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Resumen

Titulo: Sintesis verde de nanoparticulas de cobre y plata y su evaluacion como agente
biocida para el control de la bacteria patdgena Escherichia coli (ATCC® 25922)"

Autor: Julian Mauricio Guerrero Rodriguez, y Debora Alcida Nabarlatz™

Palabras Clave: Nanoparticulas, Sintesis verde, Extractos vegetales, Residuos
agroindustriales, Actividad antibacteriana, Microorganismos patégenos, Disefio de
experimentos.

Descripcion: Este estudio evalu6 el uso de extractos acuosos de residuos
agroindustriales como agentes reductores y estabilizantes en la sintesis verde nanoparticulas
metélicas (CuNps, AgNps y CuAgNps) como alternativa para el control de la bacteria
patdgena Escherichia coli ATCC® 25922. La investigacion se desarrolld en tres etapas: (i)
seleccion de residuos agroindustriales y obtencién de extractos mediante maceracion y
Soxhlet, optimizadas a través de disefio de experimentos para maximizar la capacidad de
reduccion del ion Cu*?; (ii) sintesis y caracterizacion de nanoparticulas, aplicando disefio
experimental para optimizar variables criticas (pH, concentracion de extracto y sal metélica,
tiempo de reaccion), evaluando sus propiedades fisicoquimicas por espectrofotometria Uv-
Vis, DLS, y SEM-EDX; y (iii) evaluacion de su actividad antibacteriana in vitro,
determinando la concentracion minima inhibitoria por microdilucién en caldo. El extracto de
semilla de mora (SM), obtenido por maceracion acida presentd la mayor capacidad reductora.
A partir de este extracto se sintetizaron las nanoparticulas bajo condiciones optimizadas (10
mM de sal metalica, 75% v/v de extracto, pH 12 y 120 min de reaccion). Las AgNps mostraron
tamarfios promedio de 113,17 + 1,71 nm, morfologia ligeramente esférica y mayor contenido
metalico (15,82%), a diferencia de las CuNPs y CuAgNPs, que fueron méas grandes y con
menor proporcion metélica. Las pruebas antimicrobianas revelaron que Unicamente las
AgNps evidenciaron actividad al inhibir parcialmente el crecimiento de E. coli ATCC®
25922 durante las primeras 4 horas de incubacién, mientras que las CuNps y CuAgNps no
mostraron actividad significativa, atribuida a su baja concentracion, mayor tamafio y
composicién metalica limitada. Estos hallazgos evidencian el potencial de los extractos
derivados de residuos agroindustriales en la sintesis sostenible de nanoparticulas y resaltan
los desafios asociados a la optimizacion de sus propiedades fisicoquimicas para mejorar su
eficiencia biocida y aplicacion antimicrobiana frente a microrganismos patdgenos.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Debora Alcida
Nabarlatz. Ph.D en Ingenieria Quimica y de Procesos.
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Abstract

Title: Green Synthesis of Copper and Silver Nanoparticles and Their Evaluation as
Biocidal Agents for the Control of the Pathogenic Bacterium Escherichia coli (ATCC®
25922)"

Author(s): Julian Mauricio Guerrero Rodriguez, and Debora Alcida Nabarlatz

Key Words: Nanoparticles, Green synthesis, Plant extracts, Agro-industrial waste,
Antibacterial activity, Pathogenic microorganism, Experimental design.

Description: This study aims to evaluate the use of aqueous extracts from agro-
industrial residues as reducing and stabilizing agents in the green synthesis of metallic
nanoparticles (CuNps, AgNps, and CuAgNps), as an alternative to conventional biocides for
controlling the pathogenic bacterium Escherichia coli (ATCC® 25922). The research was
conducted in three stages: (i) selection of regional agro-industrial wastes and production of
extracts using maceration and Soxhlet techniques, optimized through experimental design to
enhance their Cu*? reducing capacity; synthesis and characterization of nanoparticles,
applying experimental design to optimize critical variables (pH, extract and metal salt
concentration, and reaction time), and assessing physicochemical properties by Uv-Vis
spectroscopy, DLS, and SEM-EDX; and (iii) in vitro evaluation of antibacterial activity by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) using broth microdilution assays.
The blackberry seed extract, obtained by acidic maceration, showed the highest reducing
capacity. This extract was used to synthesize nanoparticles under optimal conditions (10 mM
metal salt, 75% v/v extract, pH 12 y 120 min de reaction). AgNps exhibited the smallest
average size (113,17 + 1,71 nm), nearly spherical morphology, and the highest metal content
(15,82%), while CuNps and CuAgNps were significantly larger and contained lower
elemental metal content. Only AgNps demonstrated antibacterial activity, partially inhibiting
E. coli growth during the first 4 hours of incubation. These findings highlight the potential of
agro-industrial waste-derived plant extracts for sustainable nanoparticle synthesis and
emphasize the need to optimize physicochemical properties to enhance the biocidal efficiency
of green-synthesized nanoparticles against pathogenic microorganisms.

* Degree Work
! Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Debora Alcida
Nabarlatz. Ph.D. in Chemical and Process Engineering.
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Introduccion

La bacteria Escherichia coli es un patégeno de gran relevancia en salud publica.
Generalmente presente en el intestino humano, se asocia a enfermedades como infecciones
urinarias y diarreas, y puede ser letal en individuos vulnerables como nifios y ancianos (World
Health Organization, 2018). En 2021, la Organizacion Mundial de la Salud incluy6 esta
bacteria entre las bacterias prioritarias (criticas y altas) que mas amenazan la salud humana
debido a su resistencia antimicrobiana (World Health Organization, 2024). Ademas, en
algunos casos este microorganismo es capaz de formar biopeliculas, estructuras que
incrementan su resistencia a agentes externos y dificultan su erradicacién en superficies de
agua y alimentos (Ziege et al., 2021). Este contexto subraya la necesidad de estrategias
antimicrobianas mas eficientes para prevenir su propagacion y reducir su impacto.

Histéricamente, se han utilizado biocidas quimicos para el control de
microorganismos en ambientes hospitalarios, agricolas e industriales. Estos compuestos, en
su mayoria, se clasifican en bactericidas oxidantes (BO) y no oxidantes (BNO), seglin su
mecanismo de accion. Entre los BO destacan el hipoclorito de sodio y el didéxido de cloro por
su eficacia para la desinfeccibn de aguas y superficies, aunque tienen limitaciones
relacionadas con la corrosion y la formacion de subproductos toxicos cuando interactian con
materia organica (Keasler et al., 2017). Los BNO como el glutaraldehido, ofrecen un amplio
espectro microbiano, pero su efectividad es sensible al pH y tiende a decaer con el tiempo
(Keasler et al., 2017)[7]. Diversos estudios indican que, tras 14 dias en ambientes alcalinos,
el glutaraldehido reduce su eficacia significativamente, ademas de ser un compuesto téxico,

irritante e inestable, limitando su uso en aplicaciones especificas (Karsa, 2007)(Fink, 2015).
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La aparicion de resistencia microbiana y los problemas ambientales asociados al uso
de biocidas convencionales han incentivado el desarrollo de alternativas mas sostenibles
(Tenover, 2006). Las nanoparticulas metalicas (Nps), en especial las de plata (AgNps) y cobre
(Cu Nps), han demostrado propiedades antibacteriales destacadas (Girma et al., 2024; X. Li
et al., 2023). Aunque las AgNps son reconocidas por su alto nivel de efectividad contra un
amplio espectro de bacterias, el alto costo de la plata limita su aplicacion masiva, en
comparacion al cobre cuyo costo es significativamente menor. Por otro lado, aunque las
CuNps han sido menos investigadas, han mostrado una eficacia comparable a las AgNps en
pruebas contra ciertas bacterias, a su vez que estudios recientes han sefialado que la
combinacion de estos dos tipos de Nps pueden potenciar su actividad antimicrobiana gracias
a sus efectos sinérgicos (Mohamad et al., 2013a).

Las Nps pueden sintetizarse por métodos fisicos, quimicos y bioldgicos (Lopez Téllez
et al., 2013)(Zanella, 2005). La sintesis quimica es ampliamente usada debido a su capacidad
de controlar el tamafio y forma de las Nps, lo cual es crucial para su actividad microbioldgica;
sin embargo, el uso de sustancias reductoras para su sintesis como el borohidruro de sodio y
la hidracina son altamente toxicas y pueden quedar impregnadas en las Nps, comprometiendo
su biocompatibilidad y aumentando su impacto ambiental (Gomez-Garzén, 2018)(Monge,
2009). Por este motivo, la ‘sintesis verde’ o quimica sostenible se han consolidado como una
alternativa ecoldgica, ya que emplea compuestos naturales y evita la generacién de
subproductos peligrosos (Syafiuddin et al., 2017a).

El aprovechamiento de residuos agricolas y biomasa residual como fuente de agentes
reductores para la sintesis verde de Nps ofrece un enfoque sostenible, econdmicamente viable

y escalable. En Colombia, la biomasa residual proveniente de cultivos como el café, banano
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y cafia de azUcar supera los 20 millones de toneladas anuales, y estos residuos contienen una
gran variedad de compuestos como metabolitos primarios y secundarios, provenientes de
estas plantas (DANE, 2020; Soto et al.,, 2019a). Estos metabolitos, que incluyen
polisacaridos, polifenoles, flavonoides y terpenos, entre otros, poseen propiedades
antioxidantes que, ademas de ayudar a la salud humana, pueden actuar como agentes
antioxidantes y estabilizantes en la sintesis de Nps (Sepulveda Jiménez et al., 2003) (S.
Kuppusamy et al., 2016). La produccién de Nps a partir del procesamiento de estos residuos
ofrece la oportunidad para reducir la generacion de desechos y valorizar subproductos
agricolas, alinedndose con los principios de economia circular y sustentabilidad (Banco
Mundial & McCourtie, 2021).

Por lo anterior, este proyecto propone el aprovechamiento y valorizacion de biomasa
vegetal proveniente de residuos agroindustriales, como potencial fuente de metabolitos
vegetales con el fin de utilizarlos como agentes reductores y estabilizantes en la sintesis verde

de CuNps y CuNps, evaluando su actividad antimicrobiana frente E. coli.
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1. Hipotesis
A partir de los metabolitos vegetales presentes en los extractos acuosos de residuos
agroindustriales generados en Colombia, es posible sintetizar a escala laboratorio,
nanoparticulas de cobre (CuNps), plata (AgNps), cobre-plata (CuAgNps) y/o sus 0xidos, con

propiedades biocidas para el control de la bacteria patdgena Escherichia coli ATCC® 25922.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general

Evaluar el uso de los extractos acuosos de residuos agroindustriales como agentes
reductores y estabilizantes para la sintesis a escala laboratorio de CuNps, AgNps y CUAgNps
y/o sus oxidos, con propiedades biocidas para el control de la bacteria patdgena Escherichia

coli ATCC® 25922.
2.2. Objetivos especificos

Seleccionar los residuos agroindustriales y la metodologia de extraccion de los
metabolitos vegetales que seran utilizados como agentes reductores y/o estabilizantes para la
sintesis de nanoparticulas.

Sintetizar y caracterizar CuNps, AgNps y CuAgNps, o sus oxidos, empleando
extractos vegetales de residuos agroindustriales como agente reductor, y evaluando su
presenciay propiedades mediante las técnicas de caracterizacion espectrofotometria UV-VIS,
DLSy SEM.

Evaluar la actividad antibacteriana de las Nps en la bacteria patégena Escherichia coli

ATCC® 25922 utilizando pruebas in vitro.
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3. Marco tedrico y estado del arte
3.1. Parametros que afectan la sintesis de Nps metalicas

Las Nps metélicas pueden fabricarse utilizando diversos elementos metalicos y no
metalicos como aluminio, oro, hierro, plata, cobre, zinc y sus éxidos o iones (V. V. Kumar &
Anthony, 2016)(Slavin et al., 2017a). La sintesis de estas particulas se realiza mediante dos
enfoques principales: la ruta descendente (top-down), que consiste en reducir materiales a
granel hasta alcanzar dimensiones nanométricas, y la ruta ascendente (bottom-up), donde las
Nps se forman ensamblando &tomos o moléculas individuales (Mendoza Uribe & Rodriguez-
Lopez, 2007)(Pareek et al., 2017).

Los métodos top-down, como la fotolitografia y la molienda, tienen tiempos de sintesis
cortos, pero presentan desventajas como el alto consumo energético y la dificultad de obtener
particulas homogéneas menores a 10 nm (Gomez-Garzén, 2018)(Pareek et al., 2017)(Igbal et
al., 2012). En contraste, los métodos bottom-up, como la reaccidén quimica, microemulsiones
y ablasion laser, suelen ofrecer un mejor control sobre la morfologia y el tamafio de las Nps
(Pareek et al., 2017). Entre ellos, la reduccion quimica es uno de los mas utilizados debido a
su bajo costo y versatilidad. En esta categoria, la biosintesis, que emplea metabolitos vegetales
como agentes reductores, ha ganado relevancia por su enfoque ecolégico basado en reacciones
de oxidacion-reduccién (Syafiuddin et al., 2017a).

La sintesis de Nps metalicas depende de parametros como la concentracion de la sal
precursora, el extracto bioldgico, el agente estabilizante, el tiempo de reaccion, el pH y la
temperatura, entre otros. Los cambios en estas variables pueden alterar la forma, tamafo,
distribucion y otras propiedades de las Nps, lo que afecta directamente su actividad biocida

(Mendoza Uribe & Rodriguez-Lopez, 2007)(Zaleska-Medynska et al., 2016)(Crespo
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Gutiérrez, 2014). Por ejemplo, Pal et al., (2007) demostraron que las AgNps con forma
triangular truncada tenian mayor eficacia contra bacterias Gram negativas, mientras que M.
Raza et al., (2016) observaron que los menores tamarfios de Nps mejoraban significativamente
su actividad antimicrobiana, independientemente de su forma (Pal et al., 2007b).

La morfologia de las Nps incluye estructuras esféricas, cubicas, nano tubos y nano
barras, que pueden evolucionar hacia configuraciones complejas como redes dendriticas o
prismas (Raza et al., 2016)(Khodashenas & Ghorbani, 2015). Ademas, Nps hibridas,
formadas por la combinacidn de dos 0 mas metales, ofrecen propiedades Unicas, dependiendo
del orden de mezcla de las sales metalicas o sus métodos de formacion (Olajire & Adesina,
2017). Estas estructuras hibridas suelen clasificarse como core-shell, aleaciones u otras
variaciones (Zaleska-Medynska et al., 2016). En esta clase de procesos multimetalicos, el
metal con mayor potencial de reduccidn suele reaccionar y reducirse primero para formar un
nucleo o, en algunos casos, fomentar la reduccion de otros iones metalicos; sin embargo, la
formacion de Nps hibridas ain presenta incognitas, siendo objeto de debate, donde el
mecanismo de formacion de las Nps no es del todo claro, incluyendo fendmenos de reduccion
competitiva que alteran las velocidades de reaccion (Mohamad et al., 2013b).

3.1.1 Sales metalicas

Para la sintesis de AgNps y CuNps se emplean sales metalicas como sulfatos, nitratos
y acetatos de estos metales (Din et al., 2017). También se han utilizado otros precursores
como cloruro de cobre o incluso nanocoloides de 6xido de cobre en la obtencion de CUNPS
(Umer et al., 2014)(Andal & Buvaneswari, 2017).

La concentracion de las sales metalicas utilizadas en la sintesis suele variar

ampliamente, desde 0,1 mM hasta 1 M o mas (Din et al., 2017). Sin embargo, cantidades
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excesivas de sales 0 agentes reductores pueden generar la aglomeracion descontrolada de
atomos, aumentando el tamafio de particulas formadas fuera de las medidas deseadas (Padil
& Cernik, 2013). Por ejemplo, Abdol Aziz et al., (2019) estudiaron la sintesis de
nanoparticulas de zinc utilizando acetato de zinc deshidratado en concentraciones entre 0,01
a 0,1 M, junto con extracto de cascara de Musa Paradisiaca (banano) como agente reductor
(Abdol Aziz et al., 2019). Los autores encontraron que una concentracion optima de 0,05 M
da como resultado particulas de menor tamafio durante la sintesis.

El precursor metéalico utilizado también influye en la morfologia de las nanoparticulas.
Phiwdang et al., (2013) sintetizaron nanoparticulas de éxido de cobre (CuONps) con forma
de barra corta utilizando nitrato y cloruro de cobre (ambos a una concentracion de 0,1 M)
(Phiwdang et al., 2013). Después de esta sintesis, tras un tratamiento térmico de calcinacion,
las particulas derivadas de cloruro de cobre cambiaron su forma a esferas, mientras que las
sintetizadas con nitrato de cobre conservaron la forma de barra, aunque aumentaron de
tamarno.

En términos generales, la sal metélica actia como precursor de las reacciones de
sintesis. Durante el proceso, los iones metalicos son reducidos para formar atomos de menor
valencia, que posteriormente sirven como nucleos para el crecimiento de particulas. A medida
que se agregan mas atomos, las nanoparticulas aumentan su tamafio, definiendo finalmente
su morfologia y propiedades (Makarov et al., 2014).

3.1.2 Temperatura y Tiempo de Sintesis

Ademas de la sal precursora, la temperatura y el tiempo de reaccion también son

factores que influyen directamente en las propiedades finales de las Nps.
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En cuanto al tiempo de reaccion, Ahmad et al., (2016) observaron durante la sintesis
de Nps de oro (AgNps) a 30°C, que la velocidad de reaccion aumentaba con el tiempo hasta
estabilizarse tras 60 minutos debido a la completa reduccion de los iones de oro (Ahmad et
al., 2016). Por otro lado, Chowdhury et al., (2016) estudiaron el impacto de la temperatura
(25°C y 100°C) y el tiempo en la sintesis de AgNps (Chowdhury et al., 2016). Los autores
encontraron que, segun los analisis UV-Vis, tras 30 minutos de reaccion a 100°C, la formacion
de Nps era significativamente mayor que a 25°C, destacando que el uso de altas temperaturas
reduce los tiempos de reaccidn necesarios para obtener mayores concentraciones de Nps. De
manera similar, J. Y. Song & Kim, (2009) lograron una conversion superior al 90% de nitrato
de plata para obtener AgNps, utilizando extracto de hojas de magnolia, en s6lo 11 minutos al
trabajar a 95°C (J. Y. Song & Kim, 2009). Este resultado contrasta con los obtenidos a bajas
temperaturas, donde a estas condiciones, se requiere mas tiempo para completar la sintesis.

En general, un incremento en la temperatura reduce tanto el tiempo de formacion de
Nps, asi como el tamafio de éstas, influyendo también en su morfologia y propiedades.
Mohammed Fayaz et al., (2009) demostraron que el uso de menores temperaturas de reaccion
producia particulas de mayor tamafio, mientras que las temperaturas mas altas promovian la
nucleacion homogénea y la formacion de Nps mas pequefias (Mohammed Fayaz et al., 2009).
Khalil et al., (2014), trabajando con extracto de hoja de olivo, observaron que a temperaturas
entre 80°C y 90°C se aumentaba la tasa de reduccion de iones de plata y resultaban particulas
de menor tamafio, coincidiendo con los hallazgos de otros autores que consideran este rango
como Optimo para obtener NPS con dimensiones inferiores a 100 nm (Khalil et al., 2014) (Liu

et al., 2020).
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3.1.3 pH

Al igual que la sal precursora, la temperatura y el tiempo de sintesis, el pH del medio
de reaccion es un factor clave en la formacion y estabilizacion de Nps. Segun Khalil et al.,
(2014), el pH alcalino aumenta la capacidad reductora y estabilizante de los antioxidantes
presentes en extractos naturales, como el de hoja de olivo, al modificar las cargas eléctricas
superficiales de las biomoléculas (Khalil et al., 2014). En su estudio, un pH optimo de 8
favorecid la formacion de AgNps, observado en el aumento del espectro de absorbancia UV-
Vis, mientras que, a valores de pH extremos, ya sean bajos o altos, se redujo la formacion de
Nps.

Phongtongpasuk et al., (2016), sintetizaron AgNps utilizando extracto de cascara de
pitahaya y encontraron que un aumento en el pH de 3,35 a 5,35 generaba particulas
progresivamente mas pequefias, con tamafios de 26,2 nm y 25,3 nm, respectivamente
(Phongtongpasuk et al., 2016). Por otro lado, Fernando & Zhou, (2019) reportaron que en
medios acidos las particulas tendian a agregarse y desestabilizarse debido a procesos de
disolucion, mientras que, a condiciones alcalinas, la presencia de iones hidroxilo contribuia a
la re-estabilizacion y formacion de suspensiones mas estables (Fernando & Zhou, 2019a). En
consecuencia, se observan tamafios mayores en medios acidos y menores en medios alcalinos.

Por otro lado, la relacion entre el pH y la morfologia también es evidente. Dong et al.,
(2009) demostraron que el uso de pH altos (entre 8,3-11,8) favorecia la formacion de Nps
esféricas y en forma de varilla debido a una répida tasa de reduccion del nitrato de plata,
mientras que el uso de pH bajos (5,7-6,1) proporcionaba formas triangulares y poligonales,

resultado de una nucleacion y crecimientos mas lentos (Dong et al., 2009a).



27

Es importante notar que el pH éptimo varia dependiendo de la naturaleza de la sal
metélica, asi como de otros factores como el tiempo y la temperatura de reaccion. Esto destaca
la necesidad de optimizar cuidadosamente este parametro en cada sistema especifico para
obtener las caracteristicas y propiedades deseadas en las Nps.

3.1.4 Uso de Extractos Vegetales en la sintesis de Nps

Se han utilizado numerosos extractos vegetales provenientes de frutas, semillas, hojas
y flores para la sintesis verde de AgNps y, en menor medida, de CuNps (P. Kuppusamy et al.,
2016). Los ejemplos encontrados incluyen extractos de Vitis vinifera (vid), Carica papaya
(papaya), Citrus sinensis (naranja) y Aloe vera, que han mostrado efectividad tanto como
agentes reductores como estabilizantes (Din et al., 2017) (Ahmed et al., 2016)

Tamuly et al., (2013) demostraron que los flavonoides y acidos fenolicos presentes en
extractos de Piper pedicellatum actian como reductores de iones metalicos (Tamuly et al.,
2013). Esto fue confirmado al identificar y aislar estos compuestos mediante HPLC para
usarlos en la sintesis de Nps metalicas, logrando resultados similares entre los compuestos
individuales y los extractos que los componian. Por otro lado, Kokila et al., (2016) evaluaron
distintos volumenes de extracto acuoso de Carica papaya para sintetizar AgNps, encontrando
que 12,6 ml de éste generaba el espectro UV-Vis con la mayor magnitud de absorbancia en
la longitud de onda caracteristica de estas Nps, indicando una mayor formacion de Nps
(Kokila et al., 2016a). Mythili et al., (2018) utilizaron una mezcla de residuos vegetales de
mercados para producir AgNps esféricas entre 10 y 90 nm, aunque resaltaron las dificultades
de escalar este proceso debido a la heterogeneidad de la mezcla de residuos (Mythili et al.,

2018).
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Algunos materiales, ademas de agentes reductores, también actdan como agentes
estabilizantes. Por ejemplo, las ciclodextrinas se han empleado para estabilizar tanto CuNps
como AgNps obtenidas mediante sintesis verde utilizado &cido ascorbico como agente
reductor (Zhao et al., 2011)(Suarez-Cerda et al., 2017). Ademas, el almiddn ha demostrado
ser eficaz para estabilizar CuNps, controlando su crecimiento y protegiéndolas contra la
oxidacion en contacto con el aire (Suramwar et al., 2016). El tipo de estabilizante desempefia
un papel crucial al evitar la aglomeracion y degradacion de las Nps, preservando el tamafio y
propiedades especificas.

En muchos casos, los mismos extractos vegetales cumplen funciones duales como
agentes reductores y estabilizantes en la sintesis de Nps. Ejemplos incluyen extractos de
Manihot esculenta (yuca), Morinda citrifolia (noni), Brassica oleracea var. capitata
(repollo), Musa paradisiaca (platano), Hylocereus undatus (pitahaya), Daucus carota sativa
var. atrorubens (zanahoria negra), entre otros (Syafiuddin et al., 2017b) (Phongtongpasuk et
al., 2016).

De manera general, J. Y. Song & Kim, (2009) sugieren que una concentracion de
extracto vegetal del 10-20% v/v es Optima para la sintesis de AgNps (J. Y. Song & Kim,
2009). Los autores consideran que concentraciones mayores a 20% v/v pueden causar
agregacion de Nps, probablemente debido a interacciones entre las moléculas de los agentes
estabilizantes en la superficie de las Nps y procesos de reduccion secundaria que ocurren

durante las reacciones de sintesis.
3.2. Produccion de extractos vegetales con actividad reductora

La extraccién es el proceso mediante el cual se obtienen compuestos especificos de

materiales vegetales o biomasa utilizando un solvente (Handa et al., 2008a). El objetivo
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principal de este procedimiento es maximizar la cantidad de compuestos de interés en el
extracto. Estos pueden obtenerse de diversas partes de las plantas, como raices, cortezas,
tallos, hojas, flores, frutas, cascaras y semillas (P. Kuppusamy et al., 2016). Para optimizar el
proceso, el material vegetal debe someterse a etapas de preparacion, como secado y
trituracion, sin embargo, no existe un protocolo Unico que sea efectivo para extraer todos los
compuestos antioxidantes, ya que éstos varian ampliamente en composicion, cantidad y
propiedades fisicoquimicas.

Diversas investigaciones han destacado las frutas y verduras como fuentes ricas en
compuestos antioxidantes debido a su impacto positivo en la salud y longevidad funcional
(Pellegrini et al., 2003). Los alimentos como especias, hierbas, nueces, cereales, bayas, frutas
y vegetales contienen altos niveles de antioxidantes, entre ellos polifenoles, flavonoides,
carotenoides, tocoferoles, acido ascorbico y enzimas (Benzie & Choi, 2014) (D.E & Emenike,
2006).

Ademas de los alimentos frescos, los residuos generados en el procesamiento de
plantas, frutas y vegetales también poseen cantidades significativas de compuestos
antioxidantes, aunque en menor proporcion (S. Kuppusamy et al., 2016). Ejemplos de éstos
incluyen la cascara de pifia (Sepulveda et al., 2018), residuos de nuez (Jahanban-Esfahlan et
al., 2019), cascara de granada (Qu et al., 2010), cascara de citricos (Saratale et al., 2018),
residuos de uva (Soto et al., 2019b) y cascara de platano (Logeswari et al., 2013), entre otros.
Estos subproductos agroindustriales representan una valiosa fuente alternativa para la

obtencion de compuestos antioxidantes.
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3.2.5 Tratamiento del Material Vegetal

Para optimizar la extraccion de compuestos de los materiales vegetales, es comun
realizar pretratamientos antes del proceso de extraccion propiamente dicho. Entre las técnicas
mas utilizadas se incluyen el secado del material vegetal y la reduccion de su tamafio de

particula mediante procesos como molienda o triturado.

3.2.5.1 Secado del Material Vegetal. El secado es un paso crucial para reducir la
humedad del material vegetal y mejorar la extraccion de compuestos (da Silva et al., 2013a).
Métodos como el secado al sol o0 a la sombra son populares debido a su bajo costo y
facilidad de uso, aunque requieren varios dias para completarse y espacios amplios para su
implementacion. Por otro lado, el secado en horno ha ganado relevancia, ya que, aunque es
mas costoso, reduce el tiempo a unas pocas horas y minimiza la degradacién de compuestos
causada por enzimas o por la exposicion solar. Estudios como los de Kankara et al., (2014)
resaltan que no encontraron diferencias significativas entre estos métodos de secado en

términos de degradacion de biomoléculas sensibles (Kankara et al., 2014a).

Chen et al., (2011) y da Silva et al., (2013) investigaron el impacto del secado en el
contenido de compuestos fendlicos y antioxidantes en extractos de cascaras de citricos (Chen
et al., 2011) (da Silva et al., 2013). Los autores encontraron que el contenido de estos
compuestos aumenta con la temperatura de secado, siendo mayor en los extractos obtenidos
de céscaras secas que de cascaras frescas. Este fendmeno se atribuye a que los compuestos
fenolicos almacenados en vacuolas se liberan mas facilmente cuando el secado descompone
previamente algunas estructuras celulares. No obstante, encontraron que temperaturas
superiores a 100°C pueden alterar la estructura molecular de los compuestos, indicando que

la temperatura éptima depende del componente que se desee preservar.
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Finalmente, investigaciones como la de Qu et al., (2010) sugieren que, ademas de la
temperatura de secado, el tipo de planta y la parte utilizada influyen en el rendimiento y la
capacidad antioxidante de los extractos. En su estudio, el secado no afecto significativamente
el contenido ni las propiedades antioxidantes de extractos acuosos de cascara y semillas de

granada (Qu et al., 2010).

