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Resumen en espaiiol

TITULO: SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE COBRE A ESCALA DE LABORATORIO A
PARTIR DE EXTRACTO DE HOJA DE GUAYABA (PSIDIUM GUAJAVA) PARA EL CONTROL DE
BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS *

AUTORES: PABLO ANDRES CASTELLANOS PINZON, CARLOS JOVANY ULLOA SUAREZ**

PALABRAS CLAVE: NANOPARTICULAS, SULFATO DE COBRE, HOJA DE GUAYABA
(PSIDIUM GUAJAVA), TENSOACTIVO, BACTERIAS SULFATO REDCTORAS.

DESCRIPCION:

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad biocida de una solucion coloidal de nanoparticulas
(NPs) de cobre, sintetizada por un método verde que aprovecha las propiedades fisicoquimicas de un
extracto vegetal de hoja de guayaba (Psidium guajava), Las NPs de cobre se plantean como una alternativa
a los biocidas convencionales aplicados en aguas de inyeccion y usados para mitigar la accion de Bacterias
Sulfato Reductoras (BSR) cuya presencia afecta la integridad de las tuberias (biocorrosion) y la calidad del
crudo extraido.

En el presente trabajo se gener6 un procedimiento para la sintesis de NPs de cobre a partir de extracto de
hoja de guayaba partiendo de una sal precursora: CuSO4*5H,0; evaluando en primera instancia la
influencia de variables como el medio de sintesis (agua y propilenglicol) en la estabilidad de la solucion
coloidal, el pH (2 a 10) en la conversién del precursor usando como agente reductor la glucosa y el extracto
de hoja de guayaba, y la presencia de un agente tensoactivo (Polisorbato 80, Cloruro de benzalconio y
Lauril éter sulfato de sodio) en la actividad biocida de la solucién. El analisis de la posible influencia de
estas variables permitio llegar a un disefio experimental tipo Box-Behnken donde se analizaron la influencia
de la temperatura (30-80°C), pH (8-12), relacién v/v solucién de precursor-extracto (1-9) y concentracién
de tensoactivo (1-5) en la conversién del precursor, cantidad de macroparticulas (residuos) y su actividad
biocida en BSR. Por ultimo, se caracterizaron las NPs obtenidas a las mejores condiciones de sintesis
(temperatura 59.9°C, pH 9.86, relacion v/v precursor-extracto de 5.44 y concentracion de tensoactivo de
2.9% v/v); que mostraron una composicién de Oxidos de cobre, polifenoles, entre otros compuestos
organicos, ademas de un tamafio caracteristico de particula de 11.97 nm.

*Trabajo de grado.
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: PhD. Debora Alcida
Nabarlatz
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Resumen en inglés

TITLE: SYNTHESIS OF COPPER NANOPARTICLES AT LABORATORY-SCALE FROM GUAVA
LEAF EXTRACTS (PSIDIUM GUAJAVA) TO CONTROL SULFATE-REDUCING BACTERIA
GROWTH.

AUTHORS: PABLO ANDRES CASTELLANOS PINZON, CARLOS JOVANY ULLOA SUAREZ

KEY WORDS: NANOPARTICLES, COPPER SULFATE, GUAVA LEAF (PSIDIUM GUAJAVA),
SURFACTANT, SULFATE-REDUCING BACTERIA.

DESCRIPTION:

The aim of this study is to evaluate the biocide activity of a copper nanoparticles colloidal solution,
synthetized by a green method that takes advantage of the physicochemical properties of a Guava leaf plant
extract (Psidium guajava) as an alternative to the conventional biocides applied in water for injection (WFI)
and used to mitigate the action of Sulfate-Reducing Bacteria (SRB), whose presence impacts pipeline
integrity (biocorrosion) and extracted crude oil quality.

In this work, a procedure for the synthesis of copper nanoparticles (NPs) was generated from Guava leaf
extract starting with a precursor salt: CuSO4*5H,0; firstly evaluating the influence of variables, like
medium (water and propylene glycol) on the stability of the colloidal solution, pH (from 2 to 10) on the
conversion of the precursor (using glucose and the guava leaf extract as reducing agent), and the presence
of a surfactant agent (Polysorbate 80, Benzalkonium Chloride and Sodium Lauryl Ether Sulfate) on the
solution’s biocide activity.

The analysis of the potential effect of these variables allowed to create a Box-Behnken experimental design,
where the influence of temperature (30-80°C), pH (8-12), precursor solution-extract ratio v/v (1-9) and
surfactant concentration v/v (1-5) on the conversion of precursor, macroparticles quantity (waste) and its
biocide activity on SRB were analysed (taking values of 30 and 80°C, 8 and 12, 1 and 9 & 1 and 5,
respectively).

Finally, the NPs were analyzed under the best synthesis conditions of temperature (59.9°C), pH (9.86),
precursor-extract ratio (v/v) (5.44) and surfactant concentration (2.9 %v/v) showing a significant amount
of copper oxides, polyphenols, among other organic compounds, as well as a characteristic particle size of
11.97 nm.

*Degree work.
** Faculty of Physic-Chemical Engineering. Chemical Engineering School. Director: PhD. Debora Alcida
Nabarlat
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Introduccién

La corrosion es una de las principales complicaciones en la industria del petréleo debido a que
afecta la integridad de las estructuras metalicas disminuyendo la vida util de estas. En Colombia
se estiman perdidas de aproximadamente 1300 millones de délares (valor cercano al 1.3% del
producto interno bruto del pais), del cual entre el 30 y 40% de éstas esta relacionado con la
corrosion generada por microorganismos (MIC por sus siglas en inglés) (Garnica, 2011). Este tipo
de corrosion es generado principalmente por Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) presentes en el
agua de inyeccidn de pozos. El incremento de esta poblacidon de microorganimos da origen al acido
sulfarico (H2S), el cual es uno de los principales componentes causantes de la corrosion (Almeida,
2014). Para controlar estos microorganismos, se usan biocidas convencionales, pero su uso
indebido ha generado que las bacterias hayan adquirido resistencia a éstos, una alternativa para el

control de estos microorganimos es el uso de nanoparticulas (NPs) metalicas como biocidas.

Este trabajo se enmarca en el desarrollo realizado por la empresa Zumotec S.A. con el apoyo de
Ecopetrol a través del Concurso “Inndvate 20177, en el cual se propuso una tecnologia para el
control de BSR a partir de la sintesis verde de NPs de cobre en solucién coloidal, utilizando como
agente reductor extracto de hoja de guayaba. Para la produccidn de NPs de cobre se usé sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO4*5H.0) como precursor; se realizaron pruebas preliminares, donde
se establecio el medio de reaccion, para posteriormente evaluar el uso de glucosa y el extracto de
hoja de guayaba como agentes reductores. Se trabajé con un disefio experimental tipo Box-

Behnken que permitio el analisis de la conversion del precursor, la cantidad de macroparticulas y
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la actividad biocida en BSR; obteniendo las mejores condiciones de sintesis, y donde

adicionalmente las NPs obtenidas fueron caracterizadas en su tamafio y composicion.

1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Evaluar a escala laboratorio la sintesis de nanoparticulas de cobre a partir del extracto de hojas de

guayaba (Psidium guajava) y su actividad biocida en Bacterias Sulfato Reductoras.

1.2 Objetivos Especificos

v' Identificar y evaluar las variables con mayor influencia en la sintesis de nanoparticulas
de cobre.

v Obtener las mejores condiciones de sintesis de nanoparticulas de cobre (temperatura,
pH, relacion v/v solucién del precursor/extracto y concentracion de tensoactivo) y
evaluar su efecto en la conversién del precursor, cantidad de macroparticulas y su
actividad biocida en BSR.

v’ Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, obtenidas a las
mejores condiciones de sintesis, evaluando el tamafio de particula en solucion coloidal,

su composicion.
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2. Estado del arte

2.1 Marco teorico

2.1.1. Sintesis de NPs. Este tipo de agentes pueden ser sintetizados por mdltiples
metodologias fisicas o quimicas. De manera general, las técnicas fisicas requieren de procesos con
alta demanda energética mientras que las quimicas necesitan de agentes reductores agresivos que
producen desechos peligrosos para el ambiente (Iravani, Korbekandi, & Zolfaghari, 2016). Debido
a estas dificultades, han surgido nuevos agentes que aprovechan las caracteristicas fisicoquimicas
de gran variedad de plantas, haciendo que esta metodologia sea de bajo costo y amigable con el
medio ambiente. Este proceso es conocido como reduccion verde, en el cual se usan extractos de
plantas (de hojas, frutos, raices, entre otros) como agentes capaces de reducir los iones de las sales
del precursor (sal metélica) (Mittal, Chisti, & Banerjee, 2013). Se pueden observan las diferentes

técnicas utilizadas para estas sintesis en el Apéndice A, Figura Al.

