %
atdbmicos respectivamente, por lo tanto, se puede establecer una formula compuesta basada en la
relacion atomica de Cu y O como Cup290. De la misma manera, para R2 y R3 se obtienen las

formulas Cuoe30 y CuossO respectivamente. Composiciones elementales similares fueron
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obtenidas en la sintesis de Nps de oxido de cobre partir del extracto de hoja de Euphorbia

chamaesyce (Maham et al., 2017).

Tabla 7

Resultados EDS de la Composicion Elemental de los Precipitados

% Atomico
Elemento R1 R2 R3
Cu 14,8 +0,1 28,0+22 19,9+0,8
O 51,3+0,1 44,1+0,3 43,1+0,7
C 225+3,1 220+£29 28,6 £0,2
Na 10,126 51+£0,5 72%+15
S 1,0+0,7 06+0,1 1,0+04
Ca 0,4+0,2 0,1+0,1 0,3+0,3

Nota. Los resultados representan el promedio de las réplicas y su desviacion estandar.

En el apéndice | se presentan los valores de la composicion elemental de los sobrenadantes
obtenidos mediante la técnica EDS. En general, los elementos identificados fueron el O, Na, C, S,
K de compuestos oxidados provenientes del extracto de mora y de subproductos formados durante
la sintesis como el Na2SOs. En comparacion con los precipitados, solo se identificaron trazas del
Cu atomico con un 0,5y 0,03 % para las muestras de R1 y R2 respectivamente, las cuales pueden
indicar la presencia de trazas de compuestos como el Cu(OH); o el CuSO4 que no se consumieron
durante la sintesis. Estos resultados son congruentes con las imagenes obtenidas en el SEM, en las

cuales no se observaron Nps presentes en el sobrenadante.

En general, los resultados muestran una distribucion heterogenea de Cu, O, C, Na, Sy Ca
en la superficie de las muestras y permiten observar que las particulas sintetizadas estan

compuestas principalmente de cobre y oxigeno con recubrimientos de compuestos provenientes
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del extracto de mora, afianzando asi lo descrito en los resultados de las pruebas de caracterizacion

Uv-Visy FTIR.

5 Conclusiones

Los resultados obtenidos por el analisis de varianza confirmaron que todos los factores
evaluados tienen una influencia significativa, siendo la interaccion tiempo de maceracion y %
Solido/Liquido la que presenté un mayor efecto sobre la capacidad reductora Cu?*, obteniendo las
mejores condiciones de extraccion a pH 4, tiempo de maceracion de 7 h'y un %Saolido/Liquido de
0,76 como las que permiten obtener un maximo de capacidad de reduccion de Cu?* de 4,25 [mg
Cu/ mg solidos suspendidos] el cual se encuentra en el intervalo de confianza establecido 4,29 +

0,09 [mg Cu/mg sélidos suspendidos].

Se sintetizaron particulas de 6xido de cobre haciendo uso del extracto acuoso de residuos
de mora de castilla como agente reductor y se confirmo su presencia mediante las imagenes del
SEM, donde se observaron particulas de formas esféricas y amorfas, las cuales presentan un
tamafo superior al de la nano escala y se encuentran en un rango de tamafio entre 240-1510 nm

formando un agregado aleatorio.

El amplio rango de tamafio del nanomaterial obtenido se puede atribuir a la alta
concentracion inicial de los reactivos, particularmente la de la sal de sulfato de cobre utilizada
(0,46 M), propiciando una mayor presencia de iones Cu?* en la solucion, lo cual promueve un
incremento en la produccion de nanoparticulas mas inestables que colisionan entre si favoreciendo
la formacion de microparticulas durante la etapa de crecimiento por aglomeracion. La morfologia
resultante también se ve influenciada por la capacidad de los compuestos presentes en el extracto

de recubrir las particulas. Esto fue validado mediante el andlisis EDS y FTIR, donde se pudo
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confirmar la presencia de particulas de Cu2O cuya superficie exhibe una composicion quimica

similar a los compuestos encontrados en el extracto de mora.

6 Recomendaciones

Evaluar el efecto de otras variables de extraccion como el tipo de solvente, presion,
agitacion y temperatura sobre la capacidad de reduccion de Cu?*, asi como llevar a cabo diferentes

técnicas de extraccion como la extraccion Soxhlet.

Evaluar el efecto de las condiciones de sintesis como la temperatura, relacion sal
precursora- agente reductor, concentracion de los reactivos entre otros, sobre la morfologia y

composicion de las particulas.

Mediante estudios de sensibilidad a agentes antimicrobianos, evaluar la actividad
antimicrobiana de las particulas de CuO para determinar la concentracion minima inhibitoria

(CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) ante diferentes tipos de microorganismos.