3.2.5.2 Tamanio de particula. La reduccion del tamafio de particula mediante
molienda o trituracién fina es un pretratamiento cominmente aplicado para la produccién de
extractos. Este proceso mejora significativamente la extraccion al disminuir limitaciones de
difusidn, concentrar la distribucién del tamafio de las particulas y aumenta el area de
superficie especifica (Zaiter et al., 2016). Estas mejoras optimizan la funcionalidad del
material, reducen los tiempos de extraccion y aumentan la eficiencia del proceso (Qu et al.,

2010).

En el estudio realizado por Qu et al., (2010), el rendimiento de la extraccion en
cascaras de granada aumento de 9,4 a 11,5% p/p, mientras que el contenido de compuestos
antioxidantes pasé de 17,6 a 22,9% p/p al reducir el tamafio de particula a 0,2 mm vy utilizar
una menor relacién material vegetal/agua (1/50 %p/p). Ademas, esto permitié disminuir el
tiempo de reaccion de 90 min a solo 2 min (Qu et al., 2010).

Makanjuola, (2017) evalué la influencia del tamafio de particula en el contenido de
antioxidantes de extractos etanolicos, acuosos y sus mezclas, obtenidos de Camellia sinensis
(té) y Zingiber officinale (jengibre) (Makanjuola, 2017a). El estudio mostr6é que se obtenian
mas antioxidantes en los extractos acuosos cuando las particulas tenian un tamafio entre 0,4 y
0,7 mm, aunque no se observaron diferencias significativas en el contenido antioxidante en

los extractos con distintos solventes.
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Por otro lado, investigaciones han mostrado que al usar solventes como metanol/agua
(70%), el uso de tamafios de particula pequefios (0,1-0,2 mm) permiti0 maximizar la
extraccion de antioxidantes (Zaiter et al., 2016) (Majeed et al., 2016). En general, estos
hallazgos indican que el tamafio de particula 6ptimo varia segun el tipo y solvente y material

vegetal utilizado en la extraccion.

3.2.5.3 Solventes y Técnicas de extraccion. La eleccion del solvente, la técnica de
extraccion y el tamafio de particula son factores clave para obtener compuestos
antioxidantes de materiales vegetales. Es esencial seleccionar el método més adecuado, ya
que incluso al usar el mismo material vegetal y solvente, la eficiencia puede variar
significativamente (Kothari et al., 2012a). Ademas, debido a la diversidad de materiales
vegetales, existen multiples técnicas de extraccion como infusion (Yen & Chen, 1995),
autohidrolisis (Sepulveda et al., 2018), maceracién (Hossain & Rahman, 2011a),
maceracion asistida por ultrasonidos (Londofio-Londofio et al., 2010), y extraccion soxhlet

(Venkatesan et al., 2019), entre otras (Pellegrini et al., 2003).

Kothari et al., (2012) compararon varios métodos, incluyendo maceracion asistida por
microondas Yy ultrasonido, utilizando metanol, etanol y agua como solventes (Kothari et al.,
2012a). Los autores encontraron que el uso de Soxhlet tuvo el mejor rendimiento para extraer
compuestos fendlicos, pero fue menos eficiente para flavonoides. Este estudio destaca que un
mayor rendimiento no siempre equivale a una mayor eficiencia y advierte sobre la posible
descomposicion térmica de los compuestos debido a las altas temperaturas empleadas en
algunos métodos (Handa et al., 2008a).

Por otro lado, Sharif & Bennett, (2016) compararon la maceracion sencilla y con

reflujo en rizomas de jengibre, utilizando etanol como solvente. Aungque ambas técnicas
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mostraron capacidades antioxidantes similares, la maceracion sencilla tuvo mejores
rendimientos, confirmando la importancia de elegir el método segun las caracteristicas del
material y los compuestos a extraer (Sharif & Bennett, 2016).

La seleccion del solvente también juega un papel crucial debido a la variabilidad y
complejidad quimica de los compuestos presentes en las plantas, siendo el metanol, etanol,
acetona, y agua, solventes comunes en la extraccion de antioxidantes (Truong et al., 2019).
La polaridad del solvente afecta directamente su eficacia. Por ejemplo, extractos metandlicos
y acuosos de Mentha spicata, Mentha pulegium y Mentha piperita tienden a tener mayores
compuestos antioxidantes en comparacién con solventes como hexanos o diclorometano
(Barchan et al., 2014a).

Truong et al., (2019) encontraron que los solventes polares como metanol y etanol
maximizan la extraccion de antioxidantes en Severinia buxifolia (Truong et al., 2019), asi
como, en extractos de hojas de Ocimum sanctum (albahaca morada), S. Y. Lee et al., (2016)
observaron que el uso de fraccionamientos con solventes de polaridad creciente permitio
obtener antioxidantes con diferentes propiedades (S. Y. Lee et al., 2016).

Aunque los solventes polares como el agua y el etanol suelen ser los mas efectivos
para la extraccidén de compuestos antioxidantes, el agua es el solvente de preferencia debido
a su polaridad, su compatibilidad ambiental y su caracter no téxico. Sin embargo, el uso de
agua puede ocasionar un fenémeno llamado “hinchamiento”, en el cual el material vegetal
seco se expande, blogueando el flujo de solvente y reduciendo el rendimiento del proceso.
Este problema es mas pronunciado a medida que aumenta el porcentaje de agua en el solvente.

Por esta razon, se recomienda realizar pruebas preliminares para determinar cuanto solvente
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absorbe el material vegetal, ajustando el volumen necesario minimizando los efectos adversos

en la extraccion (Handa et al., 2008a).

3.2.5.4 Temperatura y Tiempo de extraccion. La temperatura y el tiempo son
parametros clave en la extraccion de compuestos de material vegetal, y ambos estan
directamente relacionados (Mohamad et al., 2013b). Una temperatura 0ptima puede reducir
el tiempo del proceso y mejorar la extraccion al aumentar la difusion, la solubilidad y la
permeabilidad de las membranas celulares, facilitando la liberacion de compuestos como los
polifenoles (Kankara et al., 2014a). No obstante, estos efectos dependen del material vegetal

y del compuesto de interés.

Sepulveda et al., (2018) observaron un aumento en el rendimiento de extraccion a
temperaturas mas altas, mientras que Mokrani & Madani, (2016) encontraron que las
concentraciones de polifenoles extraidos en Prunus pérsica L. (durazno) disminuian al
incrementar la temperatura de 25°C a 70°C, mientras que la cantidad de flavonoides aumentd
hasta los 60°C (Sepulveda et al., 2018) (Mokrani & Madani, 2016). En este caso las mejores
condiciones de extraccion de polifenoles incluyeron 60% v/v de acetona a 25°C durante 180
minutos.

Sardsaengjun & Jutiviboonsuk, (2009) identificaron que el contenido total de
polifenoles en semillas de Areca catechu Linn era mayor (2,76% p/p) a 80°C por 45 minutos,
pero menor (1,18% p/p) a 60°C por 15 minutos (Sardsaengjun & Jutiviboonsuk, 2009).
Kankara et al., (2014) destacaron que los polifenoles totales y flavonoides alcanzaron su
méaxima concentracién a 40°C y 55°C, respectivamente, sugiriendo que los materiales
vegetales conteniendo compuestos termoestables pueden beneficiarse de temperaturas

elevadas (Kankara et al., 2014a).
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Aunque mayores tiempos y temperaturas pueden favorecer la extraccion inicial, una
exposicion prolongada del material a altas temperaturas puede degradar los compuestos
sensibles. Esto resalta la necesidad de optimizar las condiciones segun las propiedades de

cada compuesto y material.
3.3. Pruebas de poder antioxidante

Los compuestos antioxidantes se caracterizan por oxidarse preferiblemente en lugar
de otras sustancias presentes en un medio de reaccién. Su actividad antioxidante se define
como la capacidad de inhibir procesos de degradacion oxidativa. Para evaluar esta capacidad,
se emplean diversas metodologias fisicoquimicas que permiten identificar y cuantificar los
compuestos antioxidantes presentes en los extractos vegetales, conocidas como pruebas de
poder antioxidante o reductor.

Entre las técnicas mas utilizadas se destacan:

FRAP (poder antioxidante-reductor férrico) (Halvorsen et al., 2002).

e TRAP (pardmetro antioxidante de atrapamiento de radicales totales) (Huang et al.,
2005).

e TEAC (capacidad antioxidante equivalente a Trolox) (F.-L. Song et al., 2010)

e Capturade radicales DPPH (S. Kuppusamy et al., 2016) y ABTS (Barros et al., 2017a,
2017b; Re et al., 1999).

e Polifenoles totales (Folin & Ciocalteau, 1927) y su modificacién (Singleton & Rossi,
1965).

e Reduccion de Fe (111) (Murillo et al., 2007)(Oyaizu, 1986).

e Métodos clasicos como las pruebas de Benedict (Benedict, 1908), Fehling o DNS

(Gail Lorenz Miller, 1959) para azucares reductores.
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Aunque los métodos producen resultados coincidentes para compuestos puros como
el &cido ascorbico, las diferencias en las condiciones de prueba complican su aplicacion en
mezclas complejas como los extractos vegetales, donde la variabilidad en las metodologias y
la diversidad en los sistemas a evaluar afectan significativamente los resultados (Pinchuk et
al., 2012).

Por esta razon, las técnicas de identificacion especificas, como la cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC), HPLC acoplada a masas (HPLC-MS) y la cromatografia
de gases con espectrofotometria de masas (GC-MS), son utiles, pero no siempre permiten
identificar todos los antioxidantes presentes en una mezcla (Londofio-Londofio et al., 2010)
(S. Y. Leeetal., 2016).

Dado que no existe un método universal que evalte de manera completa la actividad
antioxidante, las pruebas estan disefiadas para determinar un “contenido o capacidad
antioxidante total”. Esto se debe a que los compuestos antioxidantes pueden interactuar de
formas distintas segun el tipo de prueba empleada (Benzie & Choi, 2014). Por lo tanto, la
eleccion de la metodologia depende del objetivo especifico del estudio y las caracteristicas de

la muestra evaluada.
3.4. Métodos de caracterizacion de Nps

Debido a su escala, las propiedades de los nanomateriales estan regidas por principios
de mecénica cuantica (Mendoza Uribe & Rodriguez-L6pez, 2007). Las principales diferencias
entre los nanomateriales y sus equivalentes macroscépicos radican en el aumento del area
superficial y los efectos cuanticos. Incluso cuando las Nps estan compuestas del mismo

material, exhiben propiedades nuevas o mejoradas dependiendo de ciertas caracteristicas
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como su tamafio, distribucion, estructura y morfologia (Crespo Gutiérrez, 2014), por lo que
la caracterizacion de estas propiedades es esencial.

Aunque la formacion de Nps puede detectarse preliminarmente por cambios de color
en la solucion, como en las AgNps y CuNps, las técnicas de caracterizacion espectroscépicas
y microscopicas proporcionan informacion detallada sobre su composicién, estructura y
propiedades.

3.4.1 Espectroscopia

Las técnicas espectroscopicas como UV-Vis, dispersion dinamica de luz (DLS) y
espectroscopia de dispersion de energia (EDS) son métodos indirectos para analizar las
propiedades de las Nps, asociadas a la resonancia de plasmon superficial (SPR) (Aguilar-
Tapia & Zanella, 2018). La SPR ocurre cuando la luz incidente genera oscilaciones colectivas
de electrones en la superficie metélica de las Nps, produciendo una absorcion intensa en una
longitud de onde especifica.

UV-Vis: Es de las técnicas mas utilizadas. La longitud de onda caracteristica de
absorcion permite confirmar la presencia de Nps, con valores tipicos de 400-450 nm para
AgNps, 750-800 nm para CuNps y valores entre 400 y 800 para aleacién de CuAgNps
(Valodkar et al., 2011). La intensidad de la absorcion aumenta con la formacion de particulas
mas pequefias, mientras que los tamafios mayores tienden a reducirla.

DLS (Dynamic Light Scattering): Se emplea para determinar el diametro
hidrodinamico, distribucién de tamafios y potencial zeta de las Nps en suspension (Patel et

al., 2015).
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3.4.2 Microscopia Electronica de Barrido

Las técnicas microscopicas son métodos directos que ofrecen imagenes detalladas de
las Nps, entre ellas SEM es ampliamente utilizada para caracterizacion de Nps.

SEM (Scanning Electron Microscopy): Proporciona informacion sobre la superficie
y morfologia de las Nps. Sin embargo, no puede distinguir estructuras internas en Nps
bimetalicas core/shell.

EDS (Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy): Detecta la composicion elemental
de las Nps mediante un espectro de rayos X Unico para cada elemento. Se acopla a
microscopios electronicos como SEM, permitiendo identificar componentes quimicos y
posibles oxidaciones (Vijayaraghavan & Ashokkumar, 2017). Asi mismo, permite analizar
composiciones especificas de las Nps, verificando la pureza del material sintetizado (J. K.

Sharma et al., 2015).
3.5. Uso de Nps para la eliminacion de microorganismos patégenos

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria de interés clinico y ambiental debido a su
capacidad para causar infecciones y su resistencia a diversos tratamientos antimicrobianos.
Es un bacilo Gram negativo ampliamente distribuido en el intestino humano y de animales,
aunque la mayoria de las cepas son comensales, algunas variantes patégenas, como E. coli
0157 o productoras de toxina Shiga (STEC), pueden causar infecciones severas como diarreas
hemoliticas, infecciones urinarias e insuficiencia renal (Kaper et al., 2004). También es un
indicador clave de contaminacion fecal en agua y alimentos, subrayando la importancia de su
control para la salud publica.

En este contexto, las AgNps, CuNps, y CuAgNps han mostrado ser agentes

antimicrobianos prometedores debido a su accion biocida multifacética, que incluye dafio a la
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membrana celular, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e interrupcion de
procesos metabolicos (Dakal et al., 2016). Estudios recientes han reportado que las AgNps
son efectivas contra E. coli, con tasas significativas de reduccion bacteriana en aplicaciones
médicas y ambientales (Raffi et al., 2007). Por otro lado, las CuAgNps combinan las
propiedades, tanto de las AgNps como de las CuNps, mostrando sinergia en su actividad
biocida y una mayor efectividad contra patdgenos resistentes (Marambio-Jones & Hoek,
2010).

Las AgNps, CuNps, y CuAgNps sintetizadas mediante extractos vegetales y otros
medios amigables con el medio ambiente también han demostrado un gran potencial como
agentes biocidas(Chakraborty et al., 2022; Varshney et al., 2012). Este enfoque de sintesis
verde utiliza compuestos bioactivos presentes en plantas, como polifenoles, flavonoides y
alcaloides, que actuan como agentes reductores y estabilizantes, minimizando el uso de
quimicos téxicos (Sepulveda Jiménez et al., 2003) (S. Kuppusamy et al., 2016). Estas Nps
han mostrado eficacia contra diferentes bacterias debido a su capacidad para interrumpir la
integridad de la membrana celular y generar estrés oxidativo, lo que las convierte en
herramientas prometedoras para aplicaciones antimicrobianas sostenibles (Franci et al., 2015;
Kokila et al., 2016b).

3.5.1 Técnicas para la determinacion de actividad biocida

Para evaluar la efectividad biocida de las Nps se emplean diversas técnicas, entre las
mas utilizadas se encuentra la Medicién de densidad dptica (OD). La OD es una técnica
ampliamente usada para monitorear el crecimiento bacteriano. Se realiza mediante
espectrofotometria, donde se mide la absorbancia a una longitud de onda especifica

(generalmente 600 nm, ODG600)(McGoverin et al., 2021). En estudios de Nps, una
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disminucion en la OD despueés de la exposicion de las bacterias a las Nps indica actividad

biocida (Soto et al., 2019a).
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CAPITULO |
4. Seleccion y Produccion de Extractos Vegetales a partir de Residuos
Agroindustriales

Este capitulo aborda la identificacion y seleccion de residuos agroindustriales
provenientes de cultivos tipicos de la region de Santander, enfocandose en aquellos con
potencial para ser utilizados como agentes reductores y estabilizantes en la sintesis de
particulas. A través de una revision bibliografica inicial, se seleccionaron cuatro residuos
agroindustriales representados por su accesibilidad y su contenido de compuestos reductores
0 antioxidantes.

Se describe el acondicionamiento de los materiales vegetales y el uso de dos técnicas
de extraccion, Soxhlet y Maceracion, para obtener extractos ricos en metabolitos vegetales.
Posteriormente, estos extractos se caracterizaron mediante mediciones de solidos totales
disueltos, expresado en °Brix, y su capacidad de reduccion del ion Cu*?, evaluada con la
prueba espectrofotométrica de Benedict modificada.

Con un enfoque en la optimizacion de resultados, se realizaron disefios experimentales
para maximizar la capacidad reductora de los extractos, permitiendo identificar la técnica de
extraccion, el residuo agroindustrial, y las condiciones de extraccion mas adecuadas. Este
proceso constituye la base para el uso de dicho extracto como agente reductor en la sintesis

de particulas metélicas en los capitulos posteriores.
4.1. Metodologia
Figura 1.

Metodologia general para la seleccion de los residuos agroindustriales y la extraccion de sus

metabolitos vegetales.
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Actividad 3.

con propiedades
reductorras

4.1.1 Actividad 1. Seleccion de Residuos Agroindustriales

Para escoger el material vegetal a analizar se realizé una revision bibliografica de los
principales cultivos agroindustriales presentes en la zona de Santander que pudieran ser
facilmente recolectados de plazas de mercado, puntos de venta y empresas procesadores de
frutas y verduras, al igual que por ser potenciales poseedores de compuestos reductores o
antioxidantes. Se recopilé informacion del sector agricola a partir de documentos como el
Anuario Estadistico del Sector Agropecuario del Ministerio de Agriculturay Desarrollo Rural
(MADR), las Evaluaciones Agropecuarias Municipales (EVA) y las Encuestas Nacionales
Agropecuarias (ENA), ambas de los afios 2019-2021 (DANE, 2020; UPRA & Agronet, 2023),
los cuales contienen informacion estratégica de las principales variables de la actividad
agropecuaria presente en la geografia nacional, y del Atlas del Potencial Energético de la
Biomasa Residual en Colombia (APEBRC) (Escalante Hernandez et al., 2011), en el cual se
determind la oferta de biomasa de algunas especies representativas de los sectores agricolas
y de residuos sélidos organicos en el departamento, entre otros.

Entre las variables que se analizaron en dichos documentos se encuentran:

1. Porcentaje de participacion en la produccion agricola nacional.

Eleccion del extracto
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2. Relacion de generacion de biomasa residual o Factor de Residuo (FR) [Ton
residuo/Ton Producto].
3. Competencia o valorizacion y uso de residuos agroindustriales en otros procesos.
Del total de productos y residuos agricolas identificados se eligieron cuatro (4), con el
fin de extraer de éstos los metabolitos vegetales y determinar su capacidad de reduccion.

4.1.2 Actividad 2. Produccion de Extractos Vegetales a partir de Residuos Agroindustriales

4.1.2.1 Materiales y Reactivos. Para esta actividad se utilizé agua desionizada
suministrada por la empresa Zumotec S.A, glutaraldehido (CsHsO2) (50%, BASF), citrato
de sodio (Na3CsHs07) (>99%, PanReac), carbonato anhidro de sodio (Na2COs3) (>99%,
Panreac), hidréxido de sodio (NaOH) (50%, Brinsa) y sulfato de cobre pentahidratado

(CuS04*5H,0) (>99%, Panreac).

4.1.2.2 Acondicionamiento del material vegetal. Inicialmente, a través de
inspeccion visual directa, se selecciona el material vegetal que posea el menor grado posible
de deterioro en su superficie y se separa de cualquier excedente u otro residuo extrafio
presente. Acto seguido estos residuos pasan por un protocolo de limpieza y desinfeccion, el
cual consiste en la remocién y eliminacion de materia organica y algunos microorganismos
contaminantes que puedan afectar la integridad del material vegetal, pasando por una
solucion jabonosa de detergente comercial, seguido de la inmersion de estos residuos en una
solucion de glutaraldehido a una concentracion de 2% v/v por 20 minutos. Posteriormente,
el material vegetal es secado a temperatura ambiente bajo sombra por 7 dias para ser pesado.
Después se procede a la reduccion de tamafio mediante un molino de cuchillas y es
clasificado granulométricamente mediante tamizacidn con tamafios menores a 1 mm para

lograr una distribucidn consistente del tamafio de particula (Handa et al., 2008b;
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Makanjuola, 2017b). EI material es almacenado a -4°C en bolsas de polietileno de baja
densidad con cierre hermético hasta que sea utilizado para el procedimiento de extraccion

correspondiente.

Debido a que todo material vegetal seco necesita de solvente para volver a su estado
humedo inicial (anterior al secado), se debe realizar previamente una prueba de hinchamiento
(Handa et al., 2008b). Esta prueba permite la humectacion uniforme preliminar del material
vegetal, haciendo que el volumen de solvente agregado al material seco propicie netamente
la extraccion de compuestos y no se divida su efecto en humectar o extraer. Para ello, se debe
agregar previamente un excedente de solvente a las muestras vegetales, para posteriormente
adicionar el volumen neto del solvente que se necesite sin que éste afecte la extraccion. Esta
prueba se debe realizar para cada material seco que es utilizado para cada prueba de

extraccion.

4.1.2.3 Actividad 2.1. Procedimiento para la seleccion de la técnica de extraccion.

Extraccién por Maceracion. Para realizar la extraccion por maceracion se usaron
condiciones fijas teniendo en cuenta una relacion sélido/solvente (%S/L) de 10% o 1:10
peso/volumen, es decir, 1 g de muestra del material vegetal a evaluar, previamente
acondicionado, con 10 ml de agua destilada (Handa et al., 2008b). Se coloc6 la mezcla
heterogénea en un recipiente ambar por 48 h en reposo. Una vez terminado ese lapso, se separo
el extracto liquido del material solido remanente utilizando una centrifuga marca Nurxiovo
80-2 a 3500 rpm por 15 min, y su sobrenadante se almacend en un recipiente &mbar a -4°C

para posteriores analisis. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
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Extraccion Soxhlet. La extraccion por Soxhlet se realizO de manera estandar
igualmente aplicando condiciones fijas teniendo en cuenta una relacién soélido/solvente
(%S/L) de 10% o 1:10 peso/volumen, es decir, 1 g de muestra del material vegetal a evaluar,
previamente acondicionado, con 10 ml de agua destilada (Handa et al., 2008b). Este material
vegetal se colocd en un papel filtro formando un cartucho. El inicio del registro del tiempo de
extraccion se realizé cuando el agua destilada contenida en el balon comienza su proceso de
ebullicién. Segun el material vegetal, el tiempo del proceso de extraccion oscilé entre 2 a 7
horas, cuyo tiempo de parada se estipuld cuando el solvente en el cuerpo del soxhlet tomé un
color traslicido. El extracto obtenido se almacen6 en un recipiente ambar a -4°C para
posteriores analisis. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

Caracterizacion de los extractos vegetales.

Medicion de Sélidos Totales Disueltos. Para la determinacion de los sélidos totales
disueltos, expresados como grados Brix (°Brix), se siguieron los lineamientos de la norma
ISO 2173:2003 basados en el principio de indice de refraccion utilizando un refractémetro
manual analogo marca XDC (International Organization for Standardization, 2022).

Capacidad de reduccion del ion Cu*? (prueba de Benedict - modificada). Para la
determinacion de la capacidad reductora de los extractos vegetales se utilizo la Prueba de
Benedict modificada debido a su enfoque en la reduccion del ion Cu*? (Hernandez-Lopez et
al., 2020). Esta prueba se basa en la cuantificacion por espectrofotometria del sulfato de cobre
residual de una solucion (reactivo de Benedict) tras su reaccion con un agente reductor.

Para la preparacion del reactivo de Benedict modificado, se disolvieron 100 g de
carbonato anhidro de sodio, 173 g de citrato de sodio y 17,3 g de sulfato de cobre

pentahidratado en 1 L de agua destilada. Debido a que la reaccién se da en medio alcalino, se
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llevd la solucion a pH entre 11 y 12 agregando NaOH. La prueba fue realizada en un
espectrofotometro UV-Vis DU- 8200 marca DRAWELL.

Para determinar la longitud de onda apropiada para la determinacion de sulfato de
cobre remanente se realizo un barrido del espectro UV-Vis a una solucion de sulfato de cobre
(previa verificacion de la no interferencia de los demas compuestos del reactivo de Benedict),
variando la longitud de onda de 290 a 1.100 nm operando a una resolucion de 1 nm, hasta
comprobar el valor en el cual se encuentra la absorbancia méxima de dicha solucion. Agua
destilada fue utilizada como linea base y para la curva de calibracion se hicieron 10 diluciones
seriadas con repeticion de CuSO4 partiendo de una concentracion maxima de 5 g/L (donde la
absorbancia indicaba aprox. 1 [a.u]) hasta llegar a 0 g/L.

La prueba de capacidad reductora del ion Cu*? se realiz6 inicialmente al mezclar 1 ml
del reactivo de Benedict con 1 ml de extracto a evaluar. Esta solucion se llevo a “bafio Maria”
de 3a5 mina100°C y después a choque térmico en agua fria por otros 5 minutos. Finalmente
se centrifugo entre 25-30 min a 4.000-4.500 rpm y se midio la absorbancia del sobrenadante
empleando celdas de plastico.

Para determinar la capacidad de reduccion del ion Cu*? se calculd la cantidad de
sulfato de cobre consumido (reducido) en la solucién analizada utilizando la curva de
calibracion y se relaciono este valor con la cantidad de gramos de extracto utilizado en la

reaccién aplicando la siguiente ecuacion:

g CuSO4reducidos

Capacidad de Reducciéon Cu*? = (Ecuacion 1.)

g Extracto
Donde:
g CuS 04 reducidos = g CuSOsinicial — g CuSOsfinal

g CuSO0sfinal = [CuSOafinal] * mL Sln total de reaccion
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g Extracto = °Brix x mL Extracto utilizados en la prueba Bennedict
= [g Extracto/mL Sln] * mL Extracto utilizados en la prueba Bennedict
El extracto vegetal que evidencie una mayor reduccion en la concentracion de sulfato

de cobre fue utilizado como agente reductor en la sintesis de nanoparticulas metalicas.

4.1.2.4 Actividad 2.2. Seleccion y maximizacion de las condiciones de extraccion.
Una vez seleccionada la técnica de extraccion, se realizaron una serie de disefios
experimentales a los residuos previamente escogidos con el fin de maximizar la respuesta de
la capacidad de reduccion. Inicialmente se realizd un disefio factorial cuyo proposito fue
definir las variables mas influyentes en la extraccion de compuestos con efecto reductor
para cada residuo, para posteriormente proceder a una maximizacion de extraccion, la cual
dependio del nimero de variables identificadas como las mas influyentes en la reaccion en

el primer disefio.

Disefio experimental. Para la extraccion de compuestos activos se realizaron dos
disefios experimentales. Inicialmente se aplicd un disefio experimental factorial completo 23
con el fin de determinar las variables cuyos efectos representan una mayor contribucion a la
capacidad de reduccién. Los factores o variables independientes evaluados fueron tiempo de
extraccion (te), relacion o porcentaje solido/solvente (%S/L) y pH. Las condiciones de
extraccion del disefio experimental para cada una de las variables se observan en la siguiente

tabla:

Tabla 1.
Parametros de extraccion a evaluar en los disefios experimentales factoriales completos 23,

con su correspondiente nivel inferior y superior.
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Parametro  Nivel Inferior Nivel Superior

te [h] 24 48
% SIL [%6p/iv] 5 30
pH 4 10

El procedimiento de fabricacion del extracto se ejecut6 igual que en la Actividad 2,
pero la etapa de secado, después del pesado inicial, se modifico para que este procedimiento
sea realizado en un horno convectivo marca LEM a 65°C por 24 h hasta obtener una humedad
residual del 10% de la original, debido a que algunos estudios muestran que el aumento en la
temperatura de secado puede mejorar la extraccion de compuestos antioxidantes mientras se
reduce el tiempo de secado previamente a temperatura ambiente (Chen et al., 2011b; da Silva
etal., 2013b; Kankara et al., 2014b). Las pruebas fueron realizadas por triplicado para un total
de 24 tratamientos, los cuales fueron filtrados y centrifugados por 30 min a 3.000 rpm. A estos
extractos se les evalué nuevamente a capacidad de reduccién y, tras un analisis del diagrama
de Pareto de efectos estandarizados, se determinaron las variables de mayor contribucion para
dicha caracteristica. Tras la realizacion del primer disefio experimental, Unicamente a las
variables con diferencias estadisticamente significativas se les realiz6 un segundo disefio
experimental con el cual se determinaron las condiciones a las cuales se obtiene el valor
méaximo de capacidad de reduccion para cada residuo evaluado. Este segundo tipo de disefio
se realizo6 debido a que, con el primer disefio, aunque se puede corroborar la significancia de
las variables y en algunos casos se puede detectar curvatura del comportamiento de la

respuesta, no es posible maximizar su resultado. El tipo de disefio experimental dependid de
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la cantidad de variables a analizar nuevamente, desde un disefio de una Unica variable tipo
Fibonacci, hasta un disefio central compuesto optimizado.