2.1.2 Hoja de guayaba y sus propiedades. La guayaba es una de las frutas con mayor aporte
a la agroindustria en la regién de Santander, donde el cultivo de esta fruta equivale al 35% de la
produccion nacional. En este sentido Unicamente en la Hoya del rio Suarez (Santander, Colombia)
la produccion anual se valora en més de US$24 millones ("CADENA DE GUAYABA Indicadores
e Instrumentos”, 2016). La hoja del guayabo generalmente se aprovecha para la preparacion de
extractos, los cuales permiten obtener una variedad de sustancias que le otorgan propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas con mdaltiples aplicaciones en diversos campos como la agroindustria
(insecticidas), medicina alternativa (tratamiento para la gastroenteritis, diarrea, entre otros) y

bioprocesos (agente antimicrobiano) (Gutierrez, Mitchell, & Solis, 2008).
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Estos extractos pueden tener gran variedad de componentes, por ejemplo, Mahadevan,
Vijayakumar, & Arulmozhi (2017) afirman la presencia de diferentes compuestos presentes en los
extractos, tales como: hidroxiflavonas e hidroxicetonas. Por otro lado, investigaciones hechas por
Verma y Mehata (2016) aseguran la presencia de terpenoides y posiblemente de flavanonas,
compuestos que pueden ser aprovechados para la sintesis de NPs (Mittal, Chisti, & Banerjee, 2013;

Wang, Wu, Xie, Wu, & Wu, 2018).

2.1.3 Reduccién y su mecanismo de reaccion. Para la sintesis de NPs, se han utilizado
multiples extractos, variando condiciones como: el precursor y su concentracion de este, el extracto
utilizado, la relacion v/v de solucion del precursor y extracto, la temperatura y el tiempo de
reaccion. (ver Tabla 1). La combinacion de dichas variables puede llegar a afectar las propiedades
de la solucion coloidal como: estabilidad, tamafio de particula, asi como sus propiedades

antimicrobianas.

Tabla 1. Sintesis de nanoparticulas a partir de extractos vegetales y sus condiciones de reaccion

Nanopar-  Extracto Precursorysu Relacionv/v. Tempe- Tiempo Tamafio Ref.
ticula concentracion  Solucion ratura de (nm)
precursor/ O reaccion
extracto
Cobre Latex de Acetato de cobre 11 Ambiente 1 min 15 Harne et
hojas de 3mM al. (2012)
Calotropis
procera
Cobre Caldode  Acetato de cobre 1/1 50 30 min 40 Karimi &
flores de 5mM Mohsenza
Aloe vera deh (2015)
Cobre Fruta de Sulfato de cobre 10/1 50 15 min 54 Nagaonkar
Citrus 1mM , Shende,
medica & Rai,
(2015)
Wang et
Plata Hojas de Nitrato de plata 5 Ambiente 3 horas 30.2 al. (2018)
Psidium (ImM)

guajava L.
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La presencia de diferentes compuestos como enzimas, vitaminas, proteinas, polisacaridos,
terpenoides, flavonoides, cetonas y aldehidos, en los extractos, es la responsable de la reduccion
de iones metalicos, tal como se muestra en el Apéndice A, Figura A2 (Wang et al. 2018) y ademas
pueden estabilizar las NPs evitando su aglomeracion y precipitacion (Hu & Hsieh, 2016; Wang et
al. 2018). El propdsito de este trabajo es la sintesis de NPs aprovechando los compuestos como
los azUcares reductores; presentes en los extractos. Estas sustancias (solo los azlcares reductores)
poseen una mejor actividad reductora cuando estan en medio alcalino, ya que cuando hay mayor
presencia de iones OH-, el azicar (aldehido) permite la reduccion del Cu?* presente en

Cu2SO4*5H,0 (Carey, 2002). Lo anteriormente mencionado se presenta en la Figura 1.

i i
RCH + 2Cuv** + S5HO —— RCO™ + Cu,0 + 3H,0
Aldehido Del sulfato Ton Anidén Oxido Agua
de cobre(II) hidréxido carboxilato de cobre(I)

Figura 1. Reduccion del ion ctprico con un aldehido en un medio alcalino (Carey, 2002)

2.1.4 Tamario de particula y uso de tensoactivos. Las NPs tienen la tendencia a unirse
debido a las interacciones intermoleculares, generando problemas de aglomeracion, causando que
el tamafio promedio de particula y su distribucién puedan verse afectados (Thanh, Maclean, &
Mahiddine, 2014). No obstante, estos pueden ser controlados seleccionando adecuadamente las

condiciones de sintesis.

Estudios realizados por Camacho-Flores et al. (2015) y Quirino Barreda (2013) rectifican que
las NPs metalicas pueden ser estabilizadas mediante el uso de tensoactivos en la sintesis de NPs
en solucion coloidal, debido a que la presencia de estos compuestos evita la aglomeracion,

precipitacion y no permiten la degradacidn de NPs. Ademas, basados en otros estudios por Rengifo
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(2016) que hace mencion el uso Tween 80 como agente estabilizante en el proceso de sintesis de

NPs.

2.1.5 Bacterias sulfato reductoras y biocorrosion. Las BSR son microorganismos anaerobios
que viven en ambientes acuosos (Figura 2) y aprovechan los acidos orgénicos, el hidrogeno y los sulfatos
presentes en la descomposicion de nutrientes produciendo sulfuros (S2) de manera que el hierro de las
tuberias actué anddicamente y complete la transferencia de electrones produciendo sulfuros de hierro

(Almeida, 2014;Duque, 2007).
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Figura 2. Localizacion del consorcio microbiano presentes en tuberias de inyeccién (Passman, 2003)

La presencia de estos microorganismos ha sido disminuida por agentes biocidas a base de
glutaraldehido y sales de amonio cuaternario (Almeida, 2014), otros productos utilizados son
tetrakis (hydroxymethyl) phosphonium sulfate (THPS) y 2,2-dibromo-3-nitrilopropionamide
(DBNPA) como es descrito en Microbial Control A part of DuPont Industrial Biosciences, (2012).

Estos productos al ser desechados generan acumulacion de sustancias tdxicas, que genera
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degradacion quimica, y conlleva a la pérdida parcial o total del suelo donde se depositen debido a
la desaparicion de los organismos que viven ahi, y el uso inapropiado de estos se ha ocasionado la

manifestacion de resistencia por parte de los microorganismos (Almeida, 2014).

2.1.6 Nanoparticulas y su actividad biocida. El uso de agentes biocidas no convencionales
a base de NPs ha demostrado ser un campo amplio de interés para muchos investigadores. En este
sentido, se han utilizado NPs de plata y oro para generar materiales funcionalizados con
propiedades antimicrobianas. Estos materiales, debido a su tamafio de particula pueden inactivar
las proteinas y enzimas conduciendo a la muerte de la célula (Das, Gang, Nath & Bhattacharjee,
2010), también estas estructuras pueden afectar el potencial electroquimico de la membrana
afectando su integridad y producir estrés oxidativo (Deryabin et al., 2013). Otros posibles

mecanismos pueden verse en la Figura 3.
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Figura 3. Mecanismos de inhibicion celular mediante el uso de nanoparticulas de cobre (Shende, Ingle, Gade, & Rai,
2015), donde: 1) La acumulacion de NPs de Cu en la pared, 2) La interaccion de los NPsCu con la membrana, 3)
Darios en el ADN, 4) Interaccién de Cu*? que inactiva las proteinas y 5) Entrada de NPs-Cu y Cu*? produce estrés
oxidativo.
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2.2. Materiales

Para las reacciones de sintesis se utilizaron: CuSO4*5H,0 (98%), acido ascorbico (>99%),
acido citrico (>99%), dextrosa (98%), polisorbato 80 (Tween 80) (100%, DISAN), Cloruro de
Benzalconio (CB) (80%, Conquimica), Lauril Eter Sulfato de Sodio (LESS) (28%, DISAN),
hidroxido de sodio industrial (50%p/p), agua desionizada, propilenglicol (100%, Conquimica) y

glutaraldehido al 2%; suministrados por Zumotec S.A.

Para la preparacion del extracto de hoja de Guayaba (Psidium guajava), las hojas fueron
recolectadas y suministradas por Zumotec S.A, provenientes de arboles con mas de tres afios de
haber sido plantados en los municipios de Vélez y Floridablanca (Santander, Colombia). Para las
extracciones se utiliz6 agua desionizada, &cido citrico industrial granulado e hidroxido de sodio

industrial (50%p/p) suministrados por Zumotec S.A.