Cabe subrayar que el protocolo de sintesis y el material obtenido a partir de este, podria
aportar en el desarrollo de soluciones para el tratamiento de aguas residuales. Por lo tanto, se
recomienda evaluar la capacidad del extracto de mora y del nanomaterial en la recuperacion de

metales pesados presentes en lixiviados.
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Apéndices

Apeéndice A. Resultados de la Cuantificacion de la Capacidad Reductora de Cu2*

Curva de Calibracion del reactivo Benedict

Curva de calibracion Benedict

8,000
7,000
6,000

5,000

y = 4,8978x- 0,0852
R?=0,9976

4,000

mg Cu/ml de benedict

3,000

2,000

1,000

0,000

Abs

Ecuacion de regresion

y = 4,8978 x X — 0,0852 R? = 0,997

Relacidn Secado/ °Brix

Volumen de Extracto por secar [ml] 5
°Brix [g/ ml sin] 0,01
mg extraidos segun °Brix 5
mg extraidos segun secado 4,85
Relacion Secado/° Brix [mg extraidos segun
secado del extracto /mg extraidos segun 0,97

°Brix]
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Apéndice A. Resultados de la Cuantificacion de la Capacidad Reductora de Cu2*

Resultados de la Prueba de Benedict del Disefio 22

. Tiempo %S/L mg Cap d_e, Rendimier_lt,o
N [h] [%p/p] Abs  mgCuS0,, extraidos Re(gjuczczlon de Extzaccmn
1 24 4 5 0,293 2,700 14 4,94 1,9%
2 48 4 5 0,599 5,697 2,8 1,40 3,8%
3 24 10 5 0,302 2,788 2,8 2,44 3,8%
4 48 10 5 0,711 6,796 2,8 1,01 3,8%
5 24 4 30 0,416 3,905 4,2 1,36 1,0%
6 48 4 30 0,054 0,359 11,2 0,83 2,5%
7 24 10 30 0,059 0,408 98 0,94 2,2%
8 48 10 30 0,079 0,603 8,4 1,07 1,9%
9 24 4 5 0,283 2,602 1,4 5,01 1,9%
10 48 4 5 0,634 6,040 2,8 1,28 3,8%
11 24 10 5 0,271 2,484 2,8 2,55 3,8%
12 48 10 5 0,62 5,903 2,8 1,32 3,8%
13 24 4 30 0,24 2,181 5,6 1,33 1,3%
14 48 4 30 0,095 0,760 8,4 1,05 1,9%
15 24 10 30 0,067 0,486 9,8 0,93 2,2%
16 48 10 30 0,173 1,524 7 1,16 1,6%
17 24 4 5 0,296 2,729 14 4,92 1,9%
18 48 4 5 0,423 3,973 2,8 2,01 3,8%
19 24 10 5 0,254 2,318 4.2 1,74 5,7%
20 48 10 5 0,661 6,304 2,8 1,18 3,8%
21 24 4 30 0,231 2,092 5,6 1,34 1,3%
22 48 4 30 0,074 0,554 11,2 0,81 2,5%
23 24 10 30 0,057 0,388 9,8 0,94 2,2%
24 48 10 30 0,08 0,613 8,4 1,07 1,9%

Nota. * las unidades de capacidad de reduccion estan dadas en [mg Cu/mg solidos suspendidos].
+ las unidades del rendimiento de extraccidn estan dadas en [g material vegetal extraido/g

material vegetal seco].



BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE COBRE

67

Apéndice A. Resultados de la Cuantificacion de la Capacidad Reductora de Cu2*

Resultados de la Prueba de Benedict del Disefio Central Compuesto

o T L i, M TR
Cu* Extraccion *
1 24 5 0,14 1,201 5,6 1,50 7,6%
2 24 5 0,098 0,790 5,6 1,58 7,6%
3 24 5 0,092 0,731 5,6 1,59 7,6%
4 36 2 0,531 5,031 2,8 1,64 9,5%
5 36 2 0,495 4,678 2,8 1,76 9,5%
6 12 2 0,561 5,325 1,4 3,06 4,8%
7 24 5 0,104 0,848 5,6 1,56 7,6%
8 24 5 0,112 0,927 5,6 1,55 7,6%
9 24 5 0,1 0,809 5,6 1,57 7,6%
10 36 2 0,563 5,345 2,8 1,52 9,5%
11 12 2 0,569 5,403 1,4 3,01 4,8%
12 36 8 0,052 0,339 5,6 1,66 4,8%
13 12 8 0,066 0,476 5,6 1,63 4,8%
14 24 5 0,114 0,946 5,6 1,55 7,6%
15 24 5 0,115 0,956 5,6 1,55 7,6%
16 12 8 0,024 0,065 5,6 1,70 4,8%
17 24 5 0,113 0,937 5,6 1,55 7,6%
18 12 8 0,018 0,006 5,6 1,72 4,8%
19 36 8 0,089 0,701 5,6 1,59 4,8%
20 12 2 0,553 5,247 14 3,12 4,8%
21 36 8 0,048 0,300 5,6 1,66 4,8%
22 24 5 0,098 0,790 5,6 1,58 7,6%
23 7,03 5 0,14 1,201 2,8 3,00 3,8%
24 7,03 5 0,158 1,377 2,8 2,94 3,8%
25 24 5 0,099 0,799 5,6 1,57 7,6%
26 24 5 0,106 0,868 5,6 1,56 7,6%
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