Analisis estadistico de los datos. Para la realizacion de las pruebas de significancia
de cada uno de los tratamientos se analizaron las premisas de normalidad y homogeneidad de
varianza (gréaficas de residuos) utilizando el programa estadistico MINITAB. Se infirid el
nivel de confianza en el 95% y se realizo la prueba no-paramétrica de Mediana de Wood.
Estos datos se analizaron mediante el diagrama de Pareto y las graficas de efectos
estandarizados para determinar la significancia de los parametros evaluados sobre las
variables de respuesta.

4.1.3 Actividad 3. Eleccion del extracto con propiedades reductoras

A partir de los resultados obtenidos de la evaluacidn de los dos métodos de extraccion
de cada residuo, y teniendo en cuenta el disefio experimental factorial, la maximizacion de
esta respuesta y el andlisis estadistico de los datos, se tomé como criterio de seleccion al
extracto cuyo valor de capacidad de reduccién fue el mas alto respecto a los demas extractos

evaluados.
4.2. Analisis y Discusion de Resultados
4.2.1 Actividad 1. Seleccion de Residuos Agroindustriales

A partir de la informacion municipal de la actividad agricola entregada por el MADR
y publicada por Agronet, se elabora el ANEXO A, en el cual se pueden observar diecinueve
(19) de los principales cultivos del departamento de Santander. Estos fueron seleccionados
sobre otros cultivos al tener una produccion mayor a las 20.000 ton anuales. Asi mismo, se

pueden identificar sus estados fisicos de produccion, desde su producto fresco en el caso de
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las frutas, hortalizas y similares, hasta su producto procesado como el aceite crudo en el caso
de la palma de aceite.

El siguiente componente por identificar es el tipo de residuo que puede obtenerse de
cada uno de los cultivos identificados. El Atlas del potencial energeético de la biomasa residual
en Colombia define dos (2) tipos de residuos provenientes de actividades agricolas, estos son
Ilamados Residuo Agricola de Cosecha (RAC) o Residuo Agricola Industrial (RAI). Ejemplos
de estos son los residuos de poda y los residuos del procesamiento de frutas y vegetales,
respectivamente. La importancia de este estudio y sus semejantes radica en la identificacion
del Factor de Residuo (FR), el cual es la relacion entre la cantidad de residuo sobre la cantidad
de Producto Principal obtenido (Escalante Hernandez et al., 2011). Debido al enfoque del
presente trabajo se eligen los residuos identificados como RAI, por lo que son descartados los
residuos de cebolla rama, tomate, guayaba y maiz (residuos tipo descarte y rastrojo, entre
otros) cuyos residuos fueron identificados como RAC. La eleccion de la biomasa residual
aprovechable depende fuertemente, entre otras cosas, de la facilidad de recoleccion y la oferta
de éste; la biomasa residual, como materia prima, se debe encontrar en concentraciones y
volimenes considerables para permitir una recoleccion eficiente de éstos. Asimismo, aun
cuando se cuenta con la amplia disponibilidad de los RAI de bagazo de cafia panelera
(5.244.936 Ton/anuales), cacota de cacao (517.657 Ton/anuales) y fibra de palma de aceite
(239.305 Ton/anuales), se toma la decision de no utilizar dichos residuos debido a que estos
ya son ampliamente utilizados para otros fines de valoracion como fertilizantes, fuentes de
energia calorica, asi como suplementos y aditivos alimenticios, entre otros (Balentic et al.,
2018; fin et al., 2020; Garcia-Culqui et al., 2023; Manrique Waldo, 2018; Ouattara et al.,

2021). Por otra parte, pese al aparente y considerable volumen de residuos de aguacate
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disponibles (20.271 Ton/anuales), debido a la dificultad de conseguirlo en los sitios de acopio
designados, se decide no tenerlo en cuenta.

De esta manera, en el ANEXO B pueden identificarse los Factores de Residuo (FR)
de los cultivos inicialmente seleccionados, al igual que las cantidades en toneladas que se
disponen de éstos en orden descendente. Asi mismo, a pesar de la cantidad que igualmente
representan los residuos de cascara de limén y cascara de naranja entre los residuos
identificados, se decide elegir a los residuos de cascara de mandarina como representante de
éste y los demas citricos, debido a que se encuentra en mayor cantidad y a que sus compuestos
extraidos pueden ser muy similares entre si dadas las semejanzas entre ellos. Siendo asi,
expuestas las condiciones anteriores y su disponibilidad para el presente trabajo, en la Tabla
2 pueden observarse los residuos elegidos para la produccion de extractos con capacidad
antioxidante o de reduccidn, siendo la cascara de mandarina (CM) el residuo que se encuentra
en mayor cantidad con 70.564 Ton/anuales, seguido del residuo de cascara de pifia (CPI),
platano (CPL), y semilla de mora (SM) con 50.468, 13.237 y 8.034 Ton/anuales,

respectivamente.

Tabla 2.
Residuos agroindustriales seleccionados y disponibles en el departamento de Santander para

evaluar la capacidad antioxidante de sus extractos.

Cultivo Tipo Residuo F.R.I* Cantidad [Ton]

Mandarina Céscara 0,5 70.564

Pifa Céscara 0,13 50.468

Platano Rechazo 0,15 13.237
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Mora Semilla 0,25 8.034

Nota: *Factor de Residuo Agricola Industrial. Fuente: Elaboracion propia con las
contribuciones de los trabajos de (Gomez Rueda & Parra Cepeda, 2013; Mejia Gonzélez &

Rondon Roa, 2013; Solano Hernandez & Mendoza Jaimes, 2013).

Otros estudios, a pesar de las diferencias en algunas de las condiciones de extraccion
que estos realizaron, han identificado parte de los compuestos que podrian generar la actividad
antioxidante o reductora en algunos de estos residuos. Levaj et al., (2009) determinaron los
flavonoides totales y algunos individuales en su estudio de los extractos de dos diferentes
clases de cascara de mandarina, identificando las moléculas de flavononas, como la
hesperidina, narirutina y naringina en todos estos extractos, al igual que comprobaron la
correlacion lineal entre estas moléculas y la capacidad antioxidante segln el método FRAP
(Levaj et al., 2009). Ye et al., (2011) obtuvieron resultados similares al analizar 9 cultivos
diferentes de mandarinas, encontrando que, aunque todos los extractos de estas contenian
moléculas similares de flavonoides, como nobilentina y tangerentina, y acidos fendlicos, las
concentraciones de estos podian variar entre cultivos (Ye et al., 2011). Por otra parte, Passo
Tsamo et al., (2015), realizaron estudios en 12 cultivos de platano diferentes, en cuyos
extractos de acetona/agua de la céscara, identificaron a los flavonoles como compuestos
antioxidantes fendlicos predominantes, siendo la rutina la molécula mayoritaria, encontrando
igualmente amplia variabilidad entre los genotipos de esta planta (Passo Tsamo et al., 2015).
Manthey & Jaitrong, (2016) analizaron los extractos metandlicos de céascara de platano,
obtenidos tras dos etapas de maceracion, en los cuales identificaron cuatro clases principales
de polifenoles, incluidos glucésidos de flavonol, dos grupos separados de hidroxicinamatos y

proantocianidinas (Manthey & Jaitrong, 2016). En el caso de la cascara de pifia, Li et al.,
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(2014) identificaron y cuantificaron los compuestos polifendlicos mayores en el extracto de
cascara de pifia, obtenidos mediante reflujo con metanol, y determinaron la capacidad
antioxidante de estas moléculas mediante los métodos de fosfomolibdeno y DPPH (T. Li et
al., 2014). En este estudio, los autores identificaron las moléculas de acido galico, catequina,
epicatequina, ferulicacida y acido ferdlico y determinaron que todos revelan capacidad
antioxidante mediante dichas metodologias. De forma analoga, Lubaina et al., (2020)
identificaron diferentes polifenoles en los extractos de éter de petrdleo, acetato de etilo, etanol
y agua de la cascara de pifia mediante maceracion, en donde determinaron la presencia de las
moléculas de acido galico, acido cafeico, acido ferulico, miricetina, apigenina, entre otros, las
cuales son ampliamente conocidas por sus capacidades antioxidantes (Lubaina et al., 2020).
Finalmente, aunque no se encuentra mucha informacion respecto a los residuos de semilla de
mora, Zafra-Rojas et al., (2016), determinaron los polifenoles y las antocianinas totales, asi
como la actividad antioxidante por las metodologias ABTS y DPPH, de un residuo de mora
compuesto por cascara, semilla y pulpa, obtenido por maceracion con ultrasonido (Zafra-
Rojas et al., 2016). Los autores evidenciaron una fuerte correlacion entre la actividad
antioxidante por ABTS y la concentracion de polifenoles y antocianinas totales, mientras que
no hubo correlacién entre la metodologia DPPH y estos compuestos, debido a la presencia de
otros compuestos antioxidantes que estarian interfiriendo. Por otra parte, en el estudio de
Mertz et al., (2009) los autores analizaron el extracto acuoso de fruta de mora identificando a
los elagitaninos y antocianinas como los mayores compuestos fenolicos antioxidantes, siendo
esta concentracion significativamente mayor a otros extractos analizados en dicho trabajo

(Mertz et al., 2009). Asi mismo, aungue este extracto obtuvo la mayor capacidad antioxidante
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aplicando el método ORAC, al igual que el mayor contenido de polifenoles totales, no se pudo
establecer una correlacién lineal entre estas caracteristicas.

4.2.2 Actividad 2. Produccion de Extractos Vegetales a partir de Residuos Agroindustriales.

4.2.2.1 Actividad. 2.1. Seleccion de la técnica de extraccion:

En la Figura 2 se pueden observar los resultados obtenidos de la medicion de solidos
totales disueltos, expresados como gramos de sélidos disueltos por 100 ml de solucion en
°Brix, de los extractos de cada residuo obtenidos a partir de las técnicas de maceracion y
soxhlet. En ésta se evidencia el bajo rendimiento de extraccion del extracto de SM respecto a
los demas extractos mediante ambas técnicas, siendo este extracto el que presenta el valor
mas bajo con un maximo de 0,167 + 0,115 °Brix mediante extraccion soxhlet y de 0,100+
0,115 °Brix mediante maceracion. Por otro lado, se observa que los extractos de CPL, CPly
CM, obtenidos mediante soxhlet presentaron los mayores rendimientos de extraccién de
solidos totales disueltos con 1,233 + 0,321, 3,733 + 0,306, y 5,200 + 1,311 °Brix,
respectivamente. No obstante, a pesar de estos resultados de rendimiento, esto no significa
que la selectividad de estos compuestos sea dirigida a los compuestos reductores, por lo que
se debio realizar la prueba de Benedict modificada con el fin de determinar dicha selectividad

(Barchan et al., 2014b; Kothari et al., 2012b).

Figura 2.
°Brix de los extractos de cada residuo obtenido a partir de las técnicas de maceracion (Mac.)

y soxhlet (Sox.).
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Nota: Siendo el residuo de céascara de mandarina (CM), el residuo de cascara de pifia (CPI),
el residuo de platano (CPL), y el residuo de semilla de mora (SM). Fuente: Elaboracion propia
a partir de las contribuciones de GOmez G & Sampayo V (2020) (Gémez Gémez & Sampayo

Velasquez, 2020).

En la Figura 3 se pueden observar los resultados obtenidos de la caracterizacion
mediante la prueba de Benedict modificada de los extractos de cada uno de los residuos
agroindustriales en funcion de las técnicas de maceracion y soxhlet. Los resultados completos
y la curva de calibracion de dichas pruebas se encuentran en el ANEXO C. Asi mismo, con
el fin de confirmar las diferencias entre las técnicas de extraccion de cada residuo, se realizd
el analisis estadistico de los datos utilizando el programa MINITAB. Debido a la reducida
cantidad de datos recolectados en las pruebas (un punto triplicado), y al no lograr confirmar
una distribucién normal de los mismos, es necesario aplicar una prueba no-paramétrica
(MINITAB, 2023b). De la misma forma, dada la diferencia entre las desviaciones estandar de

algunos de los resultados, la prueba de la mediana de Mood es la que mejor representa los
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datos respecto a otras pruebas no parametricas (MINITAB, 2023e, 2023a). Los resultados de

esta prueba estadistica pueden observarse en el ANEXO D.

Figura 3.
Capacidad de reduccion de Cu*? de los extractos de cada residuo obtenido a partir de las

técnicas de maceracion (Mac.) soxhlet (Sox.).
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Nota: Siendo el residuo de céscara de mandarina (CM), el residuo de cascara de pifia (CPI),
el residuo de platano (CPL), y el residuo de semilla de mora (SM). Fuente: Elaboracion propia
a partir de las contribuciones de Gémez G & Sampayo V (2020) (Gémez Gomez & Sampayo

Veléasquez, 2020).

En estas graficas se puede evidenciar que la extraccion por maceracion (Mac.) fue la
técnica que obtuvo los mayores resultados de capacidad de reduccion de cobre en los residuos
de Cascara de Mandarina (CM) y de Semilla de Mora (SM) con 0,162 + 0,037 y 0,665 + 0,244

g CuSOs reducido/g extracto, respectivamente. Por otro lado, la extraccion por soxhlet (Sox.)
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fue la técnica que obtuvo un mayor resultado en los residuos de Céascara de Pifia (CPI) y
Céscara de Platano (CPL) con 0,068 + 0,001 y 0,060 + 0,029 g CuSOs4 reducido/g extracto,
respectivamente. A pesar de su bajo rendimiento de extraccion, cabe resaltar la notoria
superioridad de la capacidad de reduccion de cobre del extracto de la semilla de mora (SM)
respecto a otros extractos, independientemente de la técnica de extraccién utilizada, siendo
esta capacidad en promedio entre 10 veces mayor que en el extracto de CP1 o CPL, y 6 veces
mayor que en el extracto de CM.

Lo anterior podria confirmar que bajo esas condiciones de extraccion e indistintamente
del proceso de extraccion utilizado, el residuo de SM es capaz de reducir una mayor cantidad
de cobre que los residuos de CM, CPL y CPI. Otros estudios también han demostrado que en
diferentes partes de la misma planta pueden diferir la presencia y concentracion de
compuestos, y por consiguiente su efecto antioxidante (Dicko et al., 2011).

En la mayoria de los casos se observé una dispersion de los datos relativamente baja,
sin embargo, se evidencia un mayor tamafo de estas barras de error en las extracciones de la
SM, cuyo efecto puede deberse, entre otras cosas, a las bajas cantidades de sélidos disueltos
obtenidos en estas extracciones y a la sensibilidad del equipo de medicion (x0,1°Brix), las
cuales afectan significativamente a la Ecuacion 1 en los rangos de concentracion de sélidos
disueltos entre 0 y 0,9 °Brix.

Segun la literatura consultada, la presencia de compuestos y la cantidad de metabolitos
vegetales puede variar, incluso, en plantas de una misma especie. Esta caracteristica
denominada como quimiotipo depende, entre otras razones, de las condiciones
medioambientales y de cambios genéticos entre plantas y especies, por lo que la concentracién

de los compuestos antioxidantes en las mismas especies de plantas en distintos lugares podria



58

variar considerablemente, resaltando los estudios sobre las especies vegetales en diferentes
partes del mundo (Polatoglu, 2013). Para el caso de la mandarina, tanto la revision de
Shorbagi et al., (2022), como la de Singh et al., (2020), confirman la presencia de compuestos
antioxidantes fenolicos en los residuos de esta fruta y sus especies citricas homologas
(Shorbagi et al., 2022; Singh et al., 2020). Por otra parte, trabajos como el de Hossain &
Rahman (2011) confirmaron la presencia de compuestos antioxidantes como flavonoides
totales en la pulpa de pifia, asi como Saraswaty et al., (2017) hicieron lo mismo con la cascara
de esta misma fruta, en donde confirmaron la actividad antioxidante y reductora de sus
extractos al identificar los azlcares reductores y el contenido fendlico total proveniente de
éstos (Hossain & Rahman, 2011b; Saraswaty et al., 2017). En el caso del platano y sus
residuos, Happi Emaga et al., (2007) evaluaron seis (6) diferentes especies de bananas y
platanos en tres (3) diferentes estados de maduracion y concluyeron gque su composicion
quimica no variaba considerablemente, encontrando azlcares y aminoacidos esenciales en
cantidades significativas, mientras que el estudio de Oduje et al., (2015) confirma la presencia
de taninos, flavonoides y otros antioxidantes en estas mismas etapas de maduracion de este
residuo (Happi Emaga et al., 2007; Oduje et al., 2015). Todo lo anterior confirma los
resultados encontrados en el presente estudio, asi como la presencia de compuestos en los
residuos agroindustriales de mandarina, platano y pifia evaluados, sin embargo, aunque
existen diversos estudios que confirman la presencia de compuestos fendlicos, antocianinas,
carotenoides y similares, en la fruta de mora, la informacidn relacionada con la semilla de ésta
es muy limitada, resaltando la importancia de este trabajo al evidenciar el efecto antioxidante

de sus extractos (Kaume et al., 2012; J. Lee et al., 2012; Mertz et al., 2009).
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Basados en los analisis estadisticos de la capacidad de reduccion de los extractos,
puesto que el valor-p para cada uno de los resultados de 0,41 es mayor que el nivel de
significancia de 0,05, no se puede rechazar la hipétesis nula de que sus medianas son iguales
y no hay evidencia de que haya una diferencia estadisticamente significativa entre las
extracciones entre cada uno de los residuos. De esta manera, y aunque la técnica de soxhlet
reduce significativamente los tiempos de extraccion de compuestos (de 24 horas a 4 horas en
promedio), se decide no utilizar esta técnica de extraccidn para las siguientes pruebas, siendo
que tampoco se cuenta con informacion de los compuestos que pueden verse afectados por la
temperatura empleada para la extraccion (100°C); adicionalmente el gasto energético es
mayor y el montaje de las pruebas es mas complejo. El estudio realizado por Fui Seung Chin
et al., (2013) demostr6 que un incremento en la temperatura de 40 a 70°C debido a la
extraccion soxhlet, utilizando metanol y diclorometano como solventes, disminuyo
significativamente la concentracion de polifenoles y alcaloides totales, compuestos
antioxidantes en la hoja de té negro Sabah (variedad Assamica), recomendando la aplicacién
de temperaturas menores a 40°C aplicando métodos de extraccion directas (Fui Seung Chin
etal., 2013). Por otra parte, el trabajo realizado por Durdun et al., (2017) evidencié resultados
similares a los presentados en este trabajo en donde, aunque el valor promedio del contenido
de flavonoides en plantas de escaramujo, espino amarillo y espino blanco fue mayor en la
extraccion por maceracion respecto a la extraccion soxhlet, utilizando etanol (60%v/v) como
solvente, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre éstas para la determinacion
del contenido fendlico total (Durdun et al., 2017). En concordancia, Jovanovic¢ et al., (2017)
no encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar la extraccion etanélica

de flavonoides por maceracion y maceracion por calentamiento en Thymus serpyllum; sin
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embargo, si encontraron beneficioso la aplicacion de temperatura para la extraccion de
polifenoles totales en esta misma planta (Jovanovi¢ et al., 2017). Estos resultados hacen
prever que distintos tipos de métodos o técnicas deben ser aplicadas al proceso de extraccion
en funcion a los compuestos de interés, asi como de la planta y sus partes a evaluar.
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, la revision bibliografica, las ventajas
practicas y econdmicas de la maceracion, y puesto que las condiciones de operacion de esta
técnica se pueden modificar con mayor facilidad, se decide seleccionar esta técnica como

método de extraccion para todos los residuos y experimentos posteriores.

4.2.2.2 Actividad 2.2. Seleccidén y maximizacion de las condiciones de extraccion

Teniendo en cuenta su reducido costo de extraccion, facilidad y que no se desea
comprometer la integridad de los compuestos antioxidantes con la aplicacion de temperaturas
altas, se utiliz6 como método de extraccion la maceracion en agua, sin agitacion, a
temperatura ambiente (28°C), aplicando el disefio experimental 2° propuesto en la
metodologia.

En la Figura 4 se puede observar la respuesta de los extractos de los residuos en la
capacidad de reduccion aplicando el disefio factorial. Para estos resultados se evidencia una
clara diferencia en las capacidades de reduccion de los extractos, en donde el valor més alto
de esta caracteristica para el extracto de SM fue 4,95 + 0,05 mg Cu reducido por mg extracto
utilizado, seguido del extracto de CPL, CM y CPI, con valores de 1,59 + 0,12, 0,26 £ 0,01 y
0,24 £ 0,10, respectivamente. Aunque todos estos resultados se dieron a un pH acido de 4, se
evidencia que en la mayoria de los casos no se comparten todos los parametros de extraccion,
siendo que el valor maximo de capacidad de reduccion para SM y CPI se obtuvo a [24 h —5%

S/L], mientras que para el extracto de CPL y CM se obtuvieron a [48 h —5% S/L]y [48 h —
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30% S/L], respectivamente. Se observa que, independientemente de la condicion de
extraccion, los extractos de SM y de CPL son claramente superiores a los extractos de CM y
de CPI en términos de la capacidad reductora, siendo estos ultimos los que obtuvieron los
menores resultados en todas las pruebas. En términos generales, se observa que la capacidad
de reduccion del extracto de SM es més del doble del extracto de CPL, el segundo extracto

con mayores capacidades de reduccion en sus diferentes parametros evaluados.

Figura 4.
Capacidad de reduccidn de cada residuo agroindustrial segun la condicion de extraccion

dado el disefio factorial.
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Nota: Siendo el residuo de cascara de mandarina (CM), el residuo de cascara de pifia (CPI),
el residuo de platano (CPL), y el residuo de semilla de mora (SM). Las condiciones de
extraccion son representadas por [Tiempo de extraccion / pH /%Sélido/Liquido]. Fuente:

Elaboracion propia con contribuciones de Montoya Salas, (2023).
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Tras la aplicacion del disefio factorial, se procede con la verificacion estadistica de los
datos con el fin de realizar un andlisis de varianza adecuado. En el ANEXO E se pueden
observar las graficas de probabilidad normal y de residuos de los resultados, con las cuales se
pueden verificar los supuestos de normalidad, varianza constante e independencia de los
datos. En todas las pruebas los datos muestran distribuciones aproximadamente normales y
cumplen con los supuestos de varianza constante e independencia, permitiendo proceder con
el analisis del disefio factorial.

Realizada la verificacion de los datos, se procedié a determinar las variables cuyos
efectos representan una mayor contribucion a la Capacidad de reduccién. En el ANEXO F
puede observarse el diagrama de Pareto de efectos estandarizados para cada extracto, los
cuales muestran la magnitud e importancia de los efectos que tiene cada variable en la
respuesta. Para el caso de CM, se observa que las variables que tienen un efecto significativo
son el % S/L y la interaccion entre te y pH. No obstante, debido a la diferencia en amplitud de
estas variables, siendo la variable % S/L significativamente mas alta que te*pH, se considero
utilizar inicamente % S/L para la prueba de maximizacién. En el caso de CPL, los efectos
principales % S/L y pH, y la interaccion % S/L*pH, obtuvieron resultados estadisticamente
mayores que las demas variables. De manera similar al extracto de CM, en el extracto de CPI
se evidencia que la variable gque tiene un mayor efecto sobre la capacidad reductora es el
efecto de % S/L. El extracto de SM, a diferencia de los demas extractos, mostré que todas las
variables (efectos principales e interacciones) tienen un efecto significativo en la respuesta.

En la siguiente tabla se puede observar un resumen de los resultados anteriores:
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Tabla 3.
Resultados estadisticamente significativos de los efectos principales e interacciones en la

capacidad reductora de los extractos.

Efecto (Estadisticamente significativo)

Término  Parametro CM CPL CPI SM
A te v

B % S/L v v v v

C pH 4 v
AB te* % S/L v
AC te* pH 4 v
BC % S/L * pH v v
ABC  te«% S/L * pH v

Nota: (v') Efecto significativo. Fuente: Elaboracion propia con contribuciones de (Montoya

Salas, 2023).

Los efectos principales y sus interacciones en la capacidad de reduccion de Cu*? se
pueden observar en la Figura 5, en cuyos ejes horizontales se ubican los niveles del factor y
en los ejes verticales se encuentra la media de la respuesta observada en los correspondientes
niveles evaluados. Dados los analisis previos del diagrama de Pareto, Unicamente se
analizaron las variables cuyos efectos fueron estadisticamente significativos para las

posteriores maximizaciones de la capacidad de reduccion de los extractos.
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Gréficas de efectos principales y de interacciones para la capacidad de reduccion de Cu*? en

cada extracto obtenido.
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Grafica de efectos principales para Cap. Red SM Gréfica de interaccién para Cap. Red SM
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Nota: (A) CM, (B) CPL, (C) CPly (D) SM. Fuente: Elaboracion propia con contribuciones

de (Montoya Salas, 2023).

En la figura anterior se observa que en todos los extractos hay una fuerte disminucion
de la capacidad de reduccion al aumentar la relacion %S/L, cuyo efecto puede deberse a que
la disminucion de la cantidad del material vegetal en la soluciéon aumenta el gradiente de
concentracion, lo que facilita la difusion de los compuestos del sélido al solvente (Durdun et
al., 2017). Este efecto es més caracteristico para el extracto de CM y el de CPlI, representados
en la Figura 5 (A) y (C), respectivamente. Se puede evidenciar que, dada la significancia
estadistica y el grado de inclinacion de la pendiente del efecto de la relacion %S/L en estos
dos extractos, éste es considerado como el Unico factor significativo que afecta a la capacidad
de reduccion de CM y de CPI. Para el caso de CM, aunque se observa que hay significancia
en la interaccion entre te y pH, se observa que la magnitud del efecto principal %S/L es mucho
mayor y se decide solo tener en cuenta esta variable para la maximizacion de la capacidad de
reduccion. De manera general, solo se interpretan los efectos principales de aquellos factores
que no interactan con ningin otro, como es en este caso la relacion %S/L en el extracto de
CPI, en donde las pendientes de sus interacciones son practicamente paralelas entre ellas y no

ejercen ningun efecto (Gutierrez Pulido & de la VVara Salazar, 2008).
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Resultados similares se encontraron en otros trabajos como el de Tay et al., (2014)
donde evaluaron distintas relaciones de solido/solvente observando que la extraccion
etanolica de polifenoles totales en Aquilaria crassna aumenta a medida que disminuye la
cantidad de material vegetal, con una relacion S/L éptima de 1:60 [%p/v] (Tay et al., 2014).
De manera similar, Cuji¢ et al., (2016) observaron que los rendimientos de extraccion
etanolica de polifenoles totales en Aronia melanocarpa aumentaron a medida que disminuia
la relacién S/L hasta un optimo de 1:30 [%p/v]; sin embargo, en el caso de antocianinas
totales, comprobaron el aumento del rendimiento de extraccién al disminuir la relacién S/L
de 1:10 a 1:20 [%p/v], observando una diminucion de estos al llegar a una relacion de 1:30
[%p/v] (Cujié et al., 2016). Durdun et al., (2017) concluyeron que, en el caso de los extractos
etanolicos de escaramujo y espino amarillo y blanco obtenidos mediante maceracién con
agitacion, las propiedades antioxidantes dependen del material vegetal utilizado y su relacién
S/L, siendo la relacién 1/10 [%p/p] mas favorable para la extraccion de compuestos fenolicos,
y la relacion 1/5 [%p/p] mas favorable para la extraccion de flavonoides (Durdun et al., 2017).
Jovanovié¢ et al., (2017) evidenciaron que a medida que aumentaba la cantidad de material
vegetal, disminuia la concentracion de polifenoles totales sugiriendo que este efecto se debia
principalmente al aumento de la viscosidad, la cual disminuye la difusion de los compuestos
al solvente, al igual que al aumentar la cantidad de sélidos acarrea una rapida y mayor
saturacion del medio (Jovanovi¢ et al., 2017). Cuando se dispone de la suficiente cantidad de
solvente se promueve la transferencia de masay la difusion de los metabolitos secundarios de
las plantas, asi como se previene la saturacion del medio y se incrementan los rendimientos
de extraccion. No obstante, la relacion S/L déptima debe evaluarse en funcion de los

compuestos o caracteristica de interés, dado que cada uno de éstos necesita de condiciones
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especificas y un exceso de solvente o una falta de material vegetal genera una disminucion en
los rendimientos de extraccion.