Por ultimo, los componentes para los medios: K2PO4 (>99%, Sharlau), NH4CI (>99%, Sharlau),
NaCl (>99%, Sharlau), FeCl,*4H,0 (>99%, Sharlau), MgCl>*6H,0 (99%, Sharlau) CaCl,*2H,0
(>99%, Sharlau), KoHPO4 (99.5%, Sharlau),CaCl> (99.8%, Sharlau), NaSO4 (99.5%, Sharlau),
MgSOas (>99.9%, Sharlau) y Lactato de sodio 50% p/p (>99%, Sharlau); que fueron suministrados

por Zumotec S.A.
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2.3.1 Pruebas preliminares. Estas fueron realizadas con el propoésito de realizar la sintesis de

NPs de cobre, analizando cuales variables son de importancia para el desarrollo del disefio de

experimentos.

2.3.1.1 Estandarizacion del proceso de sintesis. El proceso de sintesis fue realizado (para la

totalidad de las reacciones) de la siguiente manera: se prepararon las soluciones de precursor y del

agente reductor, para las pruebas preliminares siempre se pesaron 5 gramos de la sal precursora y

10 gramos del agente reductor y, se disolvieron el 70 y 30 mL del medio, respectivamente.

Seguidamente se precalentaron las soluciones hasta la temperatura de reaccion (para las pruebas

preliminares fue siempre de 80°C) bajo constante agitacion de 800 rpm y se mezclaron las

soluciones adicionando otros agentes (como tensoactivos) de ser necesario.
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Posteriormente se regul6 el pH usando soda céustica al 50% p/v y se dej6 un tiempo estandar
de sintesis de 2 horas. Una vez finalizada la reaccién, la solucion obtenida fue llevada a
temperatura ambiente y centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos. Obtenido de este modo la solucion
coloidal de NPs (permeado) y macroparticulas (precipitado). Finalmente, se procedio a realizar las

pruebas de caracterizacion para la solucion coloidal de NPs.

2.3.1.2 Sintesis quimica para determinacion del medio. Con el fin de determinar un medio
para la sintesis, se decidio trabajar con un medio inorganico y uno organico, eligiendo: agua y
propilenglicol, respectivamente. Para ello se us6 CuSO4*5H,O como precursor, acido ascorbico
como agente reductor (Fathima, Pugazhendhi, Oves, & Venis, 2018;Jain, Jain, Kachhawah, &
Devra, 2015). Las reacciones se hicieron por duplicado, una vez terminadas la solucién coloidal
de NPs (permeado) fue caracterizada por medio de espectrofotometria UV-vis obteniendo asi la
conversion del precursor e indicios de estabilidad de la solucion esto mediante una prueba
cualitativa de estabilidad acelerada, ademé&s un analisis DLS para conocer el tamafio de particula

en solucion coloidal.

2.3.1.3 Sintesis con glucosa. Basados en los resultados de la etapa anterior, se escogi6 el
medio de reaccion, usando la misma sal precursora se escogié la glucosa agente reductor, como
modelo para la sintesis con extracto de hoja de guayaba. Para evaluar la influencia del pH, este se
ajustd utilizando soda céaustica NaOH al 50% p/v y &cido ascorbico (1 M), evaluando el medio
acido (pH 2), alcalino (pH 10), neutro (pH 7), y sin regular (pH 4.11). Las reacciones se hicieron
por duplicado, y una vez finalizadas se estimd el % de conversion de precursor mediante

espectrofotometria UV-vis.
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2.3.1.4 Sintesis con glucosa y tensoactivos. Para evaluar la influencia de los tensoactivos
durante la sintesis, se evaluaron tres tipos de tensosactivos por duplicado: aniénico (LESS), idnico
(CB) y no ibénico (Tween 80) y, se adicion6 3% v/v (Rengifo, 2016), del tensoactivo y
posteriormente se reguld el pH al valor que presentd los mejores resultados en la sintesis previa.
De igual modo se determind el porcentaje de conversion del precursor mediante espectrofotometria

UV-vis, ademas de evaluar su actividad biocida mediante el método de Time Kill Test.

2.3.1.5 Sintesis con extracto de hoja de guayaba. Para evaluar la sintesis de NPs de cobre
utilizando extracto de hoja de guayaba, este fue preparado de acuerdo con el procedimiento
descrito por Sierra Triana, D. y Parra Moreno, J. (2018), donde la hoja se sec6 y moli6 hasta
alcanzar un tamafio de particula menor a 0.358 mm. Para la preparacion del extracto, se utilizé una
relacion 2:1 (mL agua desionizada: g de hoja seca) y se dejo reposar durante 2 h, este proceso se
denomina hinchamiento. Seguidamente, se agregd agua desionizada suficiente para completar una
relacion liquido/sélido igual a 12 (mL de agua desionizada/g de hoja seca) y finalmente se ajusto
el pH a 4.3 con &cido citrico 1 M. Esta mezcla se dej6 en reposo durante 24 h para la obtencién
del extracto de guayaba, luego del cual se centrifug6 a 3000 rpm por 2 min y se filtré con un papel
filtro con tamafio de poro de 4-12 um, con el fin de retirar el material vegetal no precipitado.

Finalmente, el extracto obtenido se almaceno bajo refrigeracion.

Para la reaccion de sintesis, se pesaron 5 g de CuSO4*5H,0 y se disolvieron en el medio
escogido hasta completar 70 mililitros de solucion; ademas, se tomaron 30 mL de extracto, con el
fin de completar un volumen de reaccion de 100 mL. Se trabajaron las reacciones ajustando el pH

al optimo escogido en la etapa de sintesis con glucosa y sin regular (pH 4.2). Las reacciones se
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hicieron por duplicado, y de manera analoga se determinaron la conversion del precursor mediante

espectrofotometria UV-vis y el tamafio de particula en solucion mediante DLS.

2.3.2 Influencia de los parametros durante la sintesis de NPs-Cu usando extracto de
hoja de guayaba. La Tabla 1 resume la influencia de variables como temperatura y relacion v/v
solucion del precursor-extracto, y las pruebas preliminares permitieron verificar la influencia del
pH en la reaccion. Ademas, también es importante considerar que el tensoactivo va a ser un
parametro importante para la sintesis ya que podria coayudar al control del tamarfio de las NPs en
solucion. Teniendo esto en cuenta se quiso verificar la influencia de estas 4 variables en el proceso
de sintesis de NPs, el cual fue evaluado considerando las siguientes variables de salida: conversion

de la sal precursora, cantidad de macroparticulas y actividad biocida.

2.3.3 Caracterizaciones fisicoquimicas de la solucion coloidal

2.3.3.1 %Conversion del precursor. Con el fin de estimar la concentracion soluciones con
concentraciones de 0.075, 0.05, 0.04, 0.025, 0.02, y 0.01 M de CuSO4*5H0, evaluando la
absorbancia por espectrofotometria UV-Vis (donde el blanco fue el medio de trabajo), utilizando
un espectrofotobmetro Spectronic Genesys 5 Visible. Los experimentos se realizaron variando la
longitud de onda entre 300 a 1000 nm operando a una resolucion de 1 nm y usando una microcelda
de plastico de 4 mm.. EI méximo de absorbancia (a la correspondiente longitud de onda) del
precursor en solucién fue tomado como indicador de la concentracion del precursor generando una
correlacion entre las variables mediante la ley de Beer-Lambert (Skoog, Holler, & Nieman, 2001).
Las gréficas, ecuaciones y coeficientes de determinacion correspondientes se encuentran en el
Apéndice B, Figuras B1, B2, B3 y B4. Estas fueron usadas para determinar la concentracion de

CuSO4*5H:0.
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Para determinar la conversion de la sal precursora en la sintesis de NPs, se depositaron 2.5 mL
de la solucidn coloidal de NPs (permeado) en una microcelda de plastico de 4 mm ([CuSO,]rinar)
y también se realizd la medicion del valor méaximo de absorbancia. Con el valor conocido de

[CuSO4)iniciar Y [CuSO4]Fina € calcula el valor de conversion mediante la Ecuacién 1.

[CuSO04)iniciai—[CuSO4]Final

[CuSO4]imicial * 100.

(Ecuacion 1)  %Conversion =

2.3.3.2 Cantidad de macroparticulas. Con el fin de cuantificar la cantidad de macroparticulas
obtenidas durante el proceso de sintesis se realiz6 un analisis gravimétrico. Para esto, después del
proceso de centrifugacion el sobrenadante se filtrd usando un papel filtro de diametro 125 mm,
con una capacidad de retencion promedio de 4-12 um (peso del papel igual a 0.48 £+ 0.02 g). El
papel que tenia el filtrado del sobrenadante y los sélidos precipitados en la centrifugacién fueron

llevados a una balanza analitica donde se determind la cantidad de macroparticulas en base himeda.