24
40,97
7,03
24
40,97
24
24
24
24
24
24
24
24
40,97
24
24

5
5
5
0,76
5
9,24
9,24

5
0,76
9,24

0,096
0,19
0,151
0,656
0,195
0,037
0,064
0,108
0,125
0,66
0,11
0,106
0,0953
0,186
0,671
0,064

0,770
1,691
1,309
6,256
1,740
0,192
0,457
0,888
1,054
6,295
0,907
0,868
0,763
1,652
6,402
0,457

5,6
4,2
2,8
1,4
4,2
7
7
5,6
5,6
1,4
5,6
5,6
5,6
4,2
1,4
7

1,58
1,89
2,97
2,40
1,87
1,35
1,31
1,56
1,53
2,37
1,55
1,56
1,58
1,90
2,29
1,31

7,6%
5,7%
3,8%
12,6%
5,7%
5,2%
5,2%
7,6%
7,6%
12,6%
7,6%
7,6%
7,6%
5,7%
12,6%
5,2%
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Nota. * las unidades de capacidad de reduccién estan dadas en [mg Cu/mg solidos suspendidos].
+ las unidades del rendimiento de extraccidn estan dadas en [g material vegetal extraido/g

material vegetal seco].
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Apéndice B. Resultados Analisis Estadistico Disefio Factorial 23

Analisis de Varianza Disefio Factorial 2°

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 7 38,5530 5,5076 110,73 0,000
Lineal 3 245198 8,1733 164,32 0,000
Tiempo 1 8,4411 8,4411 169,71 0,000
pH 14,1095 4,1095 82,62 0,000
%S0lido/Liquido 1 11,9692 11,9692 240,64 0,000
Interacciones de 2 términos 3 12,9302 4,3101 86,65 0,000
Tiempo*pH 13,2206 3,2206 64,75 0,000
Tiempo*%Sdlido/Liquido 1  6,5481 6,5481 131,65 0,000
pH*%S06lido/Liquido 13,1614 3,1614 63,56 0,000

Interacciones de 3 terminos 1 1,1031 1,1031 22,18 0,000
Tiempo*pH*%Solido/Liquido 1 1,1031 1,1031 22,18 0,000
Error 16  0,7958 0,0497
Total 23 39,3489

Nota. GL.: grados de libertad; *SC: suma de cuadrados; *MC: media cuadratica

Ecuacion de regresion en unidades no codificadas

Cap Red Cu?* =13,553 - 0,24*A - 0,9738 *B - 0,3697*C + 0,01851*A*B
+ 0,006817*A*C+ 0,02683*B*C - 0,000476*A*B*C

Nota: Donde A es el Tiempo [h], B es el pH y C es el %Solido/Liquido [5p/p]

Resumen del Modelo

S R- Cuadrado R- Cuadrado
(ajustado)
0,223022 97,98% 97,09%
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Apéndice C. Resultados Analisis Estadistico Disefio Central Compuesto y Maximizacion

Analisis de Varianza Disefio Central Compuesto

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 6 11,6010 1,93351 694,15 0,000
Bloques 1 0,0610 0,06104 21,91 0,000
Lineal 2 6,4038 3,20190 1149,51 0,000
Tiempo 1 3,3806 3,38063 1213,67 0,000
%Solido/Liquido 1 3,0232 3,02318 1085,35 0,000
Cuadrado 2 3,7204 1,86022 667,83 0,000
Tiempo*Tiempo 1 3,5901 3,59006 1288,86 0,000
%Sélido/Liquido*%Solido/Liquido 1 0,2558 0,25579 91,83 0,000
Interaccion de 2 factores 1 1,4158 1,41577 508,27 0,000
Tiempo*%Solido/Liquido 1 1,4158 1,41577 508,27 0,000
Error 35 0,0975 0,00279
Falta de ajuste 3 0,0395 0,01317 7,27 0,001
Error puro 32 0,0580 0,00181
Total 41 11,6985
Nota. GL: grados de libertad; *SC: suma de cuadrados; *MC: media cuadratica
Resultados Maximizacion de la Respuesta: Capacidad de Reduccion Cu?*
. Valor de . EE de IC de IP de
Variable . .. Respuesta  Ajuste i
configuracion P ) ajuste 95% 95%
Tiempo [h 7,02944
et CapRed 42086 00449 (2075 (41580,
%S6lido/Liquido e P ’ ’ 4,3807)  4,4392)
[%p/p] ’
Resumen del Modelo
S R- Cuadrado R- Cuadrada
(ajustado)
0,0527773 99,17% 99,02%
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Apéndice C. Resultados Analisis Estadistico Disefio Central Compuesto y Maximizacion