En la Figura 5 (B) relacionada con el extracto de CPL, ademas del efecto significativo
de la variable %S/L, se observa el efecto del pH, en donde al disminuir esta variable también
aumenta el efecto reductor del extracto. De igual manera, se encuentra significancia
estadistica en la interaccion entre estos factores %S/L y pH, por lo que se decide tener en
cuenta estos mismos para las siguientes pruebas de maximizacion. De acuerdo con la
literatura, el efecto del pH puede ser variado, ya que éste va a depender de la planta a utilizar,
el compuesto de interés y de la prueba reductora a aplicar. Este efecto es debido a que la
hidrolisis necesaria para romper los enlaces glicosidicos o estrés de la pared celular puede ser
realizada tanto en medio acido o en medio béasico con el fin de aumentar la selectividad de
extraccion y aumentar su rendimiento (Attard et al., 2022). En el estudio de maceracion de
Attard et al., (2022) obtuvieron diferentes resultados para la prueba reductora DPPH y
CUPRAC en diferentes extractos de oliva, en donde la hidrolisis alcalina con NaOH fue mejor
que la hidrdlisis acida mediante HCI en la prueba DPPH, mientras que para CUPRAC no hubo
diferencias significativas entre ambos procesos (Attard et al., 2022). En el trabajo de Devi et
al., (2022) en los extractos acuosos obtenidos mediante maceracion de Asparagus Racemosus
Wild, se observo que para el contenido total de fenoles y flavonoides el valor 6ptimo de
extraccion se encuentra a pH 9, mientras que la actividad antioxidante muestra un valor
optimo en pH 2 (Devi et al., 2022). En la revision de Chaves et al., (2020), estos exponen que
existen diferentes pH dptimos de extraccion para ciertos compuestos antioxidantes como los
flavonoides, debido a la amplia variedad de moléculas que estos representan. Los autores

sugieren que la recuperacién de estos compuestos a pH basico es mas eficiente debido a este



68

remueve la barrera fisica del material vegetal creada por la lignina, dafiando la estructura
celular, incrementando asi la accesibilidad del solvente a los compuestos dentro de las células
(Chaves et al., 2020). A pesar de esto, los mismos autores manifiestan que para otros
compuestos el pH acido promueve la estabilidad de su estructura quimica. Efectos similares
al presente estudio fueron obtenidos en el trabajo de Zapata et al., (2019) en los extractos
acuosos, obtenidos mediante decoccion a 80°C de la planta Vaccinium meridionale Swartz,
donde evidenciaron una disminucién entre el 54 y 51% de los valores de capacidad reductora
en pH alcalino mediante las pruebas DPPH y ORAC, respectivamente (Zapata et al., 2019).
Sin embargo, se observo que estos valores no se vieron significativamente alterados a pH
acido y neutro. Los autores de este trabajo atribuyeron este efecto a la degradacion de las
antocianinas, moléculas presentes en la mora a las cuales se les atribuye estas propiedades
antioxidantes, donde a valores de pH mayores a 6, se encontrd que la estructura de estos
compuestos varia con el pH, siendo ésta mas estable a pH &cido. De manera similar,
Ruenroengklin et al., (2018) hallaron que, a pH entre 3 y 4, se encontraron los mayores
rendimientos de extraccidén de antocianinas en Litchi chinensis Sonn, al igual que valores
relativamente altos en la capacidad de reduccidn de sus extractos (Ruenroengklin et al., 2008).

Los resultados de estos ultimos estudios son congruentes con los del presente trabajo,
donde, al observar la Figura 5 (D) relacionada con el extracto de SM, y teniendo en cuenta
que uno de los compuestos mayoritarios de esta fruta y sus residuos son las antocianinas, se
evidencia un fuerte efecto negativo en la capacidad de reduccion de este extracto al aumentar
el pH, con 2,5 mg Cu reducido por mg de extracto de SM utilizado a pH 4 hasta verse
disminuido a 1,0 mg Cu reducido por mg de extracto de SM a pH 10, lo que indica una

disminucion del 40% de su efecto reductor (Garzén et al., 2009; Grande-Tovar et al., 2020; J.
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Lee etal., 2012). Adicionalmente, el analisis estadistico para el caso de SM revelo6 que ésta y
las demas variables evaluadas, al igual que sus interacciones, son estadisticamente
significativas.

Tal como se observa en la Figura 5 de manera general, la influencia del tiempo como
variable dependid, en magnitud, significancia y direccion, del extracto evaluado, siendo este
significativo unicamente para el extracto de SM. Cuji¢ et al., (2016) observaron que en la
extraccion etandlica de polifenoles totales en Aronia melanocarpa, y analizando la
concentracion de polifenoles totales a diferentes tiempos llegando hasta las 18 horas, tras 90
minutos de extraccion por maceracion con agitacion no habia diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de dichos compuestos (Cuji¢ et al., 2016). El efecto
negativo del tiempo en el extracto de SM podria relacionarse al periodo prolongado al cual el
material vegetal esta expuesto al pH alcalino que, como se vio en otros trabajos, requiere de
un pH &cido para una extraccion eficiente y evitar la degradacion de antocianinas, reduciendo
el efecto antioxidante del extracto (Fossen et al., 1998).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores y la revision bibliografica, se decide
seleccionar los factores de extraccion a evaluar para los experimentos de maximizacion de

capacidad de reduccion que se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 4.
Factores de mayor contribucion con diferencias estadisticamente significativas
seleccionados para los siguientes disefios experimentales de maximizacion de capacidad de

reduccién para todos los residuos evaluados.

Extracto vegetal
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Parametro a maximizar CM CPI CPL SM
te [h] 24 24 24 v

% S/L [%op/V] v v v v

pH 4 4 v 4

Nota: Siendo el residuo de cascara de mandarina (CM), el residuo de céscara de pifia (CPI),
el residuo de platano (CPL), y el residuo de semilla de mora (SM). Fuente: Elaboracion propia

con contribuciones de (Montoya Salas, 2023).

Tal como se observa en la Tabla 4, en las variables que no fueron estadisticamente
significativas, como lo son te y pH para los extractos de CM y CPI, fueron seleccionados las
menores magnitudes de estos pardmetros dadas sus facilidades operacionales (24 h y pH 4).
Asi mismo, en esta tabla se evidencia que el extracto de CM y el extracto de CPI dependen
de un unico factor (% S/L), mientras que el extracto de CPL y el extracto de SM dependen de
dos factores. De esta forma, para las variables que depende de un unico factor (CM y CPI),
fue aplicado un disefio experimental utilizando la secuencia de Fibonacci (1, 2, 3, 5, 8, 13,
21), debido a que esta secuencia mantiene una proporcién que se observa en varios fenémenos
en la naturaleza, geometria y matematica. Para los extractos que dependen de dos 0 mas
factores (CPL y SM), se aplico un disefio experimental de superficie de respuesta central
compuesto, utilizado ampliamente para refinar modelos después de determinar los factores
relevantes en un experimento (MINITAB, 2023d; Omotehinwa & Ramon, 2013). Siendo asi,
las condiciones de extraccién del disefio experimental de superficie de respuesta central
compuesto para el extracto de CPL y el extracto de SM dadas sus variables significativas se

observan en la siguiente tabla:
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Tabla 5.

Niveles y parametros de extraccion del disefio central compuesto para los extractos de CPL

y SM.

Extracto CPL Extracto SM

Parametro  Nivel Inferior Nivel Superior Nivel Inferior Nivel Superior

te [N] - - 12 36
% S/L [Yop/V] 2 10 2 8
pH 3 5 - _

Nota: Siendo el residuo de platano (CPL), y el residuo de semilla de mora (SM).

Los resultados de este segundo disefio experimental pueden observarse en la Figura 6,
la cual representa la grafica de la maximizacion de capacidad de reduccion de Cu*? con la
secuencia Fibonacci dada a los extractos de CM y CPI, mientras que en las Tablas 6y 7, se
encuentran los resultados del disefio experimental central compuesto para los extractos de
CPL y SM, respectivamente. En el ANEXO G y H se pueden verificar los supuestos de
normalidad, varianza constante e independencia, al igual que observar el diagrama de Pareto
de efectos estandarizados para las maximizaciones de los extractos de CPL y SM,
respectivamente. Tras la revision de estos resultados se concluye que los supuestos son
correctos, por lo que se procedio con el analisis del disefio experimental central compuesto e
igualmente se evidencié que todas las variables tienen un efecto estadisticamente

significativo.
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Figura 6.
Graficas de maximizacion de la capacidad de reduccion de Cu+2 para los extractos de (A)

CM y (B) CPI utilizando la secuencia de Fibonacci a un tiempo de 24 h'y pH 4.
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Nota: Siendo el residuo de cascara de mandarina (CM) y el residuo de cascara de pifia (CPI).

Los resultados representan el promedio de las réplicas y su desviacion estandar.
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En la Figura 6 se puede observar que la capacidad de reduccion de ambos extractos
tiene un comportamiento similar, en el que se evidencia un crecimiento inicial hasta llegar a
un valor maximo en la relacion S/L alrededor de 3 % p/v para después decrecer hasta valores
minimos. Sin embargo, a pesar de que los residuos de CM y CPI comparten las mismas
condiciones para maximizar la capacidad de reduccion a pH 4, tiempo de extraccion de 24
horas y %S/L de 3, sus valores maximos difieren, siendo la capacidad reductora del extracto
de CM superior al extracto de CPIl con 1,73 £ 0,00y 0,76 £ 0,11 mg de Cu reducidos por mg
de extracto utilizado, respectivamente. Este comportamiento identificado en ambos extractos
podria evidenciar que, dada la ecuacion de capacidad de reduccion (Ecuacion 1), aungue se
puedan extraer mas compuestos antioxidantes del material vegetal, éstos no tienen la
capacidad suficiente para seguir reduciendo mas cantidad de cobre en solucién, haciendo que
la gréafica decaiga al aumentar el material vegetal a tratar. Al observar la diferencia entre los
valores maximos de cada extracto, es evidente que la eficiencia de la reaccion dependera de
la cantidad y de las propiedades o capacidades reductoras de los compuestos que se extraigan
de cada material vegetal.

Por otra parte, en la Tabla 6 pueden observarse los resultados del disefio experimental
central compuesto para el extracto de CPL. En esta tabla, el mayor resultado de capacidad
reductora para este extracto es de 1,82 + 0,12 mg Cu reducido por mg de extracto, obtenido
tras 24 horas, a pH 3y % S/L de 2 %p/v. Asi mismo, como se evidencia en la Tabla 7, en
donde se observan los resultados del disefio experimental central compuesto para el extracto
de SM, el mayor resultado de capacidad reductora para este extracto es de 3,06 £ 0,06 mg Cu

reducido por mg de extracto, obtenido tras 12 horas, a pH 4y % S/L de 2 %pl/v.



Tabla 6.

Condiciones de extraccion generadas y resultados del disefio experimental central

compuesto para el extracto de CPL a un tiempo fijo de 24 horas.

pH S/L [%p/v] Capacidad reductora* £ Desv. Est

3 2 1,82 +0,12
3 6 1,06 + 0,07
3 10 0,76 +0,01
4 2 1,48 £ 0,04
4 6 0,99 + 0,04
4 10 0,63 + 0,02
5 2 1,44 + 0,07
5 6 1,06 £ 0,02
5 10 0,66 + 0,03
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Nota: Los resultados representan el promedio de las réplicas y su desviacién estandar. *Las

unidades de capacidad de reduccion estan dadas en [mg Cu reducido/mg extracto].

Tabla 7.

Condiciones de extraccion generadas y resultados del disefio experimental central

compuesto para el extracto de SM.
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te [n] S/L [%0p/v] Capacidad reductora* + Desv. Est

7,02 5 2,97 +0,03
12 2 3,06 + 0,06
12 8 1,68 £ 0,05
24 0.76 2,35+0,05
24 5 1,56 £ 0,02
24 9.24 1,32 +£0,02
36 2 1,70 +0,09

Nota: Los resultados representan el promedio de las réplicas y su desviacion estandar. *Las
unidades de capacidad de reduccion estan dadas en [mg Cu reducido/mg extracto]. Fuente:

(Montoya Salas, 2023).

Basados en los resultados anteriores, se desarrollaron modelos matematicos que
ayudaron en la prediccion de la capacidad reductora de los extractos de CPL y SM en los
rangos de condiciones evaluadas. Estos modelos se pueden observar en el ANEXO Iy J, junto
a sus respectivos R?, para los extractos de CPL y SM, respectivamente. Como se observa en
la tabla 7, y dado el potencial que se evidencio en el extracto de SM, se agregaron puntos
axiales al disefio central compuesto de este extracto que ayudaron a complementar y
robustecer su modelo.

Debido a que la capacidad de reduccion de los extractos de CPL y SM dependen de
dos o mas factores, las graficas que ayudan al andlisis del modelo matematico de

maximizacion de esta caracteristica no son en dos dimensiones, sino que son en tres 0 mas, y
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deben representarse mediante una grafica de contorno o de superficie. De esta manera, en las
Figuras 7 y 8, se encuentran las graficas de contorno y optimizacion de respuesta de los
resultados de los disefios experimentales centrales compuestos para los extractos de CPL y

SM, respectivamente.

Figura 7.
Graficas de (A) Contorno y (B) Optimizacion para la maximizacion de la capacidad de
reduccién de Cu+2 para el extracto de CPL, utilizando un disefio experimental central

compuesto.
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Graficas de (A) Contorno y (B) Optimizacion para la maximizacion de la capacidad de

reduccion de Cu*? para el extracto de SM, utilizando un disefio experimental central

compuesto.
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- Tiempo % S/l
Optimal
D_: 000 High 40,9706 9.2426 (B)
t Cur [7.0294] [@.7574]
Low 70294 07574
Cap. Red
Maximo
y = 4,3011
d = 1,0000

Fuente: Elaboracidn propia con contribuciones de (Montoya Salas, 2023).

En las Figuras 7 (A) y 8 (A), se observan las graficas de contorno de la maximizacién
para los extractos de CPL y SM, respectivamente. En estas graficas, las regiones mas oscuras
de color verde indican capacidades de reduccion mas altas, mientras que los colores verdes
claros y azules representan los valores mas bajos para esta misma respuesta. En ambos
extractos, tal y como se ha venido observando en experimentos previos, se evidencia que al
disminuir las variables %SL y pH aumenta el efecto de la capacidad de reduccién, siendo el
caso mas significativo el del extracto de SM el cual al disminuir el %S/L y el pH llega a
valores superiores a 4,0 mg de Cu reducidos por mg extracto, mientras que el extracto de CPL,
al disminuir el pH y el tiempo llega a valores superiores a 1,6 mg Cu reducidos por mg
extracto. De manera similar, al observar las graficas de optimizacion de respuesta en las
Figura 7 (B) y en la Figura 8 (B), la herramienta de optimizacion predice que la capacidad
reductora maxima que se puede obtener con un nivel de confianza del 95% con los parametros
evaluados dentro de los valores establecidos es de 1,76 mg de Cu reducidos por mg de extracto

de CPL a un tiempo de 24 horas, pH de 3 y un % S/L de 2, mientras que, por otra parte, se
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pueden obtener 4,30 mg de Cu reducidos por mg de extracto de SM a un pH de 3, tiempo de
7 horas y un % S/L de 0,75. Estos valores predichos fueron comparados con sus valores

experimentales, los cuales pueden observarse en la siguiente tabla:

Tabla 8.
Comparacion de valores experimentales y su correspondiente prediccion de la maximizacion

de la capacidad de reduccion de Cu.

Prediccion* Experimental* + Desv. %Desviacion
Extracto
(1.C)** Est tedrico/experimental
CPL 1,76 (1,68;1,84) 1,82+0,12 3,40 %
SM 4,30 (4,21:4,39) 4,20+0,11 2,32 %

Nota: *Las unidades de capacidad de reduccion estan dadas en [mg Cu reducido/mg
extracto]. ** Intervalo de Confianza del 95%. Fuente: Elaboracion propia con contribuciones

de (Montoya Salas, 2023).

En ambos casos se observa que, al aplicar las condiciones de extraccion para cada uno
de estos residuos, sus valores experimentales se encuentran en el intervalo de confianza
establecido (95%) corroborando la veracidad de los modelos, evidenciando un porcentaje de
error entre el valor de los modelos predictivos y experimentales de 3,40% y 2,32% para CPL
y SM, respectivamente. Al igual que en los experimentos previos, se observa una clara
superioridad de la capacidad de reduccion del extracto de SM respecto a los otros extractos,

alcanzando valores de 4,20 £ 0,11 mg Cu reducido/mg extracto utilizado.
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4.3. Conclusiones

Con base en los efectos estadisticamente significativos de los pardmetros y las
condiciones evaluadas, se establece que el extracto de semilla de mora (SM), obtenido por la
técnica de maceracion a pH 3, tiempo de extraccion de 7 horas y una relacion Solido/Liquido
de 0,75 % plv, como el extracto cuya capacidad de reduccion de Cu*? es superior a los otros
extractos de residuos analizados, tras obtener 4,20 £ 0,11 mg de Cu reducidos por mg de
extracto utilizado, siendo este valor 2.5 veces mas alto que la maxima capacidad reductora
del extracto de CPL y CM, y casi 6 veces mas alto que la maxima capacidad reductora del
extracto de CPI. Por lo anterior, y teniendo en cuenta las condiciones de extraccién
establecidas, el extracto de semilla de mora (SM) fue utilizado como agente reductor en la

sintesis de nanoparticulas metalicas en el capitulo posterior.
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CAPITULO I
5. Sintesis de nanoparticulas metalicas de cobre, plata y bimetalicas de cobre/plata

En este capitulo se presenta la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas (Nps)
metélicas de cobre (CuNps), plata (AgNps) y bimetalicas de cobre/plata (CuAgNps),
utilizando el extracto vegetal de semilla de mora obtenido de residuos agroindustriales como
agente reductor. La metodologia aplicada integra un disefio experimental factorial fraccionado
para identificar las condiciones de reaccion que influyen significativamente en la formacion
de nanoparticulas, evaluando variables clave como la concentracion de la sal metélica
precursora, la proporcién del extracto vegetal, el pH y el tiempo de reaccién.

El analisis de las soluciones coloidales generadas se llevé a cabo mediante métodos
colorimétricos y espectrofotométricos, donde los cambios de coloracién en las soluciones y
los espectros UV-Vis proporcionaron evidencia inicial de la formacién de nanoparticulas.
Ademads, se implementaron otras técnicas de caracterizacion domo DLS, para la
determinacion del tamafio hidrodinamico, la distribucién de tamafios y la estabilidad coloidal,
y técnicas de microscopia SEM combinada con EDX para caracterizar las propiedades
morfoldgicas y composicionales de las nanoparticulas.

Este capitulo también incluye el desarrollo de modelos matematicos utilizando un
software estadistico, que describen la relacion entre las condiciones de sintesis y las
propiedades de las nanoparticulas. Los modelos permitieron determinar las condiciones de
reaccién que favorecen una mayor formacion de nanoparticulas con menores tamafios.
Finalmente, se evalud la estabilidad coloidal de las soluciones tras 30 dias de almacenamiento.

Este capitulo contribuye a entender como las condiciones de sintesis establecidas

afectan las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas sintetizadas y a determinar los
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parametros de sintesis idoneos de estas nanoparticulas metalicas para su evaluacion

microbioldgica en capitulos posteriores.
5.1. Metodologia
Figura 9.

Actividades relacionadas a la sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando extractos

vegetales.

Actividad 3.
Caracteriacion
Morfolégica y
Elemental de
Nanoparticulas

5.1.1 Actividad 1. Fabricacion de soluciones coloidales de Cu, Ag y bimetalicas de CuAg

5.1.1.1 Materiales y reactivos. Agua desionizada, monolaurato de
polioxietilen(80)sorbitano — Polisorbato/Tween 80 (C64H124026)( (>95%, Conquimica),
hidroxido de sodio (NaOH) (50%, Brinsa), sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4*5H20)
(>99%, Panreac), sulfato de plata (>99%-Dasit)(AgNO3) y extracto de mora (preparacion
propia). Los reactivos fueron previamente filtrados (filtro de jeringa de 0.45 um) y

centrifugados a 6.000 rpm por 30 min, utilizando Unicamente el sobrenadante.
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5.1.1.2 Condiciones de Operacion para la Sintesis de Nps de Cobre, Platay Cobre-

Plata

Disefio experimental: Para la sintesis de las soluciones coloidales se realiz6 un disefio
experimental factorial fraccionado con el fin de determinar las variables cuyos efectos
representan una mayor contribucion en la reaccion. Debido a que los disefios factoriales
fraccionados forman “estructuras de Alias” (en donde los efectos principales y las
interacciones podrian confundirse dada la reduccion de las combinaciones de los
tratamientos), no todas las interacciones pueden sera analizadas. A pesar de este
inconveniente y aunque los efectos de interaccion de 2 variables no se pueden estudiar por
separado, se realiz6 una jerarquizacion de los efectos y se presupone que los efectos de orden
superior (3 factores combinados en adelante) son insignificantes y se priorizan los efectos
principales y las interacciones de orden bajo (2 factores combinados) (Gutierrez Pulido & de
la VVara Salazar, 2008). De esta manera, los factores o variables independientes evaluados en
el disefio experimental fraccional fueron: concentracion de la sal metélica precursora ([Sal]),
concentracion del extracto vegetal (%Extracto), pH y tiempo de reaccion (t;). Los niveles altos

y bajos de la reaccidn se observan en la siguiente tabla:

Tabla 9.
Parametros de reaccion a evaluar en el disefio experimental factorial fraccionado, con su

correspondiente nivel inferior y superior.

Parametro Nivel Inferior | Nivel Superior

A | Sal metalica [mMol] 1 10

B | %Extracto [%v/V] 25 75
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C pH 4 12

D t. [min] 30 120

Teniendo en cuenta lo anterior, las combinaciones de las condiciones de reaccién que
sintetizaron las distintas soluciones coloidales caracterizadas se pueden evidenciar en el
Anexo K.

Los experimentos fueron realizados para un volumen de reaccion de 10 ml a una
temperatura de sintesis de 80°C, utilizando Tween-80 a una concentracion de 5% v/v como
estabilizante. Se realizo la evaluacion de los anteriores parametros y condiciones fijas para
cada sal metalica por separado (monometalica— CuNps o0 AgNps) y una combinacién 50:50%
de sales metéalicas (bimetalica - CUAgNpS).

La aplicacion de los anteriores parametros genera un total de 48 experimentos, los
cuales se obtienen de las 8 combinaciones que se obtienen del disefio factorial fraccionado,
por duplicado, por cada composicion de sal metalica. Para la reaccion de sintesis primero se
prepararon las diluciones en medio acuoso de la sal metélica seleccionada (sulfato de cobre
pentahidratado y/o nitrato de plata - 0, 50, 100 %p/v) a la composicion final a evaluar (1-10
mMol) mediante agitacion constante. Después se agrego el estabilizante Tween-80 (5%v/v) y
se modificé el pH con NaOH al valor indicado (4-12). Se inici0 el calentamiento y cuando la
mezcla lleg6 a la temperatura de 80°C se adiciond el volumen de extracto a evaluar (25-75 %
v/v). Se esperd a que la mezcla alcanzara nuevamente la temperatura indicada para evaluar el
tiempo de reaccién (30 — 120 min). Al finalizar el tiempo de reaccidn, las muestras se dejaron
en reposo por 48 horas, descartando los precipitados de mayor tamafio que se encontraban en

el fondo y realizando las caracterizaciones y pruebas posteriores Unicamente al sobrenadante.
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5.1.2 Actividad 2. Caracterizacion de las soluciones coloidales

Con el fin de determinar la presencia, tamafio y distribucion de nanoparticulas
metélicas en las soluciones coloidales anteriormente preparadas se utilizaron las siguientes

metodologias:

5.1.2.1 Actividad 2.1 Determinacion colorimétrica y espectrofotométrica de la

presencia de NPs

Tras el tiempo establecido de reposo de 48 horas, y con el fin de determinar la
presencia de nanoparticulas en las soluciones coloidales, inicialmente se realiz6 una
inspeccion visual de las reacciones, en donde se evidencio un cambio en la coloracion de las
soluciones, pasando de amarillo palido a marrén oscuro en las AgNPs (Khalil et al., 2014) y
de azul celeste a marrén oscuro en las CuNPs (Suarez-Cerda et al., 2017), lo cual daria indicio
de la presencia de nanoparticulas. Para determinar la longitud de onda caracteristica de las
nanoparticulas se utilizd un espectrofotometro UV-Vis GENESYS 40/50, encontrando que
para las AgNps esta entre 400-450 nm, para las CuNps estd entre 500-600 nm, y para la
combinacion de CuUAgNps se encuentra entre 400-600 nm, aproximadamente (Valodkar et al.,
2011). Para ello, se depositaron 2.5 ml del sobrenadante de cada solucién coloidal sintetizada
en una celda de cuarzo de 4 mL, realizando un barrido del espectro UV-Vis, variando la
longitud de onda de 290 a 1.100 nm, operando a una resolucion de 2 nm. El blanco para la
linea base fue agua. A partir de esta caracterizacién las Nps cuya intensidad de absorcién fue

la mayor en su longitud de onda caracteristica fueron elegidas para las futuras pruebas.

5.1.2.2 Actividad 2.2 Determinacion del tamafio y la distribucion de tamafio de

particula:
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Para determinar el diametro hidrodindmico, la distribucién del tamafio y el indice de
polidispersion de las Nps se utilizé el equipo Litesizer™ 500 marca Anton Paar, donde se
depositd 1 ml de esta dispersion coloidal en una celda de cuarzo a 25°C. De la misma forma,
estas caracteristicas fueron evaluadas a cada uno de los blancos o reactivos. En vista que se
desconocia la velocidad de sedimentacion de las particulas que se encontraban en el
sobrenadante de la solucidn coloidal, la muestra se agito suavemente y el volumen a evaluar
se toma de la altura media del envase en el que estas se encuentran reposadas. EI angulo, filtro
Optico, el tiempo de las corridas y la posicion del foco Optimas de medicion fueron
determinados automaticamente por el equipo con el fin de obtener la mayor intensidad de
dispersion posible de las muestras analizadas. Debido a que se esperaba ruido en las muestras,
el modelo de analisis se definié en modo General y el Cumulant model como Avanzado. El

procedimiento para la validacion de los datos se puede evidenciar en el Anexo L.

5.1.2.3 Actividad 2.3 Maximizacién de presencia de Nps, Minimizacién de tamafio

de particula y Estabilidad coloidal:

Teniendo en cuenta los resultados experimentales, mediante el programa estadistico
MINITAB, se generaron modelos matematicos que describen la presencia de Nps
(absorbancia) y el tamafio de particulas. A partir de estos modelos se encontraron los valores
de los parametros de operacion que maximizaran la presencia de Nps (absorbancia) y al
tiempo minimizaran el tamafio de particulas para cada solucion coloidal. Los resultados
predictores de estos fueron comparados con valores experimentales para evaluar su validez.
Asi mismo, con el fin de analizar la estabilidad coloidal de las soluciones, se hicieron
mediciones de absorbancia y distribucion de tamafio de particula de los tratamientos que

evidenciaron los mejores resultados tras 30 dias de almacenamiento y se determind el
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porcentaje de variacion de dichos pardmetros. Tras los resultados obtenidos en las
caracterizaciones, y basados en el analisis estadistico de los datos y en la correspondiente
maximizacion o minimizacion de los disefios experimentales factoriales, se tomé como
criterio de seleccidn a cada sintesis monometalica (2) y bimetélica (1) que obtuvo la mayor
magnitud de absorbancia en su longitud de onda caracteristica (presencia de nanoparticulas),

y el menor tamarfio de particula entre todos sus tratamientos.

5.1.2.4 Analisis estadistico de los datos. Para la realizacion del analisis estadistico
de cada uno de los tratamientos, primero se estudiaron las premisas de normalidad y
homogeneidad de varianza (Graficas de residuos) para después utilizar el diagrama de
Pareto y las gréaficas de efectos estandarizados y asi evaluar la influencia de los parametros y
sus interacciones sobre las variables de respuesta (Absorbancia y tamafio de particula).
Finalmente, se analizaron los datos de estabilidad coloidal de los tratamientos al determinar
su significancia estadistica mediante la prueba no-paramétrica de comparacion de medianas
de Mood. Se utilizé el programa estadistico MINITAB infiriendo un nivel de confianza en

el 95%.

5.1.3 Actividad 3. Determinacion de las caracteristicas morfologicas, tamafio y

composicién de las soluciones coloidales

El objetivo de esta etapa fue determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las
soluciones coloidales con nanoparticulas metalicas que obtuvieron la mayor magnitud de
absorbancia en su longitud de onda caracteristica (presencia de nanoparticulas), y el menor

tamafo de particula entre todos sus tratamientos.
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5.1.3.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Esta técnica de
caracterizacion se realizé con el fin de determinar las propiedades morfolégicas y de
composicion de las soluciones coloidales. Esta se llevo a cabo en el Laboratorio de
Microscopia (LabMIC) mediante un Microscopio Electronico de Barrido FEG (Field
Emission Gun) QUANTA FEG 650, equipado con un detector de imagenes Everhart
Thornley detector (ETD) para electrones secundarios (SE) y un detector de imagenes Back
Scattered Electron Detector (BSED) tipo SSD para electrones retrodispersados (BSE). Las
iméagenes fueron tomadas a alto vacio y con un voltaje de aceleracion de 30kV. Alrededor
de 50 pL de la solucion coloidal a analizar fueron depositados sobre stubs metalicos con
cinta adhesiva de carbdn y se revistieron con una capa de oro para mejorar su conductividad

y facilitar su visualizacion.