2.3.3.3 Distribucién de tamafio de particula. La distribucién de los tamafios de las NPs
obtenidas fue evaluada mediante Dispersion Dinamica de Luz (DLS por sus siglas en inglés),
donde se depositd 1 mL de la dispersién coloidal de NPs en una celda tipo DTS0012 de poliestireno
(Recencia Malvern) para luego colocarla en el equipo Zetasizer Nano ZS90-MALVERN. Se
hicieron mediciones puntuales con repeticién para cada muestra a 25°C, donde el agente

dispersante fue agua (indice de refraccién 1,33).

2.3.3.4 Composicion de la solucion coloidal conteniendo NPs de cobre. Para evaluar la
composicion de la solucion obtenida luego de los experimentos, se realizo un analisis infrarrojo.
Para lo cual se prepararon muestras, tomando 20 mL de la solucion coloidal se llevaron a un

deshidratador Avantco CFD10 de acero inoxidable, durante 4 horas a 120°C, obteniendo asi un
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semisolido. Este semisolido se lleva a un Espectrofotdmetro de Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR por sus siglas en inglés) marca Shimadzu modelo IRTracer-100 con sistema de

Reflectancia Total Atenuada (ATR), celda de diamante y selenuro de cinc.

2.3.4 Determinacion de actividad biocida de la solucion coloidal de las NPs.

2.3.4.1 Time Kkill test. La actividad biocida de las diferentes muestras (sintesis con glucosa y
tensoactivos, y las reacciones del disefio de experimentos) fue evaluada con la cepa ATCC 19858
(Desulfotomaculum nigrificans), suministrada por el Instituto Colombiano de Petréleo (ICP). Se
uso la metodologia descrita en el Time Kill Test (ASTM International (s.f.)), en el medio Starkey

modificado (Passman, 2003) (Apéndice C, Figura C1).

El indculo se prepar6 agregando 5 mL de la cepa (almacenada a 6°C) a 50 mL del medio, el
cual fue puesto en incubacion a 37 °C por 24 horas; tiempo necesario para obtener una
concentracion de microorganismos de 10° bacterias en 55 ml = 18182 bacterias/ml
(control positivo o indculo). Para la preparacion del medio, se agregan los componentes (Apéndice
C, Figura C1), se ajusto el pH a 7.5 (NaOH al 10% p/v), luego se dosificd en volimenes de 9.0
mL en frascos de vidrio con tapén de caucho y agrafes de aluminio. Se desplaz6 el oxigeno del
recipiente inyectando una aguja sola y otra conectada al sistema de gases que inyectd N,
permitiendo asi un ambiente anaerobio, posteriormente los frascos pasan a un autoclave a 121°C

y 15 psi durante 15 minutos.

Los agentes biocidas no convencionales (soluciones coloidales de NPs) y el glutaraldehido
(para fines comparativos) van a ser evaluados a una concentracién de 200 ppm (0,2 mL de

agente/10 mL de muestra), valor al que se agregan los agentes convencionales en aguas de
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inyeccion. El in6culo fue puesto en contacto con la solucion coloidal de NPs (agente biocida) al
agregar 1 mL de este a un recipiente de vidrio (con el medio y el agente biocida), que luego fue
Ilevado a incubacién por 1 hora a 37 °C, este frasco serd conocido como muestra continua, es decir
esta muestra siempre estuvo en contacto con el agente biocida a la concentracion evaluada (200
ppm). La metodologia tiene un procedimiento para inactivar el agente biocida conocido como
neutralizacion, el cual se hace mediante las diluciones seriadas de la muestra continua iniciando
una hora después de entrar en contacto el agente biocida con el inéculo (t,): se toma 1 mL de la
muestra continua y este es pasado a otro recipiente (con el medio utilizado), 2 horas después se
toma 1 mL de la muestra anterior pasandolo a otro frasco (con el medio utilizado), la siguientes
diluciones se hacen de manera similar, pero en tiempos de 4, 24, 48, 72 horas y 8 dias como se

resume en el Apéndice C, Figura C2.

El parametro de reduccion de la poblacién microbiana se obtuvo por duplicado comparando la
concentracion microbiana del control positivo y de la muestra continua en to (es decir 1 hora
después de haber entrado en contacto el agente biocida), usando un parametro conocido como RL

(este es determinado mediante la ecuacion 2):
(Ecuacion 2)

log1o RL = log;, Control positivo — log,, Continua ASTM International (s.f.)

Cuyo correspondiente valor de porcentaje de reduccion fue calculado de la siguiente manera:

%Reducciéon = 100 = (1 — 107RL) (Ecuacion 3)
ASTM International (s.f.)
La cuantificacion de los microorganismos fue aproximada mediante la medicion de la

absorbancia (medida en el equipo Spectronic Genesys 5 UV-Visible) a 600 nm usando como

blanco el medio mas el agente biocida en la concentracion correspondiente, para ello se requirié
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de una curva de calibracion de la cepa: sabiendo que la concentracion microbiana inicial
corresponde a 18182 bacterias/ml, con esta concentracion y las diluciones respectivas se midio

la absorbancia (por duplicado), generando la siguiente ecuacion:
Absorbancia = 3.118 x 10~ ®[Concentracién microbiana en UFC /ml] + 6.157 x 1073
R? = 0.958
Las gréficas correspondientes a este procedimiento se encuentran en el Apéndice B, Figura B5.

2.3.5 Andlisis estadistico, obtencion de la superficie de respuesta y optimizacion de las
variables de respuesta. Se utiliz6 un disefio experimental tipo Box-Behnken, con 4 variables:
temperatura, pH, relacion v/v solucion del precursor/extracto y concentracion v/v de tensoactivo
teniendo en cuenta 3 niveles (Tabla 2), generando 54 puntos que incluyen 1 réplica.

Los datos experimentales fueron analizados por medio de una Regresion de Superficie de
Respuesta (RSM por sus siglas en inglés) (Box & Wilson, 1951) que se ajustd a una ecuacion
polinomial de segundo orden; para la maximizacion del % de conversion y de la actividad biocida,
y la minimizacién de la cantidad de macroparticulas se emple6 el software estadistico Minitab 18.
Ademas, con el fin de corroborar el ajuste del modelo obtenido mediante RSM, se elaboraron 2
pruebas adicionales en el punto 6ptimo. Se evalu6 un intervalo de confianza del 95% con el fin de

verificar la reproducibilidad con datos reales generados.
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Tabla 2. Variables de entrada para el disefio experimental tipo Box-Behken

) Valor Valor Valor
Factores continuos

bajo medio alto
Temperatura 30°C 55°C 80°C
pH 8 10 12
Relacion v/v solucién del
1 5 9
precursor/extracto
Concentracpn viv 1 3 5
Tensoactivo

Para estos experimentos, se considerd la concentracion de la sal precursora (0.2 M)
CuSO4*5H,0 constante para todas las reacciones (antes de ser mezclada), asi como un volumen
de reaccion constante de 100 mL (considerado como la suma de la solucion del precursor, el
extracto y el tensoactivo). Ademas, el pH fue regulado con NaOH 50% p/v, y las condiciones de
agitacion y tiempo de reaccion se mantuvieron constantes y en los valores descritos en el apartado

2.3.1.1.

Una vez realizados los 54 puntos, la solucion coloidal se caracterizd6 mediante
espectrofotometria UV-Vis para determinar la conversion del precursor, se evalu6 su actividad
biocida mediante el método Time Kill Test (ASTM International (s.f.)) y se pesé la cantidad de

macroparticulas después de la centrifugacion y filtracion.
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3. Resultados

3.1 Pruebas preliminares
3.1.1 Sintesis quimica de NPs-Cu para la determinacion del medio de reaccién. En la
Tabla 3, se resumen los resultados obtenidos para cada medio trabajado: Porcentaje de conversion,

actividad biocida (de la solucion coloidal mas diluida) y tamarfio de particula.

Tabla 3. Resultados de la sintesis quimica en agua y propilenglicol usando &cido ascérbico como agente reductor para la
determinacion del medio de reaccion

Conversion Tamafio
Medio CuSO4*5H,0 promedio de
o) particula
(nm)
H.O 93.05 + 0.017 2156

Propilenglicol ~ 80.06 + 0.016 66.30

Se puede observar que la conversion del CuSO4*5H20 se encuentra entre 80% y 93% para
propilenglicol y agua, respectivamente. Esta diferencia puede deberse a la solubilidad del
precursor, y del agente reductor en los medios (0.33 g/mL para el agua y 0.05 g/mL para el

propilenglicol).