Graéfica de Maximizacion de Respuesta Cap Red Cu?*
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Apéndice D. Espectro UV-Vis de los Reactivos y Sobrenadantes

Espectro UV-Vis de los Reactivos
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Espectro UV-Vis de los Sobrenadantes
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Apéndice E. Imagenes Microscopia Electronica de Barrido de los Precipitados

Imagen Microscopia Electronica de Barrido de las particulas de Oxido Cobre Obtenidas en el
Precipitado por la Sintesis R1

-,

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.85 mm | I

SEM MAG: 20.0 kx Det: BSE Performance in nanospag
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Apéndice E. Imagenes Microscopia Electronica de Barrido de los Precipitados

Imagen Microscopia Electronica de Barrido de las Particulas de 6xido Cobre obtenidas en el
Precipitado por la Sintesis R2

SEMHV: 20.0kV | WD: 15.24 mm | | VEGA3 TESCA
SEM MAG: 15.0 kx Det: BSE 2 uym Performance in nanospace
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Apéndice E. Imagenes Microscopia Electronica de Barrido de los Precipitados

Imagen Microscopia Electronica de Barrido de las Particulas de 6xido Cobre obtenidas en el
precipitado por la sintesis R3

~f 4
L6=038pym =

S2
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L5 = 0°36°0m

L7 =052 um
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e
, ‘ d = 0559 pm
e

3
L1=0.54 ym

L3.=0.53 pm

gy
SEM HV: 20.0 kV WD: 15.07 mm ' VEGA3 TESCAN
BEM MAG: 15.0 kx Det: BSE 2 pm Performance in nanospace
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Apéndice F. Imagenes Microscopia Electronica de Barrido de los Sobrenadantes

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.31 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 14.99 mm VEGAS3 TESCAN|
SEM MAG: 15.0 kx Det: BSE 2pm Performance in nanospace SEM MAG: 15.0 kx Det: BSE Performance in nanospace

o

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.12 mm VEGAS3 TESCAN|
SEM MAG: 15.0 kx Det: BSE Performance in nanospace

Nota. Iméagenes de los sobrenadantes de las sintesis R1 (a), R2 (b) y R3(c).
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Apéndice G. Espectros FTIR de los Precipitados

Espectro FTIR de las particulas de Oxido Cobre Obtenidas en el Precipitado por la Sintesis R1
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Apéndice G. Espectros FTIR de los Precipitados

Espectro FTIR de las particulas de Oxido Cobre Obtenidas en el Precipitado por la Sintesis R2
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Apéndice G. Espectros FTIR de los Precipitados

Espectro FTIR de las particulas de Oxido Cobre Obtenidas en el Precipitado por la Sintesis R3
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Apéndice G. Espectros FTIR de los Precipitados

Espectro FTIR de las Particulas de CuO Obtenidas a Partir de la Reaccion de Sulfato de Cobre
con Hidroxido de Sodio.
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Apéndice G. Espectros FTIR de los Precipitados

Espectro FTIR del Extracto de Mora
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Apéndice H. Espectros FTIR de los Sobrenadantes

Espectro FTIR del Sobrenadante de R1
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Apéndice H. Espectros FTIR de los Sobrenadantes

Espectro FTIR del Sobrenadante de R2
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Espectro FTIR del Sobrenadante de R3
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Apéndice I. Resultados EDS de los Sobrenadantes

Resultados EDS de la Composicion Elemental de los Sobrenadantes

% Atomico
Elemento R1 R2 R3

o 50,4+1,0 59,3+0,6 50,3+0,7
Na 192+14 15,7+0,7 18,6 £ 0,7
C 29,4+0,9 249+172 28,3+0,4

04+0,1 0,05+0,01 2,7+20
K 0,1+0,05 0,1+0,01 02+0,1
Cu 0,5+0,45 0,03+0,01 -

Nota. Los resultados representan el promedio de las réplicas y su desviacion estandar.