5.1.3.2 Espectroscopia de energia dispersa (EDX). El andlisis quimico de los
diferentes elementos en las soluciones coloidales se llevo a cabo mediante espectroscopia de
energia dispersa (EDS, por sus siglas en inglés) utilizando el Microscopio Electrénico de
Barrido FEG a través de un detector EDAX APOLO X con una resolucion de 126.1 eV.
Para analizar la informacion semicuantitativa de los elementos quimicos se utilizo el

Software EDX Genesis.

5.2. Analisis y Discusién de Resultados

5.2.1 Caracterizacion de las soluciones coloidales

5.2.1.1 Actividad 2.1 Determinacion de la presencia de Nps

Una de las técnicas mas utilizadas e inicialmente descritas por distintos estudios para

confirmar la presencia de nanoparticulas en soluciones coloidales, al igual que la reduccién
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de iones metélicos, es la inspeccion inicial y observacion visual del cambio de color de éstas
cuando se aplican determinadas condiciones de reaccion. Esta metodologia esta
estrechamente relacionada con la técnica de caracterizacion mediante espectrofotometriay las
propiedades de resonancia del plasmon superficial que definen a las nanoparticulas de cobre
y plata, entre otras, dadas sus concentraciones, dimensiones y formas (Dang et al., 2011a; Sun
& Xia, 2003). En el Anexo M se pueden observar las graficas de los espectros de los reactivos
y sus respectivas concentraciones utilizadas en la sintesis de las soluciones coloidales, en
donde se evidencia que, aungue en algunos de estos se presenta absorcion en determinadas
longitudes de onda al inicio del espectro de absorcion entre 200 y 400 nm, para ninguno de
los casos se exhibe un pico que interfiera en la longitud de onda caracteristica de las
nanoparticulas mono o bimetalicas de cobre o plata o en su posible identificacién. Asi mismo,
en el Anexo N se logra evidenciar el color de las soluciones coloidales de Cu, Ag y CuAg tras

48 horas de reposo segun las condiciones de sintesis aplicadas.

5.2.1.2 Soluciones coloidales de Cu.

Tras observar en el anexo N el color que se obtiene en cada una de las soluciones
coloidales de cobre tras ser aplicadas las condiciones de sintesis del disefio factorial
propuesto, se puede evidenciar que las pruebas 1, 2, 3 y 4 son traslicidas e incoloras,
sugiriendo que estos puntos son una mezcla y no hubo reaccién de sintesis o reduccién de
iones, los cuales se encuentran a pH 4. Por otro lado, en las pruebas 5, 6, 7, y 8, con pH 12,
se generd un cambio de color al observarse un color marrén traslucido indicando la posible
presencia de nanoparticulas de cobre. No obstante, en los puntos 6 y 8 se confirma
visualmente la presencia significativa de precipitados, lo cual indica la poca estabilidad de

dichas soluciones coloidales. Este tipo de precipitados podrian deberse a la presencia de
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oxidos de cobre, los cuales son termodindmicamente mas estables que los sulfatos y las
nanoparticulas de cobre, y se pudieron generar debido a la aglomeracion de compuestos v al
bajo efecto reductor y estabilizante de los extractos y agentes dispersantes utilizados (Dang
etal., 2011b).

Esta inspeccién inicial visual se compar6 con los resultados obtenidos de la
caracterizacion por espectrofotometria UV-Vis. En la figura 10 (A y B) se puede observar el
espectro de absorbancia UV-Vis de la sintesis de soluciones coloidales de Cu a diferentes
longitudes de onda, segun las condiciones aplicadas. Al observar la figura 10 (A) no se puede
evidenciar claramente el pico caracteristico de las CuNps entre 500 y 600 nm para ninguna
de las pruebas realizadas, lo que podria indicar que no hay presencia de esta clase de
nanoparticulas en las soluciones sintetizadas. Por otro lado, a pesar de que tampoco se observa
algun pico caracteristico en la figura 10 (B), la cual es una ampliacion de la Figura 10 (A) en
la longitud de onda entre 500 y 600 nm a una absorbancia de 0 a 1, existe una ligera diferencia
entre los tratamientos en donde las pruebas con pH 4, traslucidas, muestran absorbancias

menores que los tratamientos a pH 12, que se tornaron en un color marron.

Figura 10.
Espectro de absorbancia UV-Vis de la sintesis de soluciones coloidales de Cu. (A) Longitud
de onda de 200-1100 nm. Absorbancia de 0 — 5,0 [a.u] (B) Longitud de onda de 500-600

nm. Absorbancia de 0 — 1,0 [a.u].
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Nota: *Las condiciones de sintesis son representadas por [Sal metdlica [mMol] —
Extracto [%v/v] — pH — Tiempo reaccion [min]]. El numero de la prueba se presenta de manera
descendiente comenzando por la prueba 1, terminando en la prueba 8. Los resultados
representan el promedio de las réplicas.

Siguiendo la hipo6tesis de que las pruebas 1-4, realizadas a pH 4, son una mezcla en la
cual no hubo reaccion de sintesis, y con el fin de comprobar si se generd la reduccion de los
iones de Cu*? en las soluciones coloidales segln los tratamientos propuestos, se realizo un
analisis mas profundo de la reaccién de dicha sal metalica al examinar el espectro de
absorbancia de la sal metalica CuSOs, el cual tiene su pico caracteristico a una longitud de
onda entre 700 y 900 nm. En la Figura 11 (A) se pueden observar los resultados de dichas
pruebas, en donde las muestras 1 - 3 (concentracién de 1 mMol de CuSOs) vy 2 — 4
(concentracion de 10 mMol de CuSOa), presentan un comportamiento similar a las soluciones
de CuSOs a la misma concentracion sin reaccionar. Por otra parte, en el caso de la Figura 11
(B), la cual presenta los resultados de los puntos 5 a 8 a pH 12, se evidencia una clara
diferencia entre los espectros de las muestras sintetizadas y las soluciones de la sal metalica
sin reaccion a ambas concentraciones (1 y 10 mMol), lo cual podria indicar que, a pesar de

no presentar el pico caracteristico de las CuNps, el CuSOs estaria consumiéndose vy
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reaccionando, evidenciando que el NaOH y la alcalinidad del medio cumplen un papel
importante en la reaccion de dicha sal metalica. Liu et al., (2012) sintetizaron CuNps
precipitadas utilizando acido ascorbico como agente reductor [1 Mol], CuSOs como sal
metélica [0,2 Mol] y PVP como estabilizante [15 mMol], usando NaOH como regulador de
pH y analizando su efecto en la reaccion (LIU etal., 2012). Los autores sugieren que a medida
que se agrega NaOH, y el pH de la solucion aumenta hasta pH 5 o 7, se genera hidréxido de
cobre (I1), o cuprico (Cu(OH)2), mientras que llegando a pH 9 0 11 se forma oxido de cobre
(1) (CuO), manteniendo un tiempo de reaccion de 10 min. Sin embargo, tras 4 horas de
reaccién, el CuO formado previamente se convierte en precursor, por lo que sigue
reaccionando para finalmente obtener 6xido de cobre (1) (Cu20). EI Cu(OH)z es inestable y
reacciona rapidamente, por lo que agentes reductores débiles, como el acido ascérbico u otros
compuestos de extractos vegetales, no lograran una reduccion completa para generar CuNps,
por lo que no formaran nanoparticulas y finalmente se precipitaran formando 6xidos de cobre

(CuO o Cu20) insolubles en agua.

Figura 11.
Espectro de absorbancia UV-Vis para la sintesis de Nps a partir de soluciones coloidales de
Cu. Longitud de onda de 600-1000 nm. Absorbancia de 0 — 0,2 [a.u]. Enfoque en la

reduccion del reactivo CuSOs. (A) Pruebas 1 — 4. pH 4. (B) Pruebas 5 — 8. pH 12.
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Nota: (A) Pruebas 1 a 4. (B) Pruebas 5 a 8. *Las condiciones de sintesis son representadas
por [Sal metalica [mMol] — Extracto [%v/v] — pH — Tiempo reaccion [min]]. Los resultados
representan el promedio de dos réplicas.

Resultados similares se observaron en el trabajo de Dang et al., (2011), quienes
inicialmente intentaron sintetizar CuNps utilizando acido ascérbico como agente reductor
[0,02 Mol], CuSO4 como sal metélica [0,01 Mol] y polietilenglicol como estabilizante [0,02
Mol], usando NaOH [0,1 M] como catalizador y regulador de pH. No obstante, estas
condiciones no fueron suficientes para la formacion de los picos caracteristicos de las CuNps,
los cuales solo fueron observados Unicamente al agregar borohidruro de sodio (NaBH.) [0,1
Mol], un fuerte agente reductor altamente tdxico, a la reaccion anterior y potenciarla (Dang
et al., 2011b). Tras observar la aparicion del pico caracteristico de CuNps, los autores
analizaron el efecto del pH en el espectro de absorcion. En este estudio se observo que a pH
6 no se identificaba el pico caracteristico, mientras que éste se evidenciaba claramente a pH
entre 8y 12.

Teniendo en cuenta lo anterior, y con el fin de identificar los productos que
permanecieron en el sobrenadante, se procedid a obtener el punto de absorcion méaxima de los

espectros de cada una de las pruebas que se encontraban en la longitud de onda caracteristica
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de las CuNps entre 500 y 600 nm, cuyos resultados resumidos se pueden observar en la Figura
12. En esta figura se pueden observar méas claramente los resultados de la Figura 10 (B),
siendo las pruebas 1 a 4 (pH 4) las que obtuvieron absorbancias inferiores comparadas con
las pruebas 5 a 8 (pH 12), donde la absorcion maxima de la prueba 8 es claramente mayor a
las absorciones maximas alcanzadas por los demas puntos experimentales realizados.

Figura 12.
Absorcion maxima de las soluciones coloidales de Cu en el rango de longitud de onda entre
500 — 600 nm.
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Nota: *Las condiciones de sintesis son representadas por [Sal metalica [mMol] —
Extracto [%v/v] — pH — Tiempo reaccién [min]] - #Prueba. Los resultados representan el
promedio de las dos réplicas y su desviacion estandar.

Asi mismo, con el fin de determinar las variables cuyos efectos representan una mayor
contribucion a la absorbancia en el rango de 500 a 600 nm, para la sintesis de las soluciones
coloidales de Cu segun el disefio factorial fraccionado, se realizo el analisis estadistico de los
datos utilizando el programa MINITAB. En el ANEXO O se pueden verificar los supuestos

de normalidad, varianza constante e independencia, al igual que observar el diagrama de
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Pareto de efectos estandarizados para la absorbancia de las soluciones coloidales de CuNps.
Tras la revision de estos resultados se concluye que los supuestos son correctos, por lo que se
procedio con el analisis del disefio experimental factorial fraccionado e igualmente se
evidencid que todas las variables y sus interacciones tienen un efecto estadisticamente
significativo.

En la Figura 13 se pueden observar los efectos principales para la maxima absorbancia
en el rango de 500 a 600 nm relacionado con la presencia de CuNps. En esta figura se observa
que hay un aumento significativo de la absorbancia del espectro a medida que aumenta el
valor de todas las variables analizadas sal metalica, extracto, pH y tiempo de reaccién. Este
efecto podria deberse al aumento de la concentracion de iones de Cu*? y (OH)  disueltos en la
solucion, ademas de los compuestos reductores presentes en el extracto, lo cual favorece la
formacion de mas productos. De la misma forma, un mayor tiempo de reaccion aumenta la
probabilidad de que los reactivos interactien, generando mas compuestos finales. Por otra
parte, en el ANEXO O también se observan los efectos de las interacciones de los pardmetros
evaluados, en donde se evidencia que la interaccion entre la [Sal metélica] y los demas
parametros es estadisticamente significativa, al mismo tiempo que los valores bajos de cada

una de estas variables no tienen un impacto relevante en la absorbancia.

Figura 13.

Graficas de efectos principales de la absorbancia en el rango de 500 a 600 nm para CuNps.
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Grafica de efectos principales para Abs. Max CuNps (500-600 nm)
Medias ajustadas

Sal CuS04 [mMol] % Extracto [%ov/v] pH tr [min]

Media de Abs, Max CulNps (500-600 nm)
o

Los resultados del efecto de los parametros de sintesis del presente estudio son
similares al trabajo de Kumar et al, (2017) en donde sintetizaron exitosamente CuNps
utilizando 10 mMol de nitrato de cobre, diferentes concentraciones de extracto acuoso de fruta
y hoja de mora, a 75° C por 6 horas (B. Kumar, Smita, Cumbal, Debut, et al., 2017). Estos
encontraron que un aumento en la concentracion de estos extractos aumenta la magnitud de
la absorbancia en el espectro de nanoparticulas de 6xidos de cobre (Cu20 y CuO). Sin
embargo, los autores analizaron la longitud de onda unicamente en el rango de 200 a 300 nm,
contrario al presente trabajo en donde se analiza de 500 a 600 nm. Asghar y Asghar (2020)
evaluaron los extractos etandlicos de hojas de seis diferentes plantas realizando la sintesis
utilizando 1 mMol de CuSO4 a 80° C a diferentes intervalos de tiempo. Al igual que en el
presente trabajo, los autores evidenciaron que un aumento en el tiempo de reaccion durante la
sintesis aumenta el maximo de absorbancia en el espectro de las soluciones coloidales de
CuNps; no obstante, a pesar de que éstos evaluaron el tiempo de reaccion hasta 24 horas, las
diferencias de magnitud entre éstos fueron minimas y no fueron mayores a 0,6 [a.u] (Asghar
& Asghar, 2020). Xiong et al (2011) evaluaron distintos tiempos de reaccion y
concentraciones de &cido ascérbico (compuesto presente en la fruta de mora) para la sintesis
de nanoparticulas de cobre utilizando cloruro de cobre [10 mMol] a 80°C, encontrando que

las dispersiones resultantes exhibieron picos de absorbancia caracteristicos alrededor de 570
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nm a una concentracion de 1 M de acido ascorbico después de 2 horas de tiempo de reaccion
(Xiong et al., 2011). Los resultados de los autores anteriores podrian significar que, debido a
que el tiempo de reaccion utilizado en el presente trabajo fue de maximo 120 min o 2 horas,
las diferencias en el tiempo de reaccion empleados en presente trabajo fueron insuficientes
para llegar a una reduccion exitosa de los iones de Cu*? y por consiguiente obtener en el
espectro caracteristico UV-Vis que determina la presencia de CuNps. De forma similar al
tiempo de reaccion, la concentracion de los compuestos en el extracto de semilla de mora
pudo no ser suficiente y limito la reacciéon de reduccion, por lo que ésta se dio de forma
incompleta. Como ejemplo de este efecto, este resultado se observo igualmente en el trabajo
de Thakore et al., (2019), quienes intentaron sintetizar CuNps utilizando el latex natural de la
fruta de sapota [1% v/v] y nitrato de cobre [0.01 M] por 30 min a 60° C; sin embargo, se
evidencid un bajo efecto reductor de dicho extracto y debieron utilizar adicionalmente acido
ascorbico [10% p/v] como agente reductor con el fin de completar la reaccion (Thakore et al.,
2019). Es importante resaltar que, a diferencia de Dang et al., (2011), quienes necesitaron
afiadir NaBHa, un agente reductor altamente toxico, para mejorar el efecto reductor del &cido
ascorbico, Thakore et al., (2019), lograron completar su sintesis usando Unicamente este acido
y extracto de latex, sin recurrir a compuestos toxicos, destacando este enfoque por ser mas

amigable con el medio ambiente.

5.2.1.3 Soluciones coloidales de Ag.

Tras observar en el Anexo N el color que se obtiene en cada una de las soluciones
coloidales de plata, tras ser aplicadas las condiciones de sintesis del disefio factorial propuesto,
se puede evidenciar que, a diferencia de las sintesis utilizando la sal de cobre, todas las

soluciones resultantes de plata cambiaron su color de trasltcido a un color marrén oscuro, por
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lo que se infiere que a partir de esta reaccion se formaron AgNps. Las pruebas 1, 3y 5 tienen
un color aparentemente mas claro que los demas experimentos, debido a que tienen una menor
concentracion de sal metalica (1 mMol de sulfato de plata). Como resultado de que las
soluciones fueron muy opacas, no se pudo determinar visualmente la presencia de
precipitados al igual que brindar observacion alguna respecto a su estabilidad.

En la Figura 14 se puede observar el espectro de absorbancia UV-Vis de la sintesis de
soluciones coloidales de Ag a diferentes longitudes de onda, segun el tipo de prueba aplicada.
En la Figura 8 (A) se puede evidenciar que las pruebas realizadas a pH 12 (5, 6, 7, y 8),
presentan un pico de absorbancia caracteristico para las AgNps en el rango de 400 a 450 nm
indicando la presencia de estas nanoparticulas. No obstante, tal como se observa en la Figura
14 (B), al observar el resultado de las pruebas 1, 2, 3y 4, realizadas a pH 4, se evidencia que
no se obtuvieron picos caracteristicos 0 sus magnitudes son muy pequefias, lo cual podria
indicar que la alcalinidad del medio cumple un papel significativo en la reaccion del Ag2SOa

y la formacién de AgNps.

Figura 14.
Espectro de absorbancia UV-Vis de la sintesis de soluciones coloidales de Ag. Longitud de

onda de 200-1100 nm. (A) Absorbancia de 0 — 160 [a.u]. (B) Absorbancia de 0 — 20 [a.u].
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Nota: *Las condiciones de sintesis son representadas por [Sal metalica [mMol] —
Extracto [%v/v] — pH — Tiempo reaccion [min]]. Los resultados representan el promedio de
las réplicas.

Resultados similares al presente trabajo fueron encontrados en el estudio de Kumar,
Smita, Cumbal, & Debut (2017) los cuales utilizaron nitrato de plata [1 mMol] junto a un
extracto de fruta de mora para sintetizar AgNps a temperatura ambiente, determinando la
presencia de estas nanoparticulas tras 3,5 horas de reaccion al confirmar su pico de
absorbancia caracteristico a 435 nm (B. Kumar, Smita, Cumbal, & Debut, 2017). Por otro
lado, Nadagouda et al (2014) observaron que al sintetizar AgNps utilizando el extracto acuoso
de fruta de mora y nitrato de plata a 25°C por 24 horas se evidencian dos picos diferentes en
el espectro de absorbancia, segun los autores debido a que la posicion y numero de picos de
absorcion va a depender de factores como el tamafio de las particulas y su forma, siendo un
Unico pico caracteristico de formas unicamente esféricas (420-460 nm), mientras que al tener
formas adicionales a esta, como cubicas, generarian un segundo pico entre 550-650 nm
(Nadagouda et al., 2014).

Asi mismo, se procedié a obtener la absorbancia maxima en los espectros que se
encontraban en la longitud de onda caracteristica de las AgNps entre 400 y 450 nm, cuyos
resultados se pueden observar en la Figura 15. En esta figura se observa claramente la
diferencia entre las pruebas a pH bajo y alto, siendo ampliamente superiores las pruebas 6 y
8 sobre las demas, siendo estas caracterizadas por su mayor concentracion de sal metalica [10
mMol] al igual que pH alto (12).

Figura 15.
Absorbancia maxima de las soluciones coloidales de Ag en el rango de longitud de onda
entre 400 — 450 nm.
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Nota: *Las condiciones de sintesis son representadas por [Sal metalica [mMol] — Extracto
[%ov/v] — pH — Tiempo reaccién [min]] - #Prueba. Los resultados representan el promedio de
las réplicas y su desviacion estandar.

De esta manera, con el fin de determinar las variables cuyos efectos representan una
mayor contribucion a la magnitud de la absorbancia en el rango de 400 a 450 nm, para la
sintesis de las soluciones coloidales de Ag segun el disefio factorial fraccionado, se realizo el
analisis estadistico de los datos utilizando el programa MINITAB. En el ANEXO P se pueden
verificar los supuestos de normalidad, varianza constante e independencia, al igual que
observar el diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la absorbancia de las soluciones
coloidales de AgNps. Tras la revision de estos resultados se concluye que los supuestos son
correctos, por lo que se procedié con el andlisis del disefio experimental factorial fraccionado
y se evidenci6 que todas las variables y sus interacciones tienen un efecto estadisticamente
significativo.

En la Figura 16 se muestran las graficas de los efectos principales de los factores

analizados en la magnitud de la absorbancia maxima de AgNps en el rango de 400 a 450 nm,
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mientras que en el Anexo P ademas se muestran los efectos de sus interacciones. En esta
figura puede observarse que todos los factores (la concentracion de la sal metalica - Ag2SOs,
porcentaje de extracto, pH y tiempo de reaccién) tienen un impacto positivo en la formacion
de AgNps, siendo el pH y la concentracion de la sal los méas influyentes. Este efecto se
explicaria basado en la disponibilidad de reactivos, quienes promueven la reaccion generando
nuevos productos. Aumentar la concentracion de Ag2SOs involucra un incremento en la
disponibilidad de iones de Ag*?, lo que se resume en mayor material por ser reducido para
formar AgNps. De la misma forma, un incremento de compuestos reductores provenientes
del extracto genera una mayor respuesta en la absorbancia relacionada con la presencia de
AgNps. Por otro lado, a pH 12, generado por la presencia de iones (OH)™ provenientes del
NaOH, se proporciona un entorno mas favorable donde los iones metalicos y reductores
interactGen, lo cual no se observa pH acidos de 4, en donde se evidencian niveles bajos de
absorbancia incluso a concentraciones altas de sal metalica 0 mayores tiempos de reaccién
(Anexo P). Consecuentemente, al prolongar el tiempo de reaccion los reactivos tienen mayor

oportunidad de interactuar entre ellos, generando mayor cantidad de AgNps.

Figura 16.

Gréficas de efectos principales para la absorbancia en el rango de 400 a 450 nm de AgNps.
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5.2.1.4 Soluciones coloidales de CuAg.

Tras observar en el anexo N el color que se obtiene en cada una de las soluciones
coloidales de cobre/plata, tras ser aplicadas las condiciones de sintesis del disefio factorial
propuesto, se puede observar un resultado combinado, en donde se evidencia el efecto de las
reacciones de sintesis de cobre y plata individuales, siendo las pruebas 1, 2, 3y 4, realizadas
a pH bajo (4), las que obtuvieron un cambio leve de color al verse levemente marrones y con
fuerte presencia de precipitados, siendo este Gltimo un indicio de su reducida estabilidad. Por
otro lado, las pruebas 5, 6 ,7 y 8, realizadas a pH alto (12), obtuvieron colores fuertemente
marrones y opacos en donde no se observa claramente la presencia de precipitados.

En la Figura 17 se puede observar el espectro de absorbancia UV-Vis de la sintesis de
soluciones coloidales de Cu/Ag a diferentes longitudes de onda y absorbancia, segun el tipo
de prueba aplicada. En la Figura 12 (A) se puede evidenciar que las pruebas 5, 6, 7, y 8
presentan un pico caracteristico para las CuAgNps en el rango de 400 a 600 nm indicando
una posible sintesis exitosa de esta nanoparticula bimetalica. La Figura 12 (B), muestra una
ampliacion del espectro de las pruebas 1, 2, 3y 4 (realizadas a pH 4), donde se evidencia que
las pruebas 2 y 3 no presentan pico caracteristico alguno, mientras que las pruebas 1y 4
presentan un pico leve. Esto podria indicar, de forma similar a la reaccion de la sintesis de
soluciones coloidales individuales de cobre y plata, que el NaOH y la alcalinidad del medio
cumplen un papel importante en la reaccién de reduccion de estas sales combinadas al igual
que separadas. Dada la evidencia de un Gnico pico en el rango de longitud de onda de 400 a
600 nm, los resultados presentados en la grafica anterior sugieren que el espectro que se
observa pertenece a una aleacion de metales y no a una mezcla de nanoparticulas sintetizadas

independientemente, en donde se observan los picos caracteristicos de cada nanoparticula por
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separado (Mallikarjuna & Kim, 2018; Valodkar et al., 2011). En otros trabajos se ha
observado que, durante la formacion de nanoparticulas bimetalicas, se espera una reduccion
competitiva de los iones metalicos debido a su diferencia de potencial de reduccion, la cual
incrementaria la velocidad de reduccion de estos mismos iones; sin embargo, esto no se puede
concluir en el presente estudio dados los resultados de la sintesis coloidal individual de cobre,
la cual no presentd ningun pico caracteristico de este metal y por consiguiente no se puede
asegurar la presencia o sintesis de dicha nanoparticula hasta este punto (Mohamad et al.,
2013a). Por otra parte, otros estudios debieron utilizar agentes reductores adicionales para
lograr la reduccién de los iones de cobre, mientras que esto no fue necesario en el caso de los
iones de plata. Thakore et al., (2019) sintetizaron exitosamente CuAgNps utilizando el latex
de la fruta de sapota [1% v/v], nitrato de cobre [0.01 M] y nitrato de plata [0.01 M] por 30
min a 60° C; sin embargo, aunque este extracto logro sintetizar AgNps satisfactoriamente, su
efecto reductor no fue suficiente para sintetizar CuNps y debieron utilizar adicionalmente
acido ascorbico [10% p/v] como agente reductor para completar la sintesis de las

nanoparticulas bimetalicas.

Figura 17.
Espectro de absorbancia UV-Vis de la sintesis de soluciones coloidales de CuAg. Longitud

de onda de 200-1100 nm. (A) Absorbancia de 0 — 100 [a.u]. (B) Absorbancia de 0 —5 [a.u].
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[%v/v] — pH — Tiempo reaccion [min]] - #Prueba. EI nimero de la prueba se presenta de
manera descendiente comenzando por la prueba 1. Los resultados representan el promedio de
las réplicas.

Al igual que con las demés soluciones sintetizadas individualmente, se procedio a
obtener la absorcion maxima de los espectros de cada una de las pruebas que se encontraban
en la longitud de onda caracteristica de las CuUAgNps entre 400 y 600 nm, cuyos resultados se
pueden observar en la Figura 18. En esta figura, al igual que en el comportamiento observado
en las AgNps, se evidencia claramente la diferencia entre las pruebas realizadas a pH bajo y
alto, siendo ampliamente superiores las pruebas 6 y 8 sobre las demas, siendo estas

caracterizadas por su mayor concentracion de sal metalica [10 mMol] y pH 12.

Figura 18.
Absorcién maxima de las soluciones coloidales de Cu/Ag en el rango de longitud de onda

entre 400 — 600 nm.
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Nota: *Las condiciones de sintesis son representadas por [Sal metalica [mMol] — Extracto
[%ov/v] — pH — Tiempo reaccién [min]] - #Prueba. Los resultados representan el promedio de
las réplicas y su desviacion estandar.

De esta manera, con el fin de determinar las variables cuyos efectos representan una
mayor contribucion a la magnitud de la absorcion en el rango de 400 a 600 nm, para la sintesis
de las soluciones coloidales bimetalicas de CuAg segun el disefio factorial fraccionado, se
realizé el andlisis estadistico de los datos utilizando el programa MINITAB. En el ANEXO
Q se pueden verificar los supuestos de normalidad, varianza constante e independencia, al
igual que observar el diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la absorbancia de las
soluciones coloidales de CuAgNps. Tras la revision de estos resultados se concluye que los
supuestos son correctos, por lo que se procedid con el andlisis del disefio experimental
factorial fraccionado e igualmente se evidencié que todas las variables y sus interacciones

tienen un efecto estadisticamente significativo.
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En la Figura 19 se pueden observar los efectos principales para la magnitud de la
absorcion en el rango de 400 a 600 nm, relacionado con la presencia de CuUAgNps, mientras
que en el Anexo Q ademas se muestran los efectos de sus interacciones. En esta figura puede
observarse gque, de manera similar a las otras nanoparticulas en su forma individual, al
aumentar la magnitud de los factores se presenta un aumento de la absorbancia. Factores como
la concentracion de la sal metalica y el pH exhiben absorbancias mucho mayores que las otras
variables analizadas, como %Extracto y el tiempo de reaccion. A pesar de las diferentes
interpretaciones de los efectos de los factores involucrados en la reaccion de sintesis de
nanoparticulas multimetalicas, actualmente el mecanismo de reaccion de los iones metalicos

y la formacion de las nanoparticulas no ha sido estudiado a profundidad.

Figura 19.
Gréficas de efectos principales y para la magnitud de la absorcion en el rango de 400 a 450

nm para CUAgNps.