Ademas, como se puede apreciar en el Apéndice D, Figura D1, cuando se utiliza agua como
medio se obtienen 2 tamafios de particula y solo uno para el propilenglicol, esto se debe al efecto
que tienen los grupos hidroxilo (del medio organico) en la dispersion de las NPs, estos grupos
ayudan a que el tamafio de particula sea definido otorgando estabilidad a la solucion y evitando la
oxidacion (Jain, Jain, Kachhawah, & Devra, 2015). Esta ultima caracteristica es verificada en las

pruebas de estabilidad realizadas (por 1 mes) (Apéndice E, Figuras E1 y E2), ya que para el
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propilenglicol los cambios del espectro visible son cualitativamente menores que para las
reacciones llevadas a cabo en agua. Se escogié agua como medio, ya que, aunque se presento una
menor estabilidad de la solucion coloidal, este medié proporciond una mejor conversion y un

menor tamafo de particula (factor que mejoraria la actividad biocida de la solucion coloidal).

3.1.2 Sintesis de NPs-Cu con glucosa en medio acuoso: efecto del pH. En la Tabla 4, se
resumen los resultados del porcentaje de conversion del precursor obtenidos al realizar la sintesis
con glucosa como agente reductor ajustando el pH del medio de reaccion.

Tabla 4. Resultados de la sintesis de NPsCu con glucosa como agente reductor, usando agua como medio de reaccién

Conversion
pH CuSO4*5H0 (%)

2 17.82 £ 0.37
411 20.93+1.94
7 44.87 +0.22
10 93.81+0.32

Los resultados indican que al aumentar el pH se aumenta el grado de conversion del precursor,
pasando de 17.82 £ 0.37 % de conversion a pH 2, hasta 93.81 + 0.32% a pH 10. De esta manera
se comprobo lo descrito por Carey, (2002) el cual hace mencion que un medio alcalino favorece
la reaccion de reduccion del sulfato de cobre usando como reductor un aldehido (en este caso

glucosa).

3.1.3 Sintesis de NPs-Cu con glucosa en medio acuoso: efecto del tensoactivo. En la
Tabla 5 se muestran los resultados de la conversion del CuSO4*5H20 al realizar la sintesis usando

glucosa como azUcar reductor en medio acuoso, ajustando el pH con un medio alcalino y
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adicionando diferentes tensoactivos: anidnico (LESS), i6nico (CB) y no i6nico (Tween 80) a la

reaccion como agente estabilizante.

Tabla 5. Evaluacion de la conversion y actividad biocida de las NPsCu obtenidas mediante sintesis usando glucosa como agente
reductor en medio acuoso, pH 10, adicionando diferentes tensoactivos

Conversion Actividad
Tensoactivo  CuSQO4*5H,0 biocida
(%) (RL)
LESS 9751+18 0.957+0.006
CB 96.73+02 0.963+0.028

Tween 80 9754+04 0971£0041

Condiciones de reaccion: 5 g de CuSO4*5H20, 10g de 4cido ascorbico y 3 ml del respectivo tensoactivo en 100 mL de agua
desionizada, manteniendo una agitacion constante de 800 rpm a una temperatura de 80°C durante 2 h

Se puede decir que la conversion no sufre cambios independientemente del tensoactivo que se
agregue, lo cual es de esperar ya que los tensoactivos son simplemente aditivos que se agregan
para estabilizar la solucion. En cuando a la actividad biocida tampoco se presentaron cambios
significativos, comparado a cuando no se agregaron estos agentes. Ahora bien, para escoger el
tensoactivo a utilizar se hizo la siguiente consideracion: los tensoactivos anionicos y cationicos
(LESS y CB, respectivamente) ademas de ser usados como estabilizantes y surfactantes, presentan
actividad antimicrobiana (Azanza JR, 2003) generando incertidumbre al momento de medir la
actividad biocida de la solucién coloidal obtenida, ya que no se sabria si dicha actividad es debida
a los agentes estabilizantes o a la solucién en si. En cambio, el Tween 80 (tensoactivo no iénico)
no presenta actividad biocida por si solo, entonces para la reaccion que se prepar6 con este agente
la actividad biocida era debida a los demas componentes en la mezcla, esta fue la razon por la que

se escogid este tensoactivo.
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3.1.4 Sintesis de NPs-Cu usando extracto de hoja de Guayaba. Basados en los resultados
obtenidos en la sintesis de NPs-Cu con glucosa, se decidio evaluar el efecto del pH a dos niveles
(sin control de pH, y pH 10) en la sintesis de NPs-Cu usando extracto de hoja de guayaba como
agente reductor. Para esto midio el porcentaje de conversion del precursor y el tamafio promedio

de particula (nm), resultados que se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Evaluacion de conversion y tamafio de particula de las NPsCu obtenidas mediante sintesis usando extracto de hoja de
guayaba como agente reductor en medio acuoso, a pH 4.2y 10

Conversion Tam;l_no q
pH CuSO4*5H,0 promedio de
(%) particula
(nm)
4.2 (sin 9.09 + 1.26 1152.70
regular)
10 87.31+3.6 288.20

Para la sintesis de NPs a partir de extractos, el efecto del pH es reconocido, el aumento de este
puede favorecer la reduccion lo que lleva al aumento de las NPs generadas (Guo, Li, Yang, & Liu,
2015; Velmurugan et al., 2014) y también favorece la formacion de NPs mas pequefias (Iravani &
Zolfaghari, 2013; Kim et al., 2016). Para esta sintesis se confirma la importancia del pH por el
aumento de la conversion del precursor de 9.09 + 1.26 a 87.31 + 3.6%, también se verifica la
disminucion del tamafio de NPs de 1152.7 a 288.2 nm (los analisis por DLS se muestran en el

Apéndice D, Figura D2).

3.2. Disefio experimental Box Behnken
Las mejores condiciones de sintesis de NPs-Cu usando como agente reductor las hojas de
guayaba y tween 80 como agente estabilizante fueron determinadas mediante analisis de superficie

de respuesta como se muestras en el Apéndice F, Figuras F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9,
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F10, F11y F12. Donde se analiz6 la influencia de las variables temperatura, pH, concentracion de
tensoactivo y relacion (v/v) solucion del precursor-extracto, esto con el proposito de verificar el

rango de las variables de entrada en donde se podria encontrar las mejores condiciones de sintesis.

Con las graficas de contorno se puede predecir los rangos de valores en los que se encuentra la
mejor sintesis. Estos valores se encuentran cerca de los puntos medios de cada una de las graficas
de contorno, encontrandose en valores de temperatura entre 50°C-60°C, pH entre 9 y10, relacion
solucion del precursor/extracto entre 5y 6, y la concentracion v/v de tensoactivo con un valor entre
2 y 4%. Lo anteriormente descrito se pudo rectificar mediante la obtencion de un modelo de
superficie de respuesta de segundo orden, en el cual se obtuvieron las valores de: temperatura de
59.8 °C, pH de 9.86, relacion volumétrica precursor/extracto de 5.44 y una concentracion de
tensoactivo igual a 2.9% v/v, los cuales permiten obtener una conversion del precursor cercana al
100%, 5.99 gramos de macroparticulas y un RL (actividad biocida) de 15.57 (Para apreciar la
grafica de los mejores valores y los modelos de segundo orden obtenidos ver Apéndice G, Figura
Gly Tabla G1). Ademas, con el fin de verificar el modelo obtenido se realiz6 una reaccion de
sintesis de NPsCu usando las condiciones obtenidas en este. Obteniendo de este modo un 99.17%
de conversion del precursor, 7.59 g de macroparticulas y un RL (Actividad biocida) igual a 15.2;
verificando asi la validez del modelo obtenido, ya que las variables de respuesta estan en intervalos

de 95% de confianza (ver Apéndice H, Tablas H1 y H2).

En la Tabla 7, se muestra las reacciones de sintesis de NPs-Cu realizadas durante el disefio de
experimentos las cuales presentan una mejor actividad biocida, es decir su actividad biocida es
superior a la del glutaraldehido (agente biocida cominmente utilizado para el control de BSR en

pozo). Ademas de ver las demas variables de respuesta % Conversion de CuSO4*5H20 y Cantidad
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de microparticulas (g). Cabe resaltar que las condiciones de reaccidn se encuentran dentro del

rango Optimo establecido anteriormente mediante el analisis superficie (graficas de contorno).

(Para ver todos los resultados del disefio ver Apéndice I, Tabla I1).