Grafica de efectos principales para Abs. Max CuAgNps (400-600 nm)
Medias ajustadas
Sal CuS04 [mMol] % Extracto [%v/v] pH tr [min]
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Actividad 2.2 Determinacion del tamafio y la distribucion de tamafio de particula
Una de las técnicas de caracterizacion mas utilizadas para confirmar la presencia y
tamafio de nanoparticulas en soluciones coloidales es la dispersion de luz dindmica, o DLS

por sus siglas en inglés (Dynamic Light Scattering). En el ANEXO R se puede observar la
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distribucion de tamafio de particula obtenida mediante DLS de los reactivos utilizados para la
sintesis de nanoparticulas metalicas de Cu, Ag y CuAg. A todos los reactivos se les realizo un
pretratamiento de filtrado y centrifugado para eliminar cualquier particula que pudiera
interferir en la medicion del equipo y generar algun falso resultado. A pesar de que se obtiene
una lectura de distribucion y tamafio de particula de todos los reactivos empleados, los
resultados no cumplen los criterios minimos para ser aceptados (se obtienen lecturas y sefiales
débiles) y se entiende que son soluciones que no contienen particulas que interfieran en la
evaluacion de las soluciones coloidales con nanoparticulas. Por otro lado, al evaluar el Tween
80 y el extracto, se evidencid que sus parametros si cumplieron con los requisitos minimos
establecidos y se concluye que estas soluciones presentan particulas de tamafio considerable
que podrian generar interferencias en la evaluacion de las soluciones con nanoparticulas. A
pesar del pretratamiento realizado a los reactivos, el Tween-80 presenta particulas de
8,95+0,07 nm, mientras que el extracto de semilla de mora presenta particulas de
438,68+27,64 nm. Por ello, se descartaron las mediciones de distribucién de tamafio de las
soluciones coloidales cuyos valores fueron cercanos a los valores observados en los reactivos
(8,95 y 438,68 nm), ya que podrian representar interferencias en los valores de distribucion

de tamafio reales de las nanoparticulas sintetizadas.

5.2.1.5 Soluciones coloidales de CuNps.

Al observar el Anexo S, el cual contiene las graficas de distribucion de tamafio de
particula de las 8 soluciones de CuNps sintetizadas, se pueden identificar de manera general
que cada una de estas exhiben alrededor de dos picos de distribucién de tamafio, con lo que
se evidencia una clara polidispersion de las muestras. Para todas las muestras se puede

observar un primer pico o dispersion en el rango de 10 nm, el cual se puede atribuir a la
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presencia del Tween-80, mas que a la generacién de CuNps, considerando el reducido nivel
de reaccidn que se evidencio en el espectro de absorbancia. Esta hipétesis puede corroborarse
al observar el Anexo R, en donde este reactivo presenta una distribucion de tamafio similar a
8,95+0,07 nm. Por tal razén, y tal como se explico previamente, este primer pico es descartado
y no es tenido en cuenta para posteriores analisis al deberse a una interferencia. EI segundo
pico o distribucidn que se observa en estas muestras depende de cada muestra y se encuentra
entre los 100 y 1000 nm. Sin embargo, dada la poca uniformidad y gran amplitud en las
repeticiones de las distribuciones de algunas de las muestras, se puede establecer estos picos
tiene una menor estabilidad, al igual que una polidispersiébn mucho mayor, haciendo que en
algunos casos las CuNps que se estén sintetizando se puedan confundir con la distribucion de
tamafo que se observa con el extracto de semilla de mora, el cual se encuentra alrededor de
438,68+27,64 nm.

Teniendo en cuenta lo anterior se procedid a obtener el diametro hidrodinamico
“promedio” de las distribuciones de tamafio de los segundos picos de cada una de las
soluciones de CuNps, cuyos resultados pueden observarse en la Figura 20. En esta figura se
observa que los menores tamafios de particula se obtienen de las pruebas 5y 6 con 233,5£15,8
y 253,1+7,7 nm, respectivamente, caracterizadas por realizarse a pH alto (12) y %Extracto
bajo [25% v/v]. Por otro lado, los mayores tamarios se obtienen de las pruebas 3 y 8 con
677,2+61,57 y 533,10£18,73 nm, respectivamente, caracterizadas por tener un %Extracto alto
[75% v/v] y alto tiempo de reaccidn [120 min]. Estos resultados difieren de otros trabajos que
igualmente utilizaron extracto de mora, como el de Kumar, et al (2017), los cuales
consiguieron nanoparticulas de menores tamafos, obteniendo nanoparticulas de 6xido de

cobre entre 43,3 nmy 52,5 nm (B. Kumar, Smita, Cumbal, Debut, et al., 2017). Sin embargo,
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los autores sintetizaron estas nanoparticulas tras 6 horas de reaccion, sin determinar el pH,
utilizando los extractos acuosos de la fruta y la hoja de esta planta, las cuales son ampliamente
conocidas por contar con una mayor concentracion de compuestos antioxidantes comparado

con la semilla, la cual ha sido mucho menos estudiada y utilizada.

Figura 20.

Tamarfio hidrodinamico obtenido mediante DLS para las soluciones coloidales de CuNps.
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Nota: *Las condiciones de sintesis son representadas por [Sal metalica [mMol] — Extracto
[%ov/v] — pH — Tiempo reaccién [min]] - #Prueba. Los resultados representan el promedio de
las réplicas y su desviacion estandar.

De esta manera, con el fin de determinar las variables cuyos efectos representan una
mayor contribucioén a la distribucion y tamafio de particula para la sintesis de las soluciones
coloidales de CuNps segun el disefio factorial fraccionado, se realiz6 el andlisis estadistico de
los datos utilizando el programa MINITAB. En el ANEXO T se pueden verificar los supuestos

de normalidad, varianza constante e independencia, al igual que observar el diagrama de
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Pareto de efectos estandarizados para el tamafio hidrodinamico de las particulas en las
soluciones coloidales de CuNps. Tras la revision de estos resultados se concluye que los
supuestos son correctos, por lo que se procedio con el andlisis del disefio experimental
factorial fraccionado e igualmente se evidencio que, a pesar de su baja magnitud, la Unica
variable cuyo efecto es estadisticamente significativo es el %Extracto.

Considerando el analisis anterior, se gener0 la Figura 21, la cual muestra la Gréafica de
efectos principales del Tamafio hidrodinamico obtenido mediante DLS para las soluciones
coloidales de CuNps. En esta figura se puede observar que el %Extracto tiene una mayor
magnitud y pendiente comparado con las demas variables implicadas, donde a medida que
aumenta la concentracion del extracto en la reaccion aumenta el tamafio de particula de la
solucion coloidal. Teniendo en cuenta los resultados del DLS del Tween 80 y el extracto de
SM de forma individual, al igual que al no evidenciarse el espectro de absorbancia UV-Vis
caracteristico de las soluciones coloidales de Cu, los resultados del tamafio de particula
pueden deberse al aparente bajo efecto de reaccion del extracto de SM en la generacion de
CuNps, por lo gque, segun lo anteriormente observado en los Anexos F y G, las particulas
observadas en la medicion de DLS estarian relacionadas con las particulas de gran tamafio de

este mismo extracto que no fue posible filtrar, y no a la presencia de CuNps.

Figura 21.
Graficas de efectos principales del Tamafio hidrodindmico obtenido mediante DLS para las

soluciones coloidales de CuNps.
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5.2.1.6 Soluciones coloidales de AgNps.

En el Anexo U se puede observar la distribucion de tamarfio de particula mediante DLS
de los tratamientos para la sintesis de AgNps en donde, a diferencia de las soluciones
coloidales de cobre, se evidencia una mayor uniformidad en las repeticiones de cada una de
las muestras, lo cual les atribuye mayor estabilidad. Asi mismo, se identifican dos
distribuciones de tamafios en cada uno de los tratamientos. La primera distribucion, de
aproximadamente 10 nm, como se explico anteriormente, se relaciona con la presencia del
Tween 80, mientras que la segunda, entre los 60 y 200 nm, estaria relacionada con las AgNps.
En esta distribucion no se presentaron las particulas del extracto de SM (=400 nm), por lo que
se considerd que éste no estaria generando interferencia en dicha medicion. Por lo anterior, y
al igual que las soluciones coloidales de Cu, Unicamente se tiene en cuenta esta segunda
distribucion de particulas para los calculos posteriores.

De esta manera, se procedié a obtener el diametro hidrodinamico promedio de las
distribuciones de tamario de los segundos picos de los tratamientos para las soluciones de Ag,
cuyos resultados pueden observarse en la Figura 22. En esta figura se puede observar que los
menores resultados se evidencian en las Pruebas 5 y 7 con 63,9+2,6 y 66,1+1,1 nm,
respectivamente, caracterizados por tener el pH mas alto (12) y la concentracion de sal méas

baja [1 mMol], mientras que los mayores tamafios se observan en las pruebas 1 y 2 con
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178,7+11,3 y 205,4+4,5, respectivamente, caracterizados por tener el pH mas bajo (4).
Resultados similares se obtuvieron en el trabajo de Kumar, et al (2017), los cuales
consiguieron nanoparticulas de Ag de 146,3 nm a través del extracto de la fruta de esta misma
planta, aunque bajo condiciones de sintesis y extraccion diferentes (B. Kumar, Smita, Cumbal,
& Debut, 2017). A diferencia del presente trabajo, los autores del estudio relacionado
realizaron la sintesis con una relacion de %Extracto de 10%, 1 mMol de AgNOs a temperatura
ambiente tras 14 dias de reaccion. De manera similar, Nadagouda et al., (2014) obtuvieron
AgNps con tamarios entre 25 y 150 nm al mezclar 9 mL de extracto de fruta de mora [85%

p/v] y AgNO3z a temperatura ambiente por 24 horas (Nadagouda et al., 2014).

Figura 22.

Tamafio hidrodinamico obtenido mediante DLS para las soluciones coloidales de Ag.
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Con el fin de determinar las variables cuyos efectos representan una mayor
contribucion a la distribucion y tamafio de particula para la sintesis de las soluciones
coloidales de Ag segun el disefio factorial fraccionado, se realizé el analisis estadistico de los
datos utilizando el programa MINITAB. En el ANEXO V se pueden verificar los supuestos
de normalidad, varianza constante e independencia, al igual que observar el diagrama de
Pareto de efectos estandarizados para el tamafio hidrodinamico de las particulas en las
soluciones coloidales de Ag. Tras la revision de estos resultados se concluye que los supuestos
son correctos, por lo que se procedid con el analisis del disefio experimental factorial
fraccionado y se evidencid que todas las variables analizadas presentan un efecto
estadisticamente significativo para el tamafio hidrodinamico de las particulas en las soluciones
coloidales de Ag, siendo el pH la variable que ejerce una mayor influencia. Asi mismo, todos
sus efectos principales e interacciones mostraron ejercer una respuesta estadisticamente
significativa sobre dicha caracteristica.

Considerando el analisis anterior, se gener0 la Figura 23, la cual muestra la Gréafica de
efectos principales del Tamafio hidrodinamico obtenido mediante DLS para las soluciones
coloidales de Ag, mientras que en el Anexo V ademéas se muestran los efectos de sus
interacciones. En esta figura se puede observar que al disminuir la [Sal metalica], al igual que
el tiempo de reaccion, disminuye el tamafio de particula, efecto igualmente observado al
aumentar las variables %Extracto y pH. En el caso de las interacciones entre variables, se
observa que, sin importar la concentracién de la sal metélica evaluada, cuando el %Extracto
y el pH estan en sus valores altos se obtienen los menores tamafios de particula. En el caso

del tiempo de reaccion, no hay un cambio significativo del tamafio de particula en tiempos
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bajos, mientras que en tiempos de reaccion altos se mantienen valores pequefios de tamario

de particula dnicamente cuando la concentracion de la sal metalica es baja.

Figura 23.
Gréficas de efectos principales del Tamafio hidrodindmico obtenido mediante DLS para las

soluciones coloidales de Ag.
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Esta fuerte influencia del pH fue observada igualmente en otros trabajos en donde se
sintetizaron AgNps mediante reacciones en condiciones mas estables y controladas. Fernando
y Yan Zhou (2019) manifestaron que la formacion de Nps se ve afectada negativamente
cuando se utiliza pH acido y neutro debido a fendémenos de agregacion y disolucién haciendo
que las particulas se desestabilicen como resultado de una mayor velocidad de agregacion.
Por otro lado, en condiciones alcalinas, las particulas se estabilizan debido a la presencia de
iones hidroxilo, lo cual genera suspensiones mas estables (Fernando & Zhou, 2019b). Dong
et al (2019) realizaron un estudio en el que hallaron que el pH del medio de reaccion, tras
reduccién quimica, controlaba tanto el tamafio como la morfologia de las AgNps sintetizadas
por ellos, en donde el incremento del pH de 8.3 a 11.3 reduce el tamafio de las AgNps de 96
nm a 30 nm, observando el efecto contrario al disminuir el pH, atribuyendo este efecto

principalmente a la lenta nucleacion y crecimiento de las nanoparticulas (Dong et al., 2009b).
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De manera similar al efecto del pH, se evidencia que el aumento en el %Extracto
promueve la disminucion del tamafio de particula, el cual podria estar influenciado al aumento
en la disponibilidad de compuestos antioxidantes que, a diferencia de su efecto en la sal
metélica de cobre, logran una reduccion exitosa de la sal metalica de plata que cuenta con un
potencial de reduccion mayor (0.52 V para el Cu vs 0.80 V para la Ag), facilitando la

generacion de AgNps.

5.2.1.7 Soluciones coloidales de CuAg.

En el Anexo W se puede observar la distribucion de tamafio de particula mediante
DLS de los tratamientos para la sintesis de nanoparticulas metalicas de CuAg en donde se
puede observar que, en la mayoria de los tratamientos al igual que las soluciones coloidales
de Cu y Ag, se identifican dos picos de distribucion de tamarfio, siendo el méas pequefio de
alrededor de 10 nm (atribuido igualmente al Tween 80) haciendo que Unicamente se tenga en
cuenta la segunda distribucion de particulas para los calculos posteriores. Asi mismo, se logra
observar cierta relacion con las soluciones coloidales individuales de cobre y plata, dada la
reducida uniformidad y estabilidad en las repeticiones de los segundos picos de cada
tratamiento (similar a las CuNps), aunque mas definidos y menos dispersos (similar a las
AgNps).

De esta manera, se procedié a obtener el didmetro hidrodinamico promedio de las
distribuciones de tamafio de los segundos picos de los tratamientos para las soluciones de
CuAg, cuyos resultados pueden observarse en la Figura 24. En esta figura se puede observar
gue los menores resultados se evidencian en las Pruebas 5 a 8 (pH 12) con un rango de tamafio
entre los 193 y 206 nm, mientras que el mayor tamario se observa en las pruebas 1 a 4 (pH 4)

con un rango de tamafio entre los 247 a 334 nm. De manera similar a resultados previos, el
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tamafo de particula se observa estrechamente relacionado con el pH, siendo el pH alto (12)
el cual fomenta una menor magnitud de esta propiedad.

A pesar de que no se encuentran estudios de sintesis de nanoparticulas de cobre y plata
utilizando extracto de semilla de mora como agente reductor, otros estudios han obtenido
satisfactoriamente este tipo de nanoparticulas en solucion mediante diferentes condiciones y
extractos empleados para su sintesis. Valodkar et al., (2011) estudiaron aleaciones de
CuAgNps, sintetizadas mediante microondas (90 s) en medio acuoso usando nitrato de cobre
y plata como sales metalicas [10 mMol], acido ascorbico [10% p/v] como agente reductor y
almidén [1% v/v] como estabilizante, en una relacion de Cu:Ag de 1:1, obteniendo
distribuciones de particula monodispersas entre 30 y 55 nm; sin embargo, segun los autores
estas soluciones fueron estables por pocos dias debido a la amplia diferencia entre los

parametros de red de ambos metales y la tendencia del cobre a oxidarse en medio acuoso.

Figura 24.

Tamafio hidrodinamico obtenido mediante DLS para las soluciones coloidales de CUAgNps.
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Nota: *Las condiciones de sintesis son representadas por [Sal metalica [mMol] — Extracto
[%6v/v] — pH — Tiempo reaccion [min]] - #Prueba. Los resultados representan el promedio de
las réplicas y su desviacion estandar.

Con el fin de determinar las variables cuyos efectos representan una mayor
contribucion a la distribucion y tamafio de particula para las sintesis de las soluciones
coloidales de CuAgNps segun el disefio factorial fraccionado, se realizo el andlisis estadistico
de los datos utilizando el programa MINITAB. En el ANEXO X se pueden verificar los
supuestos de normalidad, varianza constante e independencia, al igual que observar el
diagrama de Pareto del Tamafio de particula hidrodindmico para la sintesis de CUAgNps. Tras
la revision de estos resultados se concluye que los supuestos son correctos, por lo que se
procedio con el anélisis del disefio experimental factorial fraccionado y se evidencio que todas
las variables analizadas presentan un efecto estadisticamente significativo, siendo el efecto
principal del %Extracto y pH, al igual que la interaccion entre [Sal metélica]*tiempo de

reaccion, las variables con una mayor magnitud respecto a las demas.
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Considerando el analisis anterior, se gener0 la Figura 25, la cual muestra la Gréafica de
efectos principales del Tamafio hidrodinamico obtenido mediante DLS para las soluciones
coloidales de CuAgNps, mientras que en el Anexo X ademas se muestran los efectos de sus
interacciones. En esta figura se puede observar que a medida que aumenta el %Extracto
aumenta el tamafio de particula, mientras que ocurre lo contrario en el caso del pH, en el cual
disminuye su tamafio de particula al aumentar dicha variable. Aunque los mecanismos de
reaccion de las nanoparticulas bimetalicas no son del todo claros, se puede observar un
comportamiento muy similar al evidenciado en la revision del tamafio de particula de la
sintesis coloidal de cobre, lo que sugiere que esta sintesis bimetalica cobre/plata es altamente
influenciada por la sal de cobre y su reaccion. Las aleaciones bimetalicas suelen presentar
propiedades intermedias entre las nanoparticulas puras, siendo que estas tendencias pueden
variar dependiendo de la interaccidn entre sus metales reaccionantes (Valodkar et al., 2011).
Por lo que se puede observar, aunque los atomos de cobren tienden a y oxidarse mas
facilmente en presencia de oxigeno, este efecto pudo verse mitigado debido a la presencia de
la plata la cual presenta una mayor estabilidad, contribuyendo a la estabilidad general de la

reaccion.

Figura 25.
Graficas de efectos principales del Tamafio hidrodindmico obtenido mediante DLS para las

soluciones coloidales de CuAg.
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5.2.1.8 Actividad 2.3 Maximizacién de formacion de Nps, Minimizacion de tamafio

de particula y Estabilidad coloidal

En el ANEXO Y se pueden observar las graficas de optimizacién de las variables
correspondientes a la maximizacion de la presencia de nanoparticulas (absorbancia) y la
minimizacion del tamafio de particula de cada solucién coloidal. Asi mismo, en este anexo se
encuentran los modelos matematicos de primer orden que representan el comportamiento de
dichas respuestas. A partir de estos modelos y gréaficas se determin6 que, para todos los casos
de sales metélicas, las variables de operacidn a las cuales se obtienen los mayores valores de
absorbancia mientras que también se obtienen los menores tamafios de particula se encuentran
a una concentracion de Sal metélica de 10 mMol, un %Extracto de 75%, pH de 12 y tiempo
de reaccion de 120 min.

Asi mismo, y con el fin de analizar la estabilidad coloidal de las anteriores soluciones,
se hicieron mediciones de absorbancia y distribucion de tamafio de particula de estos
tratamientos tras 30 dias de almacenamiento. Los resultados de estas pruebas se pueden

observar en las siguientes tablas:
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Tabla 10.

Comparacion de los resultados de absorbancia de cada sintesis coloidal tras un mes de

almacenamiento.

Absorbancia [a.u]

Sal metalica Valor-p % Diferencia
Dia0 Dia 30
Cu 0,52 +0,02 0,38 +0,05 0,05 -27%
Ag 114,76 £3,06 114,09+1,48 0,81* -
CuAg 4150 +£0,24 3488+309 0,05 -16%

Nota: (*) Valores-p mayores a 0,05 de respuestas que no representan diferencias

estadisticamente significativas tras 30 dias de almacenamiento.

Tabla 11.

Comparacion de los resultados de tamafio de particula de cada sintesis coloidal tras un mes

de almacenamiento.

Tamanfo hidrodinamico [nm]

Sal metélica Valor-p %o Diferencia
Dia0 Dia 30
Cu 533,10 £ 202,45 429,42 +72,14 0,71* -
Ag 113,71 +1,71 119,31+11,63 0,57* -

CuAg 206,39 +17,09 96,04 +7,93 0,05 -53%
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Nota: (*) Valores-p mayores a 0,05 de respuestas que no representan diferencias

estadisticamente significativas tras 30 dias de almacenamiento.

En las tablas previas se puede evidenciar que, al observar los valores-p iguales o
menores a 0,05, las sintesis coloidales que presentaron diferencias estadisticamente
significativas son las de la respuesta de absorbancia de las soluciones de CuNps y CuUAgNps
con una disminucion de su magnitud en 27 y 16%, respectivamente. De manera similar, se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en la estabilidad del tamafio
hidrodinamico de la sintesis coloidal de CuAgNps con una disminucion del 53% de su tamafio
tras un mes de almacenamiento. Estos resultados demuestran la alta estabilidad de las AgNps
individuales, mientras que las CuNps muestran ser poco estables, por lo que la sintesis de Nps
a partir de la sal bimetalica sera afectada de la misma manera. Aunque el tamafio
hidrodinamico de las CuNps no presente diferencias estadisticamente significativas para la
estabilidad de esta, esto es debido a la alta variabilidad de estas muestras evidenciado en su
desviacion estandar. El extracto de mora al igual que el tensoactivo utilizado en la sintesis, no
serian suficientes para realizar una reduccidn exitosa del cobre al igual que su estabilizacion,
mientras que, por el contrario, logran una reduccion y estabilizacion exitosa de los iones de
plata.

5.2.2 Determinacion de las caracteristicas morfologicas, tamafio y composicion de las

soluciones coloidales

En la mayoria de la literatura consultada las caracterizaciones fueron realizadas a los
solidos precipitados de nanoparticulas mas no a soluciones coloidales de estas sintesis, el cual
fue una de las primeras dificultades encontradas en la caracterizacion de las muestras del

presente proyecto. Por otro lado, otros trabajos recomendaban la realizacion de etapas previas
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de centrifugacién y lavado de las nanoparticulas que se encuentran en estas soluciones, sin
embargo, tras aplicar dichas metodologias se observé que las particulas se aglomeraban
significativamente, ademas de evidenciarse su incapacidad de solubilizarse nuevamente,
afectando y dificultando su caracterizacion y aplicacion. Por lo anterior, se decidio
caracterizar las soluciones coloidales sin pasar por etapas previas de centrifugacion y lavado,
siendo estas analizadas directamente tras dejarse secar a temperatura ambiente por 24 horas

(SEM).

5.2.2.9 Caracterizacion Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Después de determinar la presencia y los tamafios de las particulas presentes en las
soluciones coloidales mediante la observacion de los cambios de color de las soluciones y las
técnicas de caracterizacion por espectrofotometria Uv-Visy DLS, se procedio a determinar la
morfologia de estas particulas mediante el andlisis de las micrografias por SEM. En las
Figuras 26, 27 y 28 pueden observarse las morfologias mediante las micrografias SEM a
diferentes resoluciones de las soluciones coloidales de cobre, plata y cobre/plata,
respectivamente. En todos los casos, al analizar las imagenes mediante los detectores para
electrones secundarios (SE) (Figuras 26, 27 y 28 - A) y retrodispersados (BSE) (Figuras 26,
27y 28 - B), se puede observar una capa que recubre la muestra, la cual puede deberse a los
compuestos organicos del extracto de semilla de mora, al igual que del Tween 80, como
surfactante y tensoactivo utilizado para ayudar en la estabilizacion de las muestras. Asi
mismo, y a pesar de que las muestras se revistieron con una capa de oro para mejorar su
conductividad previendo la posible interferencia de los compuestos organicos presentes en las

soluciones coloidales, esta misma disminucién en la conductividad por estos compuestos
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organicos dificulta la observacion clara de las formas de las nanoparticulas en aumentos
mayores, visualizados en las Figuras 26, 27 y 28-C.

En la Figura 26-C, correspondiente a la solucion coloidal de cobre, se observan
particulas de varios micrometros (1) de tamafio, sin embargo, también se evidencia la
presencia de particulas de menor dimension que se encuentran en la parte mas profunda de la
muestra. En los items anteriores se observo la presencia de particulas de dimensiones menores
a 1 um en las soluciones coloidales de cobre mediante DLS, las cuales son comparables con
las particulas que se encuentran en la parte mas profunda de esta figura. No obstante, debido
a las limitaciones de SEM como técnica de caracterizacion, como a las caracteristicas poco
conductivas de la muestra de la solucion coloidal de cobre, estas particulas de menor
dimension no pueden visibilizarse claramente y no se logra definir su forma. Como se explico
en el anterior capitulo, Kumar et al, (2017) lograron sintetizar exitosamente CuNps
analizando diferentes concentraciones de extracto acuoso de fruta y hoja de mora, sin
embargo, estos autores analizaron estas nanoparticulas mediante TEM, observando que estas
se encontraban aglomeradas y presentaban una morfologia mayoritariamente esférica con un
tamafio medio de particula entre 45 y 53 nm (B. Kumar, Smita, Cumbal, Debut, et al., 2017).
Como se explico anteriormente, los resultados de estos autores distan del presente trabajo
debido a las diferencias en las condiciones de extraccion (parte de la planta, temperatura y
tiempo extraccion) y sintesis de nanoparticulas (tiempo de extraccion y composicion del
extracto), al igual que la diferencia de capacidad entre TEM y SEM vy las capacidades de sus

equipos de caracterizacion.

Figura 26.

Micrografias SEM a diferentes resoluciones de la solucién coloidal de cobre. A) Aumento a
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400x con detector ETD (200 pum). B) Aumento a 400x con detector BSED (200 um). C)

Aumento 12.000x con detector BSED (5 pum).

HV mag O | det |mode| HFW ) ———200 pm
S 30.00kV. 400x |ETD| SE |746 ym [9.2 mm QUANTA FEG 650

det | mode | HFW
BSED |Z Cont[24.9 prr

Por otro lado, las muestras de las soluciones coloidales de plata evidenciaron una
mejora en la calidad de las imagenes de SEM ligada muy posiblemente a la mejora de la
conductividad de la plata, siendo que se lograron mayores aumentos en las micrografias
respecto a las muestras de las soluciones de cobre. En las Figuras 27 A 'y B se evidencia la
clara aglomeracion de estas particulas en esta solucion coloidal. Asi mismo, en la Figura 27-

C se observan particulas de tamafios menores a 500 nm, especificamente de 29,24 nm, 33,58
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nmy 43,53 nm. Estos valores se diferencian de los obtenidos en este trabajo mediante DLS
(113,71 nm), debido a que estas técnicas tienen diferencias en sus principios de medicion,
siendo que DLS tiene en cuenta el diametro hidrodindmico de particulas perfectamente
esfericas, ademas de otros compuestos, moléculas o cargas que puedan generar capas externas
en las particulas, haciendo que los compuestos que estén en los alrededores, ademas de la
posible aglomeracion de particulas, generen tamafios mas grandes a los observables mediante
otras técnicas de caracterizacion como SEM o TEM. En la figura se observa que, tras la
exposicion de la muestra al haz de electrones, se descompone una capa superficial dejando la
muestra mas expuesta. Esta capa podria componerse principalmente de materia organica
como los extractos de plantas, y su descomposicion debido al haz de electrones estaria
generando compuestos carbono-hidrogeno que provocan acumulacién de cargas que
disminuyen la calidad de las imagenes del SEM (Soong et al., 2012). Al igual que ocurre con
las soluciones coloidales de cobre, estas particulas de menor dimension no pueden
visibilizarse claramente, sin embargo, la mejora en la resolucion de la imagen permite inferir,
ademas de sus dimensiones, que estas particulas podrian tener una forma amorfa, ligeramente
esférica. Kumar, et al (2017) sintetizaron AgNps amorfas y parcialmente esféricas mediante
extracto de fruta de mora, obteniendo tamafios de particula de alrededor de 50 nm (B. Kumar,
Smita, Cumbal, & Debut, 2017). Por otra parte, Nadagouda et al., (2014) obtuvieron AgNps
con morfologias relativamente esféricas con tamafios entre 25 y 150 nm utilizando extracto
de fruta de mora [85% p/v] (Nadagouda et al., 2014). Los autores analizaron, ademas del
extracto de fruta de mora, otros extractos de plantas como uvas, granadilla y circuma,
resaltando que los tamafios y formas de las AgNps variaban significativamente entre los 5 a

200 nm, con formas desde esféricas, triangulares, amorfas, o una combinacion de éstas
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dependiendo de, ademas de las condiciones de sintesis, la concentracion, el tipo de extracto
utilizado y su metodologia de extraccion previa, siendo éste evidentemente influenciado por

la capacidad antioxidante de los compuestos de estos extractos.

Figura 27.
Micrografias SEM a diferentes resoluciones de la solucién coloidal de plata. A) Aumento a
8.000x con detector ETD (10 pum). B) Aumento a 8.000x con detector BSED (10 um). C)

Aumento 120.000x con detector BSED (500 nm).

HV WD 10 pm
830.00kV 8000x |[ETD| SE |37.3 um|9.3 mm QUANTA FEG 650

HV mag O | det | mode | HFV
i 30.00 kV 120 000 x | BSED | Z Cont | 2.49
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De manera similar a las AgNps, las muestras de las soluciones coloidales de
cobre/plata evidenciaron una mejora de calidad en las imagenes de SEM. Esta solucion obtuvo
caracteristicas intermedias entre sus metales constituyentes, siendo que en ésta se logran
micrografias con mayores aumentos a los logrados en las soluciones de cobre individual, pero
no se logran identificar debidamente los tamafios de estas nanoparticulas, como si se logra en
las soluciones de plata. Para corroborar lo dicho anteriormente, en la Figura 28-C se
evidencian particulas aglomeradas de tamafios menores a 500 nm, sin lograr identificar
claramente su morfologia o determinar su tamafio especifico. Al comparar estos resultados
con los obtenidos mediante DLS, se comprueba la polidispersion de esta solucion. Al igual
que con las soluciones de plata y cobre individuales, se conjetura que estas son nanoparticulas
amorfas, semejantemente esféricas. Hikmah., et al (2016) analizaron el efecto de la
proporcién molar en la sintesis y morfologia de nanoparticulas de cobre y plata preparadas
por el método polyol utilizando Tween 80 como estabilizante, en donde evidenciaron que al
aumentar la concentracion de cobre en esta sintesis hasta en un 40%, dificultaba la
identificacion individual de las particulas al igual que la lectura de las micrografias, esto
debido a la reaccion de reduccién incompleta de los iones de cobre para formar nanoparticulas
(Hikmah et al., 2016) . En ese mismo estudio se observo que a menores concentraciones de
cobre, entre 20% y 30%, se obtenian micrografias SEM claras y los analisis por DRX
identificaban claramente los compuestos de cobre y plata, mientras que a 40% se obtenian
respuestas de la plata Gnicamente mas no del cobre. De manera similar, Khany Obaid., (2016)
evaluaron el efecto de diferentes relaciones molares entre Ag y Cu para la sintesis de
CuAgNps mediante Cisteina, en donde confirmaron el impacto significativo de la relacion

Ag/Cu en la morfologia y propiedades opticas de las nanoparticulas bimetalicas (Khan &
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Obaid, 2016). Los autores observaron que dichas propiedades mejoraban significativamente
con el aumento en la concentracion de iones de plata, facilitando el andlisis de estas muestras
mediante SEM y Uv-Vis y evidenciando una mayor monodispersion de estas nanoparticulas

al igual que fomentaba la homogenizacion en su morfologia haciéndolas claramente esféricas.

Figura 28.
Micrografias SEM a diferentes resoluciones de la solucién coloidal de cobre/plata. A)
Aumento a 5.000x con detector ETD (20 um). B) Aumento a 5.000x con detector BSED (10

pum). C) Aumento 100.000x con detector BSED (500 nm).

HV mag O | det |mode| HFW WD 20 = V mag O d
30.00kV 5000x |[ETD| SE 159.7 9.2 mm QUANTA ] st 30.00 kV 5 000 x | BS|

mag O | det | mode | HFV — 500 nm —

8 30 00 kv 100 000 x | BSED |Z Cont|2.98 um m QUANTA F 650
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5.2.2.10 Espectroscopia de energia dispersa (EDX).

Cada una de las soluciones coloidales sintetizadas se sometié a EDX combinado con
SEM para evaluar la deteccion elemental de sus metales relacionados. En estas pruebas, el
analisis elemental mediante EDX describe el porcentaje atomico/peso (At/Wt%) de todos los
elementos que estan presentes en las muestras. En las Figuras 29, 30 y 31 pueden observarse
los espectros EDX junto a las micrografias SEM de las muestras de las soluciones coloidales
de cobre, plata y cobre/plata, respectivamente.

En la Figura 29 se puede observar el espectro EDX junto a micrografia SEM de la
muestra de la solucion coloidal de cobre, en donde se identificaron elementos como carbono,
oxigeno, sodio, azufre, cobre y otros compuestos en menor concentracion. En esta figura se
logra resalta la baja presencia de Cu (<1 At%), corroborando los resultados previos en Uv-
Vis en donde no se observaron los picos representativos de las CuNps y estaria relacionado
con la baja eficiencia de reaccion de reduccidn de los extractos sobre este metal. Por el
contrario, se observan picos de alta intensidad que confirman la amplia presencia de C (74,13
At%) y O (16,25 At%), los cuales estarian relacionados con los compuestos organicos del
extracto de semilla de mora y del estabilizante Tween 80, ricos en moléculas de carbono, asi
como polifenoles, azlcares y otros compuestos organicos en el caso del extracto (Asghar &
Asghar, 2020; Kaume et al., 2012; Mertz et al., 2009). De manera similar, debido al bajo
porcentaje presente de Cu, el O observado en la muestra ademas de deberse a los compuestos
organicos podria deberse a que este se encuentra en su forma oxidada (CuO) (Bhagathsingh
& Nesaraj, 2013). Otros compuestos como el Na y el S se deben al uso del NaOH como
regulador de pH y al CuSO4 utilizado como sal metélica, respectivamente, cuyos iones aun

permanecen en la soluciéon (Na*y SOs’). Elementos en menor proporcion como Ca y K
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podrian provenir del extracto de semilla de mora, mientras que elementos como el Siy el Al
tendrian su origen de contaminacidn externa al momento de preparar las muestras (Asghar &

Asghar, 2020).

Figura 29.

Espectro EDX junto a micrografia SEM de la muestra de la solucion coloidal de cobre.
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A diferencia de las soluciones de Cu, las soluciones de Ag evidenciaron picos de alta
intensidad que confirman la amplia presencia de Ag, igual que de C, O, Mg, Si, y Cu, los
cuales se pueden observar en la Figura 30. Esta mayor presencia de Ag elemental (15,82 At%),
corrobora los resultados observados en los resultados Uv-Vis en esta solucion, en donde
fueron claramente identificados los picos de absorbancia de las AgNps. Pequefios picos de Cu
(<1 At%), en esta muestra pueden deberse a la ligera contaminacion de la muestra, asi como
del soporte metélico en donde se encuentra la muestra para su andlisis (Basavegowda & Rok

Lee, 2013).

Figura 30.

Espectro EDX junto a micrografia SEM de la muestra de la solucion coloidal de plata.
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En la Figura 31 se observa el espectro EDX junto a micrografia SEM de la muestra de
la solucion coloidal de cobre/plata. En esta muestra se logran identificar los picos de
intensidad del C, Ag, O y Cu, seguido en menor intensidad de Na, S, Cl y S. Asi mismo, la
presencia de Ag elemental (3,35 At%) y Cu elemental (0,95 At%), corrobora los resultados
observados en los resultados Uv-Vis en esta solucion, en donde fueron claramente
identificados los picos de absorbancia de las CuUAgNps. Por otro lado, a pesar de que las sales
metalicas de Cu y Ag fueron agregadas en la misma proporcion (50:50%) y cantidad molar
(10 mMol) en la reaccion, se obtuvo un mayor porcentaje atdmico de Ag que de Cu (3,35 vs
~1 At%). Este efecto podria deberse a la diferencia en potenciales de reduccion de Ag*/Ag
metalica (+0,78V) y Cu*/Cu metalico (+0,34V), lo cual significa que los iones de Ag son mas
facilmente reducidos que los iones de Cu, promoviendo una mayor cantidad de atomos de Ag
presentes en la muestra. A diferencia de los resultados de las soluciones coloidales de Ag y
Cu individuales, la eficiencia de reduccion de iones de Ag disminuy6 considerablemente
(15,82 vs 3,35 At%) mientras que la de cobre aumentd ligeramente (0,17 vs 0,95 At%), aun
teniendo en cuenta las diferencias molares entre la reaccion individual (10 mMol) y la
bimetalica (5 mMol). Este efecto pudo deberse a una reduccién competitiva de los iones

metélicos dada esta diferencia de potencial de reduccién, la cual incrementd la velocidad de
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reduccién/reaccién de estos mismos iones aumentando en la presencia de iones de Cu
(Mohamad et al., 2013a). Sin embargo, la disminucién en la disponibilidad de los agentes
reductores, que fueron dirigidos hacia los iones de Cu, afectd negativamente la reaccion de

los iones de Ag disminuyendo su presencia en 5 veces respecto a su reaccion individual.

Figura 31.
Espectro EDX junto a micrografia SEM de la muestra de la solucion coloidal de

cobre/plata.
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5.3. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en las caracterizaciones, basados en los efectos
estadisticamente significativos de los parametros y las condiciones evaluadas, y en la
correspondiente maximizacion o minimizacion de los disefios experimentales factoriales, las
variables de operacién a las cuales se obtiene el mayor rendimiento de Nps (evidenciado a
través de la absorbancia) al igual que los menores tamafios de particula para todas y cada una
de las sintesis de Nps de cobre, plata y plata/cobre se encuentran a una [Sal metalica] de 10

mMol, un %Extracto de 75%, pH de 12 y tiempo de reaccién de 120 min.
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Las soluciones coloidales individuales de AgNps fueron las Unicas que evidenciaron
estabilidad tras 30 dias de almacenamiento en ambas propiedades, absorbancia y tamafio de
particula, mientras que las soluciones coloidales de CuNps o CuAgNps presentaron
variaciones en alguna, o ambas, de estas propiedades.

Los resultados de SEM y EDX confirmaron la presencia de AgNps, al igual que
corroboran el practicamente nulo rendimiento de la sintesis de CuNps. Por otro lado,
evidenciaron una mayor presencia de cobre elemental en la muestra de soluciones coloidales
de CuAg, en detrimento de la presencia de plata elemental.

Finalmente, se considerd realizar las pruebas microbiolégicas a estas soluciones
coloidales inmediatamente después de las 48 horas de ocurrida la sintesis, con el fin de evitar

una mayor variabilidad en los resultados posteriores de estas muestras.
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CAPITULO Il
6. Evaluacion de la actividad antibacteriana de nanoparticulas metalicas de cobre,
plata y bimetélicas de cobre/plata

Este capitulo explora la capacidad antibacteriana de CuNps, AgNps y CuAgNps frente
a la bacteria patdgena de importancia clinica: Escherichia coli ATCC® 25922. Se llevaron a
cabo pruebas in vitro que permiten determinar la eficacia antimicrobiana de las soluciones
coloidales sintetizadas previamente, tomando en cuenta factores como la concentracion de las
soluciones y el tamarfio de las nanoparticulas.

Para evaluar la actividad antibacteriana, se aplicaron protocolos estandarizados
mediante el método de microdilucién en caldo de microplaca, ajustando la concentracién
bacteriana conforme a la escala de McFarland. Se determinG la concentracion minima
inhibitoria bacteriana (CMIb) de las soluciones, midiendo el crecimiento bacteriano por
densidad optica (D.O) durante el periodo de incubacién. Adicionalmente, se investigaron
factores que podrian influir en los resultados, como el pH final de las soluciones coloidales.

Estos andlisis permitieron identificar el efecto antimicrobiano de las CuNps, AgNps y
CuAgNps sintetizadas mediante extracto de semilla de mora proveniente de residuos
agroindustriales como agente reductor, finalizando el ciclo de experimentacion y ofreciendo
una perspectiva sobre las limitaciones y el potencial de estas nanoparticulas en aplicaciones

antibacterianas.
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6.1. Metodologia
6.1.1 Materiales y reactivos

Se utilizé la siguiente cepa: Escherichia coli ATCC® 25922. Los demas reactivos y
solventes utilizados fueron de grado analitico.

6.1.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana de nanoparticulas metalicas

Las pruebas de actividad antibacteriana fueron realizadas en el laboratorio del Grupo
de Investigacién en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM), cuyo objetivo esta enfocado en el
estudio de la actividad biologica de diferentes tipos de compuestos, incluyendo nanoparticulas
metéalicas y extractos vegetales. Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria bacteriana
(CMIb) de las soluciones coloidales de cobre, plata y cobre/plata mediante los protocolos
estandarizados del laboratorio siguiendo la metodologia descrita por Portilla (2024). Paraello
se utilizo el método de microdilucion en caldo de microplaca de 96 pozos para las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana de las normas estandar M100, ampliamente recomendado por
el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés)(CLSI, 2015;
CLSI., 2017). Para estas pruebas se usaron 3 ml de caldo infusion Cerebro Corazén (BHI) y
se llevé a incubacion durante 12 h a 37°C en agitacion orbital a 200 rpm. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas (dos réplicas bioldgicas) de cada una las soluciones coloidales,

al igual que de los reactivos utilizados en la sintesis, tal como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 12.

Diluciones seriadas de cada una las soluciones coloidales analizadas.

Solucioén coloidal Agy Cu/Ag Cu
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Concentracién Evaluada (%o v/v) 0,125-0,25-050-1 1,25-25-5-10

Nota: Debido a la alta turbidez de las muestras, asi como a que a concentraciones mayores a
1% de surfactantes como el Tween-80 podrian promover la lisis celular completa, se debieron
hacer diluciones de las muestras de las soluciones tal como se muestra en la tabla

(Nandakumar et al., 2000).

Después, se colocaron 100 pL de cada dilucion de la solucion coloidal y 100 pL del
pre-indculo en una microplaca de 96 pozos, ajustando la concentracion entre 10° y 10°
UFC/ml, segln la escala de McFarland (Portilla, 2024). Para determinar la cinética de
inhibicion de crecimiento de cada microorganismo se realizaron mediciones de densidad
Optica (D.O) cada hora durante 8 horas utilizando un lector de microplaca (Espectrofotémetro
ELISA Multiskan Sky) a una longitud de onda de 595 nm. Como control de crecimiento se
emplearon 100 pL de pre-inéculo y 100 pL de agua peptonada estéril al 0,1%. Para el control
negativo, se reemplazé el pre-indculo por 100 pL del medio de cultivo correspondiente a cada
bacteria (Céceres et al., 2020; Cruz et al., 2014). En el ANEXO Z se encuentra la ecuacion

para la determinacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento microbiano.
6.2. Analisis y Discusién de Resultados

Inicialmente, se evaluo el pH final en el cual se encontraban las soluciones coloidales
sintetizadas tras 48 horas de reposo con el fin de identificar y evitar alguna interferencia o
efecto antagonico de la concentracion de NaOH o del pH de dichas soluciones en las bacterias.
Se determind que el valor del pH final de las soluciones coloidales de CuNps, AgNps, y
CuAgNps fue de 6,79+0,06, 7,59+0,08 y 7,67%0,08, respectivamente. Aunque el efecto e

influencia del pH en el crecimiento de las diferentes bacterias puede variar entre cepas, E. coli



137

crece exitosamente en un rango de pH entre 5y 8, siendo el mas aceptado alrededor de pH 7
(Razmi et al., 2023). De esta manera, se evidencia que el pH final de las soluciones coloidales
no influenciaria o interferiria con el efecto de la actividad antimicrobiana de las soluciones
coloidales sintetizadas al encontrarse en el rango del pH de crecimiento de las bacterias
evaluadas.

6.2.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana en E. coli ATCC 25922

6.2.1.1 Soluciones coloidales de CuNps.

En la Figura 32 se puede observar el efecto de la actividad antimicrobiana y las
cinéticas de crecimiento a 37°C y 200 rpm durante 8 h, utilizando diferentes concentraciones
de la solucion coloidal de CuNps sobre E. coli ATCC 25922. Al analizar el comportamiento
de la cinética de crecimiento de E. Coli se puede evidenciar la nula actividad antimicrobiana
que presenta la solucién de CuNps ante esta bacteria durante todo el tiempo de incubacion,
donde para todas las concentraciones se obtiene un comportamiento similar al del control
(naranja). Este mismo efecto se evidencia en la Figura 33 en donde se observa el efecto de las
diferentes concentraciones de las CuNps en el porcentaje de inhibicién y viabilidad sobre E.
coli ATCC 25922. Esta figura muestra que la inhibicion observada en todas las
concentraciones evaluadas es nula, siendo la misma evidenciada en el control negativo. El
efecto anterior puede deberse a que las concentraciones evaluadas de esta solucion no fueron
lo suficientemente altas para evidenciar un efecto biocida, teniendo estas una concentracion
méaxima de 10% v/v en el caso de CuNps debido al efecto antagonista del Tween-80 que
podria promover la lisis celular completa de las bacterias evaluadas (Nandakumar et al.,

2000). Asi mismo, este limitado efecto microbioldgico se deberia a la imperceptible presencia
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de estas nanoparticulas en la solucion utilizada, la cual fue evidenciada en las
caracterizaciones fisicoquimicas previas.

Por otro lado, Asghar y Asghar (2020) sintetizaron exitosamente CuNps esféricas
entre 48 y 29 nm de didmetro, evaluando los extractos etanolicos de hojas de seis diferentes
plantas utilizando 1 mMol de CuSOs a 80° C (Asghar & Asghar, 2020). Los autores
confirmaron el efecto antimicrobiano de todas las CuNps, sintetizadas con cada uno de los
extractos frente a distintas bacterias, entre ellas E. coli, siendo esta actividad variable debido
a las diferencias de tamafo de las nanoparticulas y el extracto utilizado para su sintesis, con
un MIC entre 20 y 60 pg/ml dependiendo del microorganismo. En este estudio, las CuNps
derivadas de A. indica fueron las més efectivas causando lisis celular tras 12 horas de
exposicion. Los autores sugieren que el mecanismo bactericida se genera tras la interaccion
de iones Cu*? con la membrana celular de las bacterias, interrumpiendo la funcion proteica y
respiratoria. Estos trabajos también evidencian la importancia del tamafio de las CuNps en su
efecto biocida, siendo las Nps de tamafio pequefio (menores a 100 nm) las de mayor actividad
antimicrobiana.

Otro factor influyente en las pruebas microbioldgicas es la cepa de bacteria evaluada,
siendo unas cepas mas sensibles a las CuNps que otras, afectando su respuesta antimicrobiana
(Ruparelia et al., 2008). Ruparelia et al., (2008) evaluaron la actividad microbiana de las
CuONps esféricas entre 6 y 17 nm de didmetro, obtenidas mediane sintesis quimica frente a
cuatro cepas de E. coli, (ATCC 25922, 10536, 8739 y un tipo salvaje). Los autores
evidenciaron diferentes sensibilidades dependiendo del tipo de cepa analizada, siendo la cepa
ATCC 25922 la mas sensible de todas, seguido del tipo salvaje, la ATCC 10536 y por tltimo

la cepa ATCC 8739 con MIC de 140, 200, 220 y 280 pg/ml, respectivamente. Este estudio
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también fue desarrollado en AgNps evidenciando una especificidad similar, aunque sus
valores MIC fueron menores a los reportados para CuNps (40, 120, 140 y 180 pg/ml), al igual

que sus diametros de tamafio (12-21 nm).

Figura 32.

Efecto de la aplicacion de la solucion coloidal de CuNps a diferentes concentraciones sobre

la cinética de crecimiento de E. coli ATCC 25922 a 37 °C, 200 rpm, durante 8 h de

incubacion.
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Figura 33.

Porcentaje de inhibicion y viabilidad de las CuNps sobre E. coli ATCC 25922. Registro en

la hora 8.
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6.2.1.2 Soluciones Coloidales de AgNps.

En la Figura 34 se puede observar el efecto de la actividad antimicrobiana y las
cinéticas de crecimiento a 37 °C, 200 rpm, durante 8 h a diferentes concentraciones de la
solucion coloidal de AgNps sobre E. coli ATCC 25922. A diferencia de las CuNps, se
evidencia que la solucién coloidal de AgNps a la maxima concentracion [1%] muestra una
inhibicion notable del crecimiento bacteriano durante las primeras 2 a 3 horas (=80%). EI D.O
de esta solucion es significativamente menor que la exhibida en el control negativo de E. coli
ATCC 259220, con valores de 0,036 y 0,051 en la segunda y tercera hora, frente a 0,080-
0,210 del control. Sin embargo, se evidencia que, a pesar de ser la mayor concentracion
utilizada no logra inhibir completamente esta bacteria, con lo que, después de las primeras 4
horas y tras transcurridas las 8 horas de la prueba, la D.O de la solucién es similar al control
de crecimiento. Para verificar lo anterior, en la figura 35 se observa el porcentaje de inhibicion
y viabilidad de las AgNps sobre E. coli ATCC 25922 en la hora 8 de la prueba microbiolégica.
En esta figura se evidencia que, a una concentracion de 1% v/v de la solucion de AgNps, esta
alcanza un 23,9% de inhibicidn sobre E. coli, siendo este valor considerablemente mayor al

obtenido de las demas concentraciones, las cuales correspondieron a 11,1 y 6,4% de
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inhibicidn a una concentracion de 0,123 y 0,250% v/v, respectivamente. Como consecuencia,
se confirma que, aunque las soluciones coloidales de AgNps no tiene un efecto biocida sobre
E. coli ATCC 25922, estas si tienen un efecto inhibitorio cuando se utilizan al 1% v/v durante

las primeras tres horas de tratamiento.

Figura 34.
Efecto de la aplicacion de la solucion coloidal de AgNps a diferentes concentraciones sobre

la cinética de crecimiento de E. coli ATCC 25922 a 37 °C, 200 rpm, durante 8 h de

incubacion.
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Figura 35.

Porcentaje de inhibicion y viabilidad de las AgNp sobre E. coli ATCC 25922. Registro en la

hora 8.
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Dentro de los factores que pueden afectar la eficacia del efecto antimicrobiano de las
AgNps se encuentran la concentracion, tamafio y forma de particula, entre otros (Girma et al.,
2024). Almatroudi et al., (2020) tomaron un enfoque igualmente amigable con el medio
ambiente al utilizar el extracto de semillas de Nigella sativa junto con AgNOs (0,1 mMol) a
temperatura ambiente para la sintesis de AgNps (Almatroudi et al., 2020). Las AgNps
sintetizadas mostraron forma esférica con un diametro entre 8 y 80 nm con alta aglomeracion
y polidispersion. Los autores confirmaron la actividad antibacterial de estas nanoparticulas al
obtener valores de MIC de 15 pg/ml para E. coli (MTCC 40), al igual que confirmaron que
éstas reducian significativamente la generacion de biofilm de éstas y otras bacterias evaluadas
hasta en un 85%. Este trabajo muestra como en el caso de ellos se debié aumentar la
concentracion inhibitoria de AgNps sobre E. coli (MTCC 40) a mas del doble para obtener el
mismo efecto sobre otras bacterias, como P. aeruginosa (MTCC 1688), sugiriendo que la
concentracion de AgNps sintetizadas mediante de Nigella sativa pudo no ser suficiente para
la observacion de actividad antimicrobiana en alguna de estas bacterias. Agnihotri et al.,
(2014) realizaron un estudio para analizar la dependencia del tamafio y concentracion de las
AgNps y su efecto bacteriostatico y bactericida en E. coli ATCC 25922 y otros

microorganismos (Agnihotri et al., 2014). Estos autores analizaron tamarfios de particula entre
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5y 100 nm, evidenciando que a medida que disminuye el tamafio de las AgNps se incrementa
el efecto biocida de estas particulas, siendo tamafios menores a 10 nm (20-30 pg/ml) los mas
efectivos ante esta bacteria. Sin embargo, se evidencié que, para AgNps de 100 nm, la
concentracion que inhibia el crecimiento de E. coli ATCC 25922 debia ser mayor a 100 pg/ml
(entre 3 y 5 veces mas que para AgNps de 10 nm), demostrando asi mismo la relacion de
tamano/dosis-dependiente de estas soluciones coloidales. Tras analizar las bacterias tratadas
en este estudio mediante FEG-TEM y SEM, Agnihotri et al., (2014) observaron el
encogimiento de esta bacteria e identificaron la presencia de AgNps dentro de la bacteria, en
la membrana celular y adheridas a la capa de polisacaridos en la pared celular, sugiriendo que
el efecto de las AgNps sintetizadas es debido a la alteracidn de la osmorregulacion de la célula
bacteriana que causaria la extrusion del material intracelular. A diferencia de estos resultados,
una de las razones por las cuales se observa un reducido efecto antimicrobiano de las AgNps
sintetizadas mediante semilla de mora en este estudio, podria deberse a la significativa
diferencia de tamafio obtenido en las AgNps (113,71+1,71 nm) que se evidencié en el
apartado 6.2.1.3, y a la imposibilidad de analizar concentraciones mayores a 1% v/v de
solucion coloidal sintetizada. Cuando se sintetizan nanoparticulas metalicas de menores
tamarios, éstas se disuelven mas facilmente en diferentes medios debido a su elevada relacion
superficie-volumen, incrementando la liberacién de iones Ag* y la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), potenciando el efecto bactericida al
penetrar la pared celular de las baterias con mayor facilidad, dafiando e inactivando
biomoléculas esenciales incluyendo ADN, proteinas y lipidos (Girma, 2023). De manera
similar, investigaciones centradas en el estudio de los mecanismos de absorcién celular de

nanoparticulas evidenciaron que estos mecanismos dependen igualmente del tamafio de las
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AgNps (Fernandez et al., 2019). Fernandez et al., (2019) analizaron cémo las AgNps de 10
nm y 60 nm afectaban células hepaticas (HepG2), encontrando que las de menor tamafio
alcanzaban el nucleo, mientras que las mayores se acumulaban en el citoplasma, afectando a
la bacteria de manera diferente, a pesar de que su efecto bactericida final sea el mismo.

Por otro lado, se ha evidenciado que otro factor influyente en la eficacia
antimicrobiana de las AgNps reside en su forma (Slavin et al., 2017b). Cheon et al., (2019)
demostraron la actividad antibacteriana de tres diferentes formas de AgNps de tamafios
similares (40-50 nm) en E. coli, concluyendo que el mayor efecto bactericida se observaba en
las AgNps de forma esférica, seguidas de las que tienen forma de disco, y finalmente las
triangulares, en mayor medida debido a sus areas de superficie efectiva que influye en la
liberacion de iones de Ag* (Cheon et al., 2019). Pal et al., (2007) analizaron la influencia de
la forma esférica, varilla y triangulares truncadas de las AgNps en E. coli, observando que las
triangulares truncadas eran la forma mas efectiva, seguido de la forma esférica y las varillas
(Pal et al., 2007a). Aunque todas evidenciaron dafios en la membrana celular, los autores
concluyeron que debido al mayor nimero de facetas, caras o superficies planas disponibles
en las AgNps triangulares truncadas, éstas facilitaron la interaccion, union y absorcion celular,
aumentando su efectividad. Aunque la forma de las AgNps sintetizadas mediante semilla de
mora no se logré identificar claramente, en el apartado 6.2.2.4 en la Figura 27 en donde se
encuentran las Micrografias SEM de la solucién coloidal de plata, se estima que éstas se
acercan a una forma esférica, mejorando su capacidad antimicrobiana a una concentracién de
1% vlv, evidenciando un efecto bacteriostatico durante las primeras 4 horas de realizada la

prueba microbioldgica.

6.2.1.3 Soluciones coloidales de CUAgNps.
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En la Figura 36 se puede observar el efecto de la actividad antimicrobiana y las
cinéticas de crecimiento a 37 °C, 200 rpm, durante 8 h con diferentes concentraciones de la
solucion coloidal de CuAgNps sobre E. coli ATCC 25922. A diferencia del efecto microbiano
de las AgNps, y al igual que en el efecto observado en las CuNps, al analizar el
comportamiento de la cinética de crecimiento se puede evidenciar que la actividad
antimicrobiana que presenta esta solucion ante esta bacteria a las 8 horas de incubacion es
nula, donde para todas sus diferentes concentraciones se obtiene un comportamiento similar
al del control de crecimiento (naranja). De manera similar a las CuNps, en la Figura 37 se
observa el efecto de las diferentes concentraciones de las CuAgNps en el porcentaje de
inhibicidn y viabilidad sobre E. coli ATCC 25922. Esta figura corrobora el reducido efecto
antimicrobiano de las soluciones de CuAgNps, en donde se observd que en las
concentraciones de 0,125%, 0,25% y 0,5% v/v de estas soluciones coloidales se obtienen un
efecto de 3,8%, 2,5% y 1,3% de inhibicion, respectivamente. Asi mismo, se evidencia que las
barras de error de estos resultados son lo suficientemente amplias para solaparse entre si, y no
se evidencian diferencias significativas entre ellas, concluyendo que no hay diferencia en el

nulo efecto entre las concentraciones de la solucion coloidal de CUAgNps.