Tabla 7. Mejores agentes biocidas

Cantidad de

Reaccion  *Condiciones % Conversion  microparticulas Actividad
de Reaccion CuSO4*5H20 9) biocida (RL)

Promedio Promedio Promedio

6 30-10-1-3 96.92 +1.19 39.33+£2.49 8.05 £ 0.07
16 55-10-9-1 99.58 + 0.37 9.15+1.05 5.32£0.02
17 55-8-1-3 97.32+0.12 22.82 +0.31 5.34+£0.01
18 55-8-9-3 99.34 +0.20 8.68 + 0.86 6.65 + 0.07
19 55-10-5-3 99.08 £+ 0.20 7.66 £0.28 15.86 +£0.33
25 80-8-5-3 99.38 £ 0.43 8.48 £ 0.06 5.31+£0.03
28 Glutaraldehido - - 3.67 £0.05

*Para el seguimiento de las reacciones se usé la siguiente nomenclatura: Temperatura — pH - Relacién v/v solucién de precursor-
extracto — concentracion v/v del tensoactivo; Ejemplo:80-8-5-3.

Nota aclaratoria: Se mantuvo un volumen de reaccion de 100 mL y una agitacién constante de 800 rpm.

3.2.1 Andlisis de la influencia de las variables en el proceso de NPsCu a partir de

extracto de hoja de guayaba. El aumento de la temperatura, tiene el efecto de aumentar la

concentracion de la solucion coloidal pero también se sugiere que este aumento podria producir

NPs con menor tamafio (Farhadi, Ajerloo, & Mohammadi, 2017; Iravani & Zolfaghari, 2013). El

aumento excesivo de la concentracion de la solucion coloidal podria llevar conllevar a la

aglomeracion (y posibles problemas de estabilidad) y la generacion de mayores tamafios de

particula, teniendo un efecto directo en la actividad biocida del agente en cuestion. Los resultados

obtenidos en el apartado anterior verifican lo anteriormente dicho, debido a que la mejor sintesis

se presentd en un valor intermedio de temperatura (59.8°C), en donde se evitan problemas de

aglomeracion y una afectacion negativa de la actividad biocida.
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La influencia del pH en la reaccion, fue revisada en el apartado 3.1.4, donde se menciond que
el aumento del pH favorece la reaccion y genera mayor cantidad de NPs en solucidn coloidal (Guo,
Li, Yang, & Liu, 2015; Velmurugan et al., 2014), es decir, mayor concentracion (ver Apéndice J,
Figuras J1, J2 y J3). No obstante, la presencia de otros tipos de compuestos orgénicos en la
solucién o como recubrimiento de las NPs (Hu & Hsieh, 2016; Wang et al. 2018) puede facilitar
el crecimiento de la bacteria (como fuentes de carbono adicionales) obteniendo efectos opuestos a
los deseados en esta investigacion. Entonces la solucion con mejor actividad biocida deberia tener
la concentracion adecuada de todos los compuestos involucrados en la sintesis, no puede ser
diluida (pH 8) ya que posiblemente no se inhibiria el crecimiento de las bacterias, ni con una
concentracion elevada (pH 12) por que ayudaria al crecimiento de estas. Si bien esto puede
justificar que la mejor sintesis presentd un pH intermedio, el mecanismo de inhibicién de las NPs

(para este trabajo) es desconocido, por lo que no se puede afirmar o negar esta posible justificacion.

Aumentar la concentracion de la sal precursora (relacion v/v solucion del precursor-extracto
alta), aumenta la concentracion de la solucién coloidal, pero se producen particulas de mayor
tamano (Farhadi et al., 2017; Kim et al., 2016; Sumi Maria, Devadiga, Shetty Kodialbail, &
Saidutta, 2015). Ahora bien aumentar la proporcion presente del extracto (relacion v/v solucién
del precursor-extracto) tiene el efecto de aumentar la concentracién de la solucion coloidal pero se
pueden generar efectos opuestos en lo que respecta al tamafio de particula: aumento del tamafio de
particula (Kim et al., 2016) o su reduccion (Farhadi et al., 2017). La obtencidn de la mejor sintesis
con una relacion v/v solucion del precursor-extracto intermedia puede estar relacionada al aumento

de la concentracion de la solucion coloidal generado al trabajar en los puntos bajos y altos para
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esta variable de entrada, factor que aumentaria el tamafio de particula y conllevaria a una afectacion

de la estabilidad de la solucion coloidal y de su actividad biocida.

La adiccion del Tween 80, fue de gran relevancia para la actividad biocida de la solucion
coloidal, ya que el factor lineal (%T) y el cuadratico (%T*%T) afectan de manera significativa el
RL (parametro de actividad biocida), esto se puede deber a que este tipo de agentes se adicionan
con el propdsito de controlar el tamafio de particula (Biger & Sisman, 2010), aspecto de gran
importancia para la actividad biocida. Finalmente, la solucién coloidal obtenida fue sometida DLS
para determinacion del tamafio de particula (ver Figura 3) y el resto fue secada en un deshidratador

por 6 horas a 130 °C generando un semisélido de color amarillo claro, que fue sometido a FTIR.

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

DLS Sintesis Optima NanoCu |

Figura 5. Distribucion de tamafio de particula para la mejor sintesis

Se pueden observar en la Figura 5, 2 tamafios de particula: uno cercano a los 12 nm y el otro
en los 755 nm, de los cuales 56.2 % estan ubicados en 11.97 + 3.197 nm, verificando la generacion

de NPs en solucion coloidal.
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Figura 6. Grafica de FTIR para la sintesis 6ptima con los respectivos picos

Ademas, el analisis por FTIR de la muestra semisélida (Figura 6) arrojo la presencia de éxidos
de cobre, debido a la presencia de bandas entre 550 y 1083 cm™* (Raul et al., 2014), y la presencia
de alcoholes secundarios y polifenoles por la presencia de bandas cercanas a 1375 cm™
(Nasrollahzadeh, Sajadi, Rostami-Vartooni, & Hussin, 2016); por lo tanto, se puede afirmar que
la muestra contiene importante cantidad de éxidos de cobre (CuO y Cu20) y de compuestos
organicos (polialcoholes y polifenoles) que pueden ayudar a estabilizar las NPs en la solucion

coloidal (Harne et al., 2012).
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4. Conclusiones

v Se opt6 por trabajar en un medio acuoso para la sintesis de nanoparticulas de cobre ya que,
aunque en este medio se presentd menor estabilidad de la solucion coloidal, se obtuvo la mejor
conversion del precursor y actividad biocida. Se verificd la influencia de las variables en el
proceso de sintesis haciendo uso de un modelo de azucar reductor (glucosa) y del extracto de
hoja de guayaba; evidenciando la importancia de trabajar en un medio alcalino, debido a que
se aumenta la conversién de la sal precursora. Ademas, la revision bibliografica permitid
identificar que otras variables como la temperatura, relacién v/v solucion de precursor-
extracto, y concentracion del tensoactivo influian en la sintesis.

v" Se evaluo la influencia de la temperatura, pH, relacion v/v solucion de precursor-extracto y
concentracion %v/v del tensoactivo (entre 30 y 80°C, 8y 12,1y 9, y 1y 5, respectivamente)
en el proceso de sintesis de NPs, donde se determinaron las mejores condiciones de reaccion:
temperatura de 59.3°C, pH de 9.86, relacion entre reactivos igual a 5.45, y concentracién de
tensoactivo de aproximadamente 2.89, que generaron una conversion cercana al 100%, 7.59
g de macroparticulas, y un RL igual a 15.2.

v/ Las caracterizaciones por DLS para la sintesis con las mejores condiciones de reaccion
verificaron la presencia de NPs mostrando un tamafio caracteristico de 12 nm, ademas el
analisis por FTIR corroboré la presencia de oxidos de cobre y polifenoles, estos ultimos

pueden actuar como coadyuvantes en la estabilizacion de los 6xidos en solucion.
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5. Recomendaciones

v" Con el fin de conocer el mecanismo de reduccion para la sintesis con el extracto de hoja de
guayaba, se recomienda un andlisis de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC por
sus siglas en inglés) para determinar todos los componentes presentes en el extracto de hoja
de guayaba y asi identificar cuales favorecen la reduccion de las sales metalicas.

v" Con el fin de comprender el mecanismo de inhibicion de las NPs en las BSR se recomiendan
andlisis adicionales.

v" Ya que se generé un agente biocida no convencional a base de una solucién coloidal de
nanoparticulas a base de cobre usando una metodologia verde que aprovechaba el extracto de
hoja de guayaba, se recomienda un posterior proceso de escalamiento que permita analizar la

viabilidad de la aplicacion de esta investigacion en la industria.
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Apéndices

Apéndice A. Mecanismo de reaccion para la sintesis de nanoparticulas mediante el uso de
extractos vegetales

| Metallic Nanoparticles Synthesis I

! l

Top-down approach ) Bottom-up approach
(size reduction) 1 (build up from smaller entities)

! ! !

* Mechanical / Ball B 4 Electrochemical * Bio-reduction / Green\
milling precipitation /[Eco-friendly synthesis
* Thermal /Laser ablation * Sol-gel process * Using cell-free extract

* Chemical etching * Laser /spray pyrolysis /supernatant or whole
+ Sputtering + Atomic / molecular plant tissue /microbes
* Electro-explosion condensation (Bacteria, Fungi, Algaeu

_.'_ "

Figura Al: Metodologias para la sintesis de nanoparticulas (Patil & Kim, 2018)

w’

v

Flavononds
Alkalonds q 9
O O 0
Terpenonds Reaction with R, Chemical constituents
metal ions
2 of plant extract act asI
Bk reducing as well as

o TO stabilizing agents

J\(;( ok Nanoparticle
OH OH
IHO o 0350
Poly phenols

Chemical constituents of plant extract

Figura A2. Mecanismo de reaccion general sintesis de nanoparticulas (Dubey, Bhadauria, & Kushwah,
2009; Huang et al., 2007).
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Apeéndice B. Curvas de calibracion

1 ]
1
1
0.8 ?
1
< Xk
‘s 0.6
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0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035
Concentracion [M]
Curva de Calibracion Propilenglicol Linear (Curva de Calibracion Propilenglicol)
Figura B1. Curva de calibracion usando propilenglicol como medio de reaccién
1.2
1 e
0.8 AT
S 06 . y =13.055x + 0.0379
2 RZ = 0.9955
<
0.4 e
@
-
0.2
0
0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08
Concentracion [M]
® Curvade Calibracion Agua ~ --------- Linear (Curva de Calibracion Agua)

Figura B2. Curva de calibracién usando agua como medio de reaccion



54

Verificacion del valor madximo de absorbancia del CuSO, usando
propilenglicol como medio

e
3

o
o

Max de absorbancia se presento a una
I longitud de onda 830nm

Absorbancia
o
()]

0.4
I
0.3 .
I \
0.1 I
0 1
700 750 800 850 900 950 1000
Longitud de Onda [nm]
—0.05M 0.025 M 002M ——0.01M

Figura B3. Verificacion del valor maximo de absorbancia del CuSO4 usando propilenglicol como medio

Verificacion del valor maximo de absorbancia del CuSO, usando
agua como medio
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SINTESIS DE NPS-CU A PARTIR DE EXTRACTO DE GUAYABA

Calibracion para las BSRs
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004 e

Absorbancia

003 | e

0.02 o .7

.o

0.01

0 4000 8000 12000 16000 20000

Concentracion microbiana (bacterias por mililitro)

Figura B5. Curva de calibracion para las BSRs



Apéndice C. Determinacion de la actividad biocida

56

Sodium lactate (CaHsNaO;) 35 g
Ammonium chloride {NH,Ci) 10 g
Dipotassium, hydrogen orthophosphate 05 g
(KzHPO,)
Magnesium sultate (MgSO,-7H,0) 20 g
Sodium sulfate (Na;S0O,) 05 g
Calcium chioride (CaCiy2H,0) 0.1 g
Thioglycollic acid 0.t g
Ammonium ferrous sulfate or ferrous 0.001g
ammonium sulfate
({(NH,),80,-FeS0,-6H,0)
Water (H,0) 1 L
Figura C1. Componentes del medio Starkey modificado (Passman, 2003)
e 1ml 1mil iml iml ml 1enil
- l Il U ! M }
. . - 3 - _p _p _}
N N — o 2 horas 4 horas 74 horas 48 horas 72horas  1semana

50 ml del medio Starkey
modificado

Siempre en
incubacion

Figura C2. Metodologia para la neutralizacion



Apéndice D. Distribucion de tamafio de particula
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Size Distribution by Intensity

LUl T R R :
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0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm}
| Sintesis en Propilenglicol Sintesis en agua |

Figura D1. Distribucidon de tamafio de particula para sintesis con propilenglicol y agua usando acido asc6rbico como
reductor para definir el medio de sintesis.

Size Distribution by Intensity
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Figura D2. Distribucién de tamafio de particula sintesis con extracto de hoja de guayaba
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Apéndice E. Estabilidad de la solucién coloidal para sintesis quimica

4
35
3 ——DO0
25 ——D1
[5+
2 D6
s 2
£ ——D14
2 15
o . —
2 D21
1 ——D28
——D30
0.5
. =
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Longitud de Onda [nm]
Figura E1. Estabilidad de la sintesis quimica usando &cido ascdrbico en agua
45
—D0
_g —D1
3
o D4
3 ——D11
< — D18
—D24
—D30

300 400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de Onda [nm]

Figura E2. Estabilidad de la sintesis quimica usando &cido ascdrbico en propilenglicol
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Apéndice F. Graficas de contorno

Grafica de contorno de RL vs. ConcentracionTensoactivo. pH

5

RL

[ ] < 25

B 25- 50

W 50- 75
g 75 - 100
= 100 - 125
@ 125 - 150
2 150
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|E Valores fijos

el Temperatura 55

g Relaciéon Precursor/extracto 5
=]
(=
(7]
[v]
(=
o
(U]

pH

Figura F1. Grafica de contorno para la actividad biocida (RL); concentracion de tensoactivo vs pH manteniendo
temperatura y relacion constantes

Grafica de contorno de RL vs. ConcentracionTensoactivo. Relacion Precu

5
RL

A

- 10
- 12
- 14
> 14

N O oo AN
I
=]

-

Valores fijos
Temperatura 55
pH 10

i6
Concentrac nTensoactivo

4 5 6
Relacion Precursor/extracto

Figura F2. Grafica de contorno para la actividad biocida (RL); concentracién de tensoactivo vs Relacion precursor-
extracto manteniendo temperatura y pH constantes
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Grafica de contorno de RL vs. Relacion Precursor/extracto. pH
9

- 10
- 12
- 14
> 14

- -
N O o AN

Valores fijos
Temperatura 55
ConcentracionTensoactivo 3

o
Relac n Precursor/extracto

Figura F3. Gréafica de contorno para la actividad biocida (RL); Relacién precursor-extracto vs. pH, manteniendo
temperatura y concentracién de tensoactivo constantes

Grafica de contorno de RL vs. pH. Temperatura

RL

- N

N O oo AN
|
-]

- -

Valores fijos
Relacion Precursor/extracto 5
ConcentracionTensoactivo 3

30 40 50 60 70 80
Temperatura

Figura F4. Gréfica de contorno para la actividad biocida (RL); pH vs Temperatura, manteniendo relacion precursor-
extracto y concentracion de tensoactivo constantes
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Grafica de contorno de RL vs. Relacion Precursor/extracto. Temperatura

o
Relac n Precursor/extracto

30 40 50 60
Temperatura

80

RL

[ ] < 2
W 2- 4
| 4- 6
I 6- 8

8 - 10
|10 - 12
W12 - 14
[ ] > 14

Valores fijos

pH 10
ConcentracionTensoactivo 3
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Figura F5. Grafica de contorno para la actividad biocida (RL); Relacion precursor-extracto vs Temperatura

manteniendo pH y concentracion de tensoactivo constantes

Grafica de contorno de RL vs. ConcentraciénTensoactivo. Temperatura

Concentrac nTensoactivo

Temperatura

RL

[ ] 2
m2- 4
W 4- 6
I 6- 8

8 - 10
|10 - 12
W12 - 14
[ ] > 14

Valores fijos

pH 10

Relacion Precursor/extracto

5

Figura F6. Gréfica de contorno para la actividad biocida (RL); concentraciéon de tensoactivo vs Temperatura

manteniendo pH y relacion entre reactivos constantes
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Grafica de contorno de Macroparticu vs. ConcentraciénTensoactivo. pH
5

Macroparticulas

< 2

2 - 4
w4 - 6
|3 - 8
Hs - 10
[ > 10

Valores fijos
Temperatura 55
Relacion Precursor/extracto 5

Concentrac nTensoactivo

Figura F7. Gréafica de contorno para la cantidad de macroparticulas; concentraciéon de tensoactivo vs pH
manteniendo, temperatura y relacién precursor-extracto constantes

Grafica de contorno de Macroparticu vs. ConcentracionTensoactivo. Rela

5

‘ Macroparticulas
< 9
9 - 12
12 - 15
M 15 - 18
[ RE] - 21
[ ] > 21
Valores fijos
Temperatura 55
Ne) pH 10

Concentrac nTensoactivo

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Relacion Precursor/extracto

Figura F8. Grafica de contorno para la cantidad de macroparticulas; concentracion de tensoactivo vs Relacion
precursor-extracto manteniendo temperatura y pH constantes
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Grafica de contorno de Macroparticu vs. Relacion Precursor/extracto. p

Macroparticulas

[ ] < 4
o 4 - 8

8 - 12

12 - 16
|16 - 20
Il 20 - 24
[ | > 24

Valores fijos

Temperatura 55

ConcentracionTensoactivo 3

o
Relac n Precursor/extracto

Figura F9. Gréfica de contorno para la cantidad de macroparticulas; Relacion precusor-extracto vs pH, manteniendo
temperatura y concentracion de tensoactivo constantes

Grafica de contorno de Macroparticu vs. Relacion Precursor/extracto. T

Macroparticulas

[ ] < 5
B 5 - 10

10 - 15

15 - 20
m 20 - 25
M 25 - 30
[ | > 30

Valores fijos

pH 10

ConcentracionTensoactivo 3

i6
Relac n Precursor/extracto

60
Temperatura

Figura F10. Grafica de contorno para la cantidad de macroparticulas; Relacidn precursor-extracto vs temperatura,
manteniendo pH y concentracion de tensoactivo constantes
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SINTESIS DE NPS-CU A PARTIR DE EXTRACTO DE GUAYABA

Grafica de contorno de Macroparticu vs. Temperatura. ConcentracionTens

80
Macroparticulas
<10
R - 15
70 TRE - 20
B 20 - 25
[ ] > 25
© Valores fijos
3 pH 10
© Relacion Precursor/extracto 5
g
£
(7]
'—

(%)

1 2 3 4
ConcentracionTensoactivo

Figura F11. Gréfica de contorno para la cantidad de macroparticulas; concentracion de tensoactivo vs temperatura
manteniendo pH y relacion precursor-extracto constantes

Grafica de contorno de Macroparticulas vs. pH. Temperatura

12 Macroparticulas
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Valores fijos

T 10 Relacion Prfelcursor/extr.acto 5
o ConcentracionTensoactivo 3
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Figura F12. Gréfica de contorno para la cantidad de macroparticulas; pH vs Temperatura, manteniendo relacion
precursor-extracto y concentracion de tensoactivo constantes



Optima
D: 0.9751
Predecir

Alto
Act
Bajo

Deseabilidad
Compuesta

D: 0.87

Conv
Maximao

y =100
d=1.00

W
Minimo
y =598
d = 0.96

RLn
Maximo
y = 15.56

d = 0.96

Apéndice G. Obtencion de las mejores condiciones

T pH Rela YT
80.0 12.0 9.0 5.0
[59.7980] [9.8586] [5.4444] [2.6975]
30.0 8.0 1.0 1.0
/ I N I P

/

.__=——:”_7f;—:~.

i

(fb\_\_‘_-\_—;‘ﬁ———.

e N

N/

Figura G2. Mejores condiciones de sintesis

Tabla G1. Ecuaciones de segundo orden para las variables de respuesta

Conv=>51.8-0.620 T +24.4 pH - 13.90 Rela - 2.95 %T + 0.00459 T*T - 1.947 pH*pH R-cuad.
- 0.482 Rela*Rela + 0.281 %T*%T - 0.0011 T*pH + 0.0174 T*Rela - 0.0033 T*%T
+1.960 pH*Rela + 0.126 pH*%T + 0.041 Rela*%

70.82%
W =151.4-2.306 T - 5.94 pH - 11.22 Rela - 3.16 %T + 0.01061 T*T - 0.268 pH*pH R-cuad.
+ 0.4010 Rela*Rela + 0.445 %T*%T + 0.0932 T*pH + 0.0140 T*Rela - 0.0655 T*%T
+0.574 pH*Rela + 0.589 pH*%T - 0.135 Rela*%T

86.56%
RL =-211.7 + 1.138 T + 34.73 pH + 3.530 Rela + 12.51 %T - 0.010422 T*T - 1.713 pH*pH R-cuad.
- 0.3791 Rela*Rela - 1.873 %T*%T - 0.0114 T*pH + 0.01711 T*Rela + 0.0079 T*%T
- 0.0456 pH*Rela - 0.135 pH*%T - 0.0998 Rela*%T

92.82%
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Nota aclaratoria: Conv: %Conversion del precursor, W: Cantidad de macroparticulas, RL: parametro de actividad biocida, T:
Temperatura, %T: Concentracion volumétrica de tensoactivo y Rela: Relacion volumétrica entre solucion de sal precursora y el

extracto.
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Apeéndice H. Verificacion del modelo en la sintesis con las mejores condiciones de reaccion

Tabla H1. Valores de prediccion de respuesta

Variable Valor Intervalo de
respuesta esperado confianza del 95%

% Conversion 100.00 93.47 106.91

W (g) 5.99 3.02 8.96

RL 15.567 14.375 16.758

Tabla H2. Valores obtenidos para la verificacion del modelo

Respuesta Obtenido mediante
la mejor sintesis

% Conversion 99.17%
W (g) 7.59
RL 15.2

%Conversion=%Conversion CuSO4*5H.0; W=Cantidad de macroparticulas en gramos; RL=
Actividad biocida (Reduccion microbiana).



Apéndice I. Resumen de los valores de respuesta en el disefio experimental

Tabla I1. Resumen de los valores de respuestas del disefio de experimentos

Reaccion

25

28 Glutaraldehido

Cadigo
30-10-9-3
30-10-5-5
30-12-5-3

30-8-5-3
30-10-5-1
30-10-1-3
55-12-9-3
55-12-1-3
55-12-5-5
55-12-5-1

55-8-5-1
55-10-9-5
55-10-1-5
55-10-1-1
55-8-5-5
55-10-9-1
55-8-1-3
55-8-9-3
55-10-5-3
80-10-5-1
80-10-9-3
80-10-5-5
80-10-1-3
80-12-5-3
80-8-5-3

Conversion del

precursor
99.73 £ 0.05
99.73+0.21
95.97 + 0.51
98.81+£0.24
99.17 + 0.45
96.92 +1.19
9243 +1.84
29.84 +2.30
88.36 = 0.89
86.67 +2.34
99.37 £ 0.02
99.60 + 0.04
91.67 +0.58
92.95 + 0.55
99.04 +0.31
99.58 +0.37
97.32+0.12
99.34 +0.20
99.08 +0.20
97.97+151
96.76 £ 0.92
97.86 + 0.04
87.17 +0.98
96.32+1.78
99.38 +0 .43

Cantidad de

macroparticulas(g)

28.22 +0.41
28.31+1.90
8.93+0.28
29.89 +0.33
15.09 +0.79
39.33+2.49
8.97 +0.26
4.72+0.21
15.28 +£ 0.60
6.77 £0.15
9.33+£0.99
9.94+0.19
25.01+1.27
19.57 +1.39
8.42 +0.53
9.15+1.05
22.82+0.31
8.68 + 0.86
7.66 +0.28
6.96 + 0.81
7.90 +0.45
7.09+0.14
13.56 +£0.15
6.16 + 0.86
8.48 £ 0.06

Actividad biocida

(RL)
0.71+£0.03
1.77+0.01
1.80 £ 0.04
2.69 £ 0.04
3.23+0.04
8.05 + 0.07
0.12 +0 .02
0.20+0.01
0.42+0.01
0.49 +0.01
1.08 +0.04
1.64 +£0.04
1.80 +0.05
2.33 +0.03
3.24+0.05
5.32+0.02
5.34+0.01
6.65 + 0.07

15.86 + 0.33
1.40 +0.04
1.60 + 0.02
1.56 £0.02
1.97 +0.04
2.16 +0.02
5.31+0.03
3.67+£0.05
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Cadigo: se usé una nomenclatura para llevar un control de las reacciones realizados durante el

disefio de experimentos, la cual se estructurd de la siguiente manera: Primero, la temperatura

(en °C) a la cual se realizo la reaccion, seguido del valor de pH a trabajar, a su vez el valor de la

relacion v/v solucion del precursor-extracto, y por el Gltimo la concentracion v/v de tensoactivo.

De tal modo: Temperatura — pH - Relacién entre reactivos - Concentracion %v/v Tensoactivo.

Ejemplo:80-8-5-3
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Apéndice J. Influencia del pH en la concentracion de la solucion coloidal

Figura J1. Sintesis a nivel bajo de temperatura y nivel alto y bajo de pH

Figura J2. Sintesis a nivel medio de temperatura y niveles alto y bajo de pH

Figura J3. Sintesis a nivel alto de temperatura y niveles alto y bajo de pH

Codigo=Temperatura — pH - Relacion precursor-extracto - %v/v Tensoactivo; Ejemplo:80-8-5-3.