Figura 36.
Efecto de la aplicacion de la solucion coloidal de CuAgNps a diferentes concentraciones
sobre la cinética de crecimiento de E. coli ATCC 25922 a 37 °C, 200 rpm, durante 8 h de

incubacion.
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Aungue no se han encontrado estudios antimicrobianos de CuAgNps sintetizadas con
extracto de semilla de mora, la literatura muestra el efecto de estas Nps en E. coli utilizando
otros métodos de sintesis. Jayalakshmi et al., (2024) sintetizaron exitosamente CuAgNps
utilizando luz solar y extracto de cascaras de mani, obteniendo nanoparticulas esféricas de

29+14 nm que fueron efectivas contra E. coli a una concentracion de 156.3 pg/mi
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(Jayalakshmi et al., 2024). Estos autores atribuyeron su afecto biocida al dafio en las
membranas celulares causados por la oxidaciéon de lipidos, debido a especies reactivas de
oxigeno. Diugosz et al., (2021) estudiaron las propiedades antimicrobianas de AgNps, CuNps
y diferentes relaciones de nanoparticulas bimetalicas de CuAgNps, con tamafios de 27-97 nm
para las individuales (esféricas) y de 32-184 nm para las bimetalicas (aglomeradas) (Dtugosz
et al., 2021). Los autores observaron que las AgNps tuvieron un mayor efecto antimicrobiano
en E. coli, seguido de las CuUAgNps (1:1) y las CuNps con valores de MIC de 10, 260 y 350
mg/dm?, respectivamente. Sin embargo, las CuAgNps presentaron un espectro de accion
antimicrobiano mas amplio, siendo también efectivas contra otros microorganismos como S.
aureus y C. albicans, gracias a, segun los autores, una sinergia entre los metales. Aunque
Valodkar et al., (2011) hicieron un estudio similar obteniendo AgNps, CuNps y CuAgNps de
forma esférica de 52 nm, 32 nm y 46 nm, respectivamente, siendo estas sintetizadas utilizando
nitrato de cobre (0,01 M), AgNOz (0,01 M), &cido ascorbico (10% p/v) y fécula de maiz (1
%p/v) por 90 segundos en horno microondas, sus resultados mostraron que todas estas
nanoparticulas fueron efectivas frente a E. coli, siendo estas més sensibles a CuNps, seguido
de CuAgNps y finalmente a AgNps con MIC de 0,22, 0,23 y 0,26 mg/L, relacionando su
efectividad mas que todo a su tamafio (Valodkar et al., 2011). De manera analoga, Reyes-Blas
et al., (2020) realizaron un estudio similar sintetizando AgNps, CuNps y CuAgNps (1:1), con
tamafios de 10 nm para las nanoparticulas individuales (esféricas) y de 12 nm para las
bimetalicas (irregulares) (Reyes-Blas et al., 2020). Aunque las nanoparticulas individuales
mostraron efectos especificos segin el tipo de microorganismo evaluado, las CuAgNps
mostraron mayor efectividad en E. coli con un MIC de 60 pg/ml en comparacion con las

nanoparticulas individuales y demostraron un espectro antimicrobiano mas amplio. Valdez-
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Salas et al., (2021) sintetizaron CuAgNps aglomeradas con morfologia esférica con dos
tamanos de particula definidos (70 y 100 nm), mediante la co-reduccion de nitrato de cobre y
nitrato de plata, con acido ascérbico (0,45 M) como agente reductor (10 mMol), y evaluaron
el efecto en E. coli ATCC 25922, entre otras bacterias (Valdez-Salas et al., 2021). Los autores
confirmaron la dosis-dependencia para todos los modelos bacterianos evaluados para ambos
tamafos de CuUAgNPS siendo E. coli ATCC 25922 la segunda bateria mas sensible con MIC
de 125 y 500 pg/ml. Este mismo estudio mostro que a bajas dosis (15,6 pg/ml) ambos tamarios
de CuAgNps tienen una accion antimicrobiana reducida similar, independientemente de su
tamafo (porcentaje de inhibicion menor al 20%). En este caso, al duplicar esta concentracion
inicial (31,2 pug/ml), las CuAgNps mas pequefias (70 nm) fueron significativamente mas
efectivas que las de mayor tamafio (100 nm), aumentando la inhibicion celular en un 60%,
evidenciando la influencia del tamafio de particula de las CuAgNps en su efecto
antimicrobiano. Dados los tamafios observados en las CuAgNps sintetizadas mediante el
extracto de semilla de mora (206,39+17,09 nm), la reducida presencia de Cu y Ag en estas
particulas y la baja concentracion evaluada de esta solucidn coloidal es de esperarse este bajo
efecto antimicrobiano.

Al igual que ocurri6 con las AgNps, y a diferencia de algunos de los autores previos,
una de las razones por las cuales no se observo efecto antimicrobiano alguno de las CUAgNps
sintetizadas mediante semilla de mora podria deberse a la significativa diferencia de tamafio
obtenido en éstas (206,39+17,09 nm) que se evidencio en el apartado 6.2.1.3. Asi mismo,
teniendo en cuenta que aungue las sales metalicas de Cu y Ag fueron agregadas en la misma
proporcién molar (1:1) y concentracion (5 mMol) en la reaccién, se obtuvieron bajos

porcentajes atdbmicos de Ag y de Cu en las pruebas EDX del aparatado 6.2.2.5, con 3,35 y =1
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At%, respectivamente, lo cual, sumado a la imposibilidad de analizar concentraciones
mayores a 10% v/v de esta solucion coloidal, redujeron significativamente su presenciay, por
consiguiente, el efecto bacteriostatico que se le pudo atribuir a la accién de las AgNps
individuales.

Estos resultados indican que las CuNps y CuAgNps sintetizadas mediante semilla de
mora no presentaron una actividad bioldgica significativa. Este efecto puede atribuirse, en
primer lugar, a los grandes tamafios de particula obtenido tras la sintesis también influyeron
negativamente, alcanzando valores promedio de 533,10 nm para las CuNps, 206,39 nm para
las CUAgNps y 113,17 nm para las AgNps (apartado 6.2.1.3). En segundo lugar, a la reducida
presencia de estas nanoparticulas en las soluciones coloidales sintetizadas, con una
composicién atomica elemental de Cu=0,17% para las CuNps, y de Ag=3,35% y Cu=0,95%
para las CuAgNps, en comparacion con las AgNps (Ag=15,82%) (referenciados en el
apartado 6.2.2.5). Finalmente, la baja concentracidn de estas soluciones evaluadas mediante
la prueba microbiologica también puede haber limitado su efectividad, con un maximo de 1%
v/v para las CuNps y AgNps, y de 10% v/v para las CUAgNps. A pesar de estas limitaciones,
la solucién coloidal de AgNps sintetizadas mediante semilla de mora es ligeramente mas
efectiva frente a E. coli ATCC 25922, en donde a una concentracion tnicamente de 1% v/v
de esta solucion de Nps, esta alcanza un 23,9% de inhibicion sobre la primera bacteria,
reflejando la especificidad celular de estas nanoparticulas, al igual que su dosis/tamafio-
dependencia, entre otros factores influyentes. Estudios como el de Franci et al., (2015)
analizaron la capacidad de las AgNps como agentes antibacterianos en diferentes cepas
(Franci et al., 2015). En este estudio, los autores identificaron que varios de los mecanismos

clave de este efecto se basan en la alteracion de la membrana celular y citoplasmatica, la
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inhibicion de la replicacion de ADN bacteriano, y la interferencia en el transporte de
electrones, afectando los niveles intracelulares de ATP, dafiando la célula irreversiblemente.
No obstante, los mecanismos especificos de las CuNps, como de las AgNps y CuAgNps
mediante los cuales ejercen su actividad antimicrobiana ain sigue en un debate considerable
y son motivo de discusion. Por otro lado, un estudio de Pandcek et al., (2018) evidencio que
bacterias como E. coli (013) y E. coli (CCM 3954) pueden desarrollar resistencia ante ciertas
AgNps tras una exposicion repetida (Panacek et al., 2018). Los autores utilizaron AgNps de
28 nm las cuales evidenciaron un MIC inicial de 3,38 y 13,5 mg/ml para E. coli (CCM 3954)
y E. coli (013), respectivamente. Sin embargo, E. coli (CCM 3954) desarrollo resistencia a
las AgNps tras el 8 paso de exposicion, mientras que E. coli (013) hizo lo mismo a MIC
mayores a 54 mg/ml. Esta resistencia, segun los autores, se debi6 a la produccion de la
proteina flagelina adhesiva, la cual gener6 que las AgNps se aglomeraran y el efecto
antimicrobiano derivado por su tamafio disminuyera significativamente. Aungue los autores
estabilizaron nuevamente las AgNps, este mecanismo de defensa se mantuvo superior y sélo
fue posible suprimirlo tras la inhibicion de la produccion de flagelina de las bacterias.
Notablemente, esta resistencia fue especifica para AgNps, ya que estas bacterias no
desarrollaron resistencia a los iones de plata (siendo esta prueba llevada en paralelo),
sugiriendo que el mecanismo de resistencia bacteriana es efectivo Unicamente ante las AgNps.
Sin embargo, analizando la literatura presentada, y tal como lo demostraron Asghar y Asghar
(2020), los extractos vegetales desempefian un papel crucial en la sintesis de nanoparticulas,
siendo que, ademas de proporcionar una alternativa sostenible eficaz en la produccion de
extractos con propiedades antioxidantes o reductoras, la efectividad de las nanoparticulas

obtenidas a raiz de estos puede variar en funcion del extracto vegetal utilizado, tal como se
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observa en sus resultados de sensibilidad en diferentes bacterias (Asghar & Asghar, 2020).
Este enfoque permite una respuesta personalizada contra una amplia gama de
microrganismos, donde ciertas bacterias muestran mayor sensibilidad a nanoparticulas de
ciertos metales sintetizadas con efectos especificos, representando una ventaja ante dichas
bacterias, dificultando el desarrollo de resistencia bacteriana, reduciendo asi el riesgo
asociado a la exposicion repetida a un solo tipo de agente antimicrobiano.

Estos estudios demuestran que, controlando las condiciones de sintesis
especificamente para cada nanoparticula, asi como utilizar extractos vegetales 0 compuestos
amigables con el medio ambiente que sean agentes reductores y estabilizantes eficientes entre
otros, se pueden obtener CuNps o AgNps individuales, o CuAgNps bimetalicas,
monodispersas, de menores tamafios, morfolégicamente definidas y estables que muestren

excelentes propiedades antimicrobianas ante un amplio espectro de bacterias.
6.3. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos tras las pruebas microbioldgicas, las CuNps
presentaron una MIC mayor al 10% para E. coli ATCC 25922, mientras que las AgNps y las
CuAgNps presentaron una MIC mayor al 1%, ante la misma bacteria. Se confirma el nulo
efecto antimicrobiano de todas las soluciones coloidales de nanoparticulas sintetizadas
utilizando semilla de mora debido, entre otras razones, a la reducida presencia de estas
nanoparticulas en las soluciones coloidales, a los grandes tamafios de particula obtenidos tras
las sintesis y a la baja concentracion de estas nanoparticulas en las soluciones evaluadas
microbiolégicamente, tal como se comprobd en las caracterizaciones fisicoquimicas en los

capitulos previos.
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7. Conclusiones Generales

En esta investigacion se cumplio el objetivo general de evaluar el uso de extractos
acuosos de residuos agroindustriales como agentes reductores y estabilizantes en la sintesis
de nanoparticulas metalicas (CuNps, AgNps y CuAgNps) con propiedades biocidas frente a
la bacteria patdgena E. coli ATCC 25922. Los resultados obtenidos confirman la hipotesis
planteada, demostrando que los metabolitos presentes en estos extractos permiten la sintesis
de nanoparticulas a escala laboratorio, aunque con limitaciones en su actividad bioldgica
dependiendo de las condiciones experimentales.

Se determind que el extracto de semilla de mora (SM), obtenido por la técnica de
maceracion a pH 3, tiempo de extraccion de 7 horas y una relacion Solido/Liquido de 0,75 %
p/v, como el extracto utilizado como agente reductor para la sintesis de nanoparticulas
metalicas debido a que present6 una capacidad de reduccion de Cu*? superior a los otros
extractos de residuos analizados, tras obtener 4,20 £ 0,11 mg de Cu reducidos por mg de
extracto utilizado.

A partir de este extracto se sintetizaron y caracterizaron CuNps, AgNps y CuUAgNps
cuyas condiciones de sintesis se establecieron como concentracion de Sal metalica de 10
mMol, 75% v/v de extracto, pH de 12 y tiempo de reaccién de 120 minutos. Las
caracterizaciones fisicoquimicas revelaron que los tamafios promedio de las particulas
obtenidas fueron 533,10 + 202,45 nm para las CuNps, 113,17+ 1,71 nm para las AgNps y de
206,39 + 17,09 nm para las CuAgNps. Aunque los analisis obtenidos mediante SEM
Unicamente mostraron que la morfologia de las AgNps se aproxima a la forma esférica, los

analisis de composicion atomica indicaron que las CuUAgNps contenian 3,35 % de Agy 0,17%
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de Cu, mientras que las AgNps tenian una proporcion de Ag de 15,82% y las CuNps apenas
un 0,17% de Cu.

De esta manera, las pruebas microbiologicas evidenciaron que las CuNps y CuAgNps
no presentaron actividad bioldgica significativa frente a E. coli ATCC 25922. Estas
limitaciones se atribuyen a los grandes tamafios de particula y reducida composicion metalica
elemental, caracteristicas previamente descritas, asi como a la baja concentracion de las
soluciones evaluadas, por consiguiente, de nanoparticulas en solucién, con maximos de 10 %
v/v para soluciones de CuAgNps y 1 % para las correspondientes a CuNps y AgNps.

Esta investigacion aporta conocimientos sobre la sintesis verde de nanoparticulas
metéalicas utilizando extractos de residuos agroindustriales, identificando los retos asociados
a la optimizacion de sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, asi como su aplicabilidad

como agentes biocidas.
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Apéndices

Apéndice A. Produccion Anual de Cultivo en Colombia.
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Cultivo Produccion  Estado fisico Nombre cientifico
[Ton] /produccién

1 CafaPanelera  2.073.097 Cafia O Verde Saccharum officinarum L.
2 Pina 388.214 En Fresco Ananas comosus L. Merr.
3 Palmade Aceite 379.850 Aceite Crudo Elaeis guineensis Jacqg.
4 Mandarina 141.128 En Fresco Citrus reticulata
5 Limodn 116.329 En Fresco Citrus limon L.
6 Yuca 90.507 En Fresco Manihot esculenta
7  Platano 88.248 En Fresco Musa paradisiaca L.
8 Cebollarama 86.225 En Fresco Allium fistulosum
9 Naranja 76.146 En Fresco Citrus sinensis L. OSBECK
10 Tomate 75.189 En Fresco Lycopersicon esculentum
11 Guayaba 60.852 En Fresco Psidium guajava L.
12 Papa 57.271 En Fresco Solanum tuberosum
13 Café 48.028 Pergamino Coffea arabica L.
14 Aguacate 38.983 En Fresco Persea americana
15 Cacao 33.945 Grano Seco Theobrama cacao L.
16 Mora 32.136 En Fresco Morus ssp
17 Arroz 24.925 Paddy O Cascara Verde Oryza sativa
18 Banano 21.970 En Fresco Musa cavendishii
19 Maiz 20.408 Grano Seco Zea mays

Nota: Elaboracion propia a partir de la informacion obtenida del Anuario Estadistico del

Sector Agropecuario del MADR, EVA y ENA del afio 2019-2021 (UPRA & Agronet, 2023).
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Apéndice B. Produccion Anual de Residuos en Colombia.

) ) ) F.R.A Cantidad ]
Cultivo Tipo Residuo Referencia
* [Ton]
Cebolla ~ ] ]
Descarte - - (Mejia Gonzalez & Ronddn Roa, 2013)
rama
Tomate Descarte - - (Gbmez Rueda & Parra Cepeda, 2013)
(Solano Hernandez & Mendoza Jaimes,
Guayaba Descarte - -
2013)
Maiz Rastrojo, Tusa - - (Escalante Hernandez et al., 2011)
Cafia Panela Bagazo 2,53 5.244.936 (Escalante Hernandez et al., 2011)
Cacao Cacota 15,25  517.657 (GOmez Rueda & Parra Cepeda, 2013)
Palma Aceite Fibra 0,63 239.305 (Escalante Hernandez et al., 2011)
Mandarina  Céscara 0,50 70.564 (Gbmez Rueda & Parra Cepeda, 2013)
Limon Céscara 0,50 58.164 (Gémez Rueda & Parra Cepeda, 2013)
) (Solano Hernandez & Mendoza Jaimes,
Pina Céscara 0,13 50.468
2013)
Naranja Céscara 0,52 39.596 (Gbmez Rueda & Parra Cepeda, 2013)
Céscara (Solano Hernandez & Mendoza Jaimes,
Aguacate ) 0,52 20.271
Semilla 2013)
Platano Rechazo 0,15 13.237 (Escalante Hernandez et al., 2011)
Cafe Cisco 0,21 10.086 (Escalante Hernandez et al., 2011)
Mora Semilla 0,25 8.034 (Mejia Gonzalez & Rondén Roa, 2013)
Papa Céscara 0,14 8.018 (Mejia Gonzalez & Ronddn Roa, 2013)
Arroz Cascarilla 0,20 4.985 (Escalante Hernandez et al., 2011)
Banano Rechazo 0,15 3.296 (Escalante Hernandez et al., 2011)
Yuca Céscara 0,02 1.810 (Mejia Gonzalez & Ronddn Roa, 2013)

Nota: * Factor de Residuo Agricola Industrial. Fuente: Elaboracién propia a partir de las

contribuciones de Mejia Gonzélez & Ronddn Roa (2013), Gomez Rueda & Parra Cepeda

(2013) y Solano Hernandez & Mendoza Jaimes (2013), y la informacion recopilada del
Anuario Estadistico del Sector Agropecuario del MADR, EVA y ENA del afio 2019-2021.
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Apéndice C. Resultados y Curvas de calibracion de la Prueba De Benedict Modificada.

Extracciones por Maceracion y Soxhlet.

Residuo Método-de *Brix* | Absorbancia CuSOs4 | Poder Reductor
Extraccion [0] Cuz+*=*
3,2 0,109 3,057 0,185
Maceracion 3,2 0,409 11,933 0,119
Cascara 3,2 0,121 3,412 0,182
Mandarina 50 0,189 5,424 0,107
Soxhlet 6,6 0,247 7,140 0,075
4,0 0,193 5,542 0,133
1,2 0,884 25,988 0,038
Maceracion 1,2 0,872 25,632 0,045
Céscara Platano 1,2 0,898 26,402 0,030
Verde 1,6 0,737 21,638 0,093
Soxhlet 1,0 0,891 26,195 0,040
1,1 0,876 25,751 0,046
2,6 0,697 20,455 0,068
Maceracion 2,6 0,796 23,384 0,041
2,6 0,733 21,520 0,058
Cascara Pifia
3,8 0,580 16,993 0,068
Soxhlet 3,4 0,629 18,443 0,066
4,0 0,560 16,401 0,068
0,1 0,835 24,538 0,799
Maceracion 0,1 0,894 26,283 0,384
Semilla Mora 0,1 0,833 24,479 0,813
0,1 0,813 23,887 0,954
Soxhlet 0,3 0,788 23,147 0,377
0,1 0,877 25,780 0,503
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Nota: * La medida de °Brix se encuentra en [g solidos disueltos/100ml de solucion]. ** La
medida de capacidad de reduccion se encuentra en [g CuSO4 reducido/g extracto].

Curva de Calibracién Reactivo Benedict

% y=0,2028x +0,0065
0.6 1 T R? = 0,9995

0,2 | 1
I"I--

0,0 051015 20 25 3,0 3540 45 50 5,5 6,065 7,0
Concentracion Sulfato de Cobre [g/L]

Fuente: Elaboracion propia a partir de las contribuciones de Gomez G & Sampayo V, 2020.
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Apéndice D. Prueba No-paramétrica de la mediana De Mood. Diferencias Estadisticamente
Significativas de los Extractos de Residuos Agroindustriales.

A)Céscara de Mandarina (CA)

Tecnica Mediana Mediana general de N <= Mediana general de N > Q3 - Q1 IC de la mediana de 95%

M 0,182167 1 2 0,0660455 (0,118763; 0,184808)

S 0,107006 2 1 0,0581786 (0,0748739; 0,133052)
General 0,125908

Los niveles con < 6 observaciones tienen ¢Z: fianza 95%
:C de 85,6% para medizna(M) - meuiana(S): (-U,0142857,0, 109934)

Hipotesis nula  Ho: Las medianas de poblacion son todas iguales
Hipotesis alterna Hi: Las medianas de poblacién no son todas iguales

GL Chi-cuadrada Valor p
1 067 0414

B)Céscara de Platano (CPL)

Tecnica Mediana Mediana general de N <= Mediana general de N > Q3 - Q1 IC de la mediana de 95%

M 0,0378420 2 100152639  (0,0296230; 0,0448868)

S 0,0464057 1 2 0,0526271  (0,0404789; 0,0931061)
General 0,0426829

Los niveles con < 6 observaciones tienen confianza < 95%
IC de 89,8% para mediana(M) - mediana(S): (-0,0634831,0,00440787)

Hipétesis nula  Hg: Las medianas de poblacién son todas iguales
Hipétesis alterna Hy: Las medianas de poblacién no son todas iguales

GL Chi-cuadrada Valor p
1 067 0414

C)Céscara de Pifia (CPI)

Tecnica Mediana Mediana general de N <= Mediana general de N > Q3 - Q1 IC de la mediana de 95%
M 0,0583799 2 10,0268246 (0,0413096; 0,0681343)

S 0,0683089 1 200022235 (0,0661924; 0,0684159)
General 0,0671634

Los niveles con < 6 observaciones tienen confianza < 95%
IC de 89,8% para mediana(M) - mediana(S): (-0,0271063,0,00194188)



Hipodtesis nula  Hg: Las medianas de poblacién son todas iguales
Hipotesis alterna Hq: Las medianas de poblacién no son todas iguales

GL Chi-cuadrada Valor p
1 067 0414

D)Semilla de Mora (SM)

IC de la mediana de

Tecnica Mediana Mediana general de N <= Mediana general de N > Q3 - Q1 95%

M 0,799301 1
S 0,503417 2
General 0,651359

2 0,429736 (0,383655; 0,813391)
10,577485 (0,376803; 0,954288)

Los niveles con < & observaciones tienen confianza < 95%
IC de 89,8% para mediana(M) - mediana(S): (-0.570633,0,436588)

Hipdtesis nula  Hog: Las medianas de poblacion son todas iguales
Hipétesis alterna Hq: Las medianas de poblacién no son todas iguales

GL Chi-cuadrada Valor p
1 067 0414
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Apéndice E. Verificacion de los Supuestos de Normalidad, Varianza Constante e
Independencia del Andlisis de Varianza de las Pruebas Estadisticas.

A) Cascara de Mandarina (CM)

Graficas de residuos para Cap. Red (CM)
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B) Céascara de Platano (CPL)

Graficas de residuos para Cap. Red (CPL)
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C) Cascara de Pifia (CPI)

Gréficas de residuos para Cap. Red (CPI)
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Apéndice F. Analisis de Disefio Factorial. Diagrama de Pareto de Efectos Estandarizados de
las Pruebas Estadisticas de los Extractos de Residuos Agroindustriales.

A)Cascara de Mandarina (CM)

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados (CM)
(la respuesta es Cap. Red; a = 0,05)

Término
Factor Nombre
B A Tiempo [h]
B %S/L
C pH

AC

BC

ABC

AB

0 2 4 6 8 10 12 14
Efecto estandarizado

B)Céscara de Platano (CPL)

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados (CPL)
{la respuesta es Cap. Red CPL; a = 0,05)

Término 2120
Factor Nombre
B A Tiempo [h]
B %S/L
C pH

AB

ABC

AC

i
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efecto estandarizado



C)Cascara de Pifia (CPI)

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados (CPL)
(la respuesta es Cap. Red CPL; o = 0,05)

Término 2120
i Factor Nombre
. A Tiempo [h]
B %S/L
C pH
C
BC
A
AB
ABC
AC

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efecto estandarizado

D)Semilla de Mora (SM)

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados (SM)
(la respuesta es Cap. Red SM; o = 0,05)

Término

Factor Nombre

A Tiempo [h]
B %S/L

C pH

AC

AB

BC

ABC

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Efecto estandarizado
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Apéndice G. Analisis de Disefio Central Compuesto de la Cap. Reduccion del Extracto de
Céscara de Platano (CPL). Verificacion de los Supuestos de Normalidad, Varianza Constante

e Independencia. Diagrama de Pareto de Efectos Estandarizados.

Gréficas de residuos para Cap reduccion (mg Cu/mg extract
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Apéndice H. Analisis de Disefio Central Compuesto de la Cap. Reduccidn del Extracto de

Semilla de Mora (SM). Verificacion de los Supuestos de Normalidad, Varianza Constante e

Independencia. Diagrama de Pareto de Efectos Estandarizados.

Graficas de residuos para Cap. Red
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Fuente: Elaboracion propia con contribuciones de (Montoya Salas, 2023).
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Apéndice I. Modelo Matematico con la Prediccion de la Capacidad de Reduccidon del Extracto

de CPL.

Ecuacién de regresion en unidades no codificadas

Cap reduccién (mg Cu/mg extract = 4,121 - 0,948 pH - 0,2479 %s/1 + 0,0951 pH*pH
+ 0,00539 %s/1*%s/l + 0,01771 pH*%s/I

Resumen del modelo

R-cuadrado
S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) (pred)
0,0731801 96,85% 96,20% 94,82%
Prediccion de respuesta multiple
Valor de
Variable configuracion
pH 3
%s/l 2
Respuesta Ajuste EE de ajuste IC de 95% IP de 95%

Cap reduccion (mg Cu/mg extract 1,7635 0,0377 (1,6856; 1,8414) (1,5936; 1,9334)



201

Apéndice J. Modelo Matematico con la Prediccion de la Capacidad de Reduccidon del Extracto

de SM.

Ecuacion de regresion en unidades no codificadas

Cap. Red = 5,9589 - 0,21340 Tiempo - 0,4671 % S/L + 0,002799 Tiempo*Tiempo
+0,01193 % S/L*% S/L + 0,009555 Tiempo*% S/L

Ecuacion promediada sobre los blogues.

Resumen del modelo

R-cuadrado
S R-cuadrado R-cuadrado(ajustadao) (pred)
0,0516140 99,20% 99,07% 98,76%

Prediccion de respuesta multiple

Valor de
Variable configuracion
Tiempo 7,02944
% S/L 0,757359

Respuesta Ajuste EE de ajuste 1C de 95% IP de 95%
Cap. Red 4,3011 0,0439 (4,2120; 4,3901) (4,1636; 4,4386)

Fuente: Elaboracion propia con contribuciones de (Montoya Salas, 2023).
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Apeéndice K. Condiciones de extraccion generadas segun el disefio factorial fraccionado

propuesto.

N° Prueba Sal metalica [mMol]

%Extracto [%ov/v] pH tr [min]

1 1 25 4 30
2 10 25 4 120
3 1 75 4 120
4 10 75 4 30
5 1 25 12 120
6 10 25 12 30
7 1 75 12 30
8 10 75 12 120
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Apéndice L. Procedimiento para la validacion de los datos de la medicion del diametro
hidrodinamico, la distribucion del tamario y el indice de polidispersion a partir de la técnica
de caracterizacion mediante DLS.

Determinar los valores de los parametros Intercept g12, Baseline y Mean Intensity.

Evaluar los parametros segun los criterios que se observan en la siguiente tabla:

Parametro | Intercept g1
Rango Criterio Respuesta
<0.8 Dispersion débil Rechazado
[0.8,0.95] | Fiable/Valido Aprobado
>0.95 Particulas de polvo o agregados | Rechazado
Parametro | Baseline
Rango Criterio Respuesta
<0.99 No-Fiable Rechazado
[0.99,1.01] | Fiable/Valido | Aprobado
>1.01 No-Fiable Rechazado
Parametro Intensity
Rango [kcps/s] | Criterio Respuesta
<250 Dispersion débil Rechazado
[250,600] Buena sefial/Valido Aprobado
>600 Posible dispersion maltiple | Rechazado

Nota: Dado que estos criterios estan directamente correlacionados, si al menos dos (2) de
estos tres (3) son considerados validos la medida es aprobada. En el caso en el que este criterio
no se cumpla, la medida es rechazada y se analiza si esta muestra estd muy diluida, tiene
particulas muy grandes y/o puede estar generando dispersion de luz maltiple para, segun el

caso, ser evaluada nuevamente.
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Ejemplo:

Parametro Respuesta

Intercept g12 | Dispersion débil (X) | Dispersion débil (X)
Baseline No-Fiable (X) Fiable/Valido (OK)
Mean intensity | Dispersion débil (X) | Buena sefial/Valido (OK)

Veredicto Rechazada Aprobada

Comparar las Funciones de autocorrelacion medidas y modeladas. La funcion de
autocorrelacién mediday la funcién de ajuste acumulada modelada deben ser 1o mas similares
posible. Una diferencia muy alta entre éstas genera que los valores de los Diagramas de
distribucion de tamafio de particula no sean validos debido a la poca estabilidad y alta

sedimentacion de la muestra.

Ejemplo:
Funciones de Correlacion Funciones de Correlacion
19 4 19 { e
21,7 4 s g &7
- , . - ]
‘_“:’ 1,5 < . £ 15
51,3 | = J
Z 213
o 111 \:::::.‘;L_,_,.U.‘,-,-\- 3 111 s
?Do,g 1 %0’9 -
0.7 1 0,7 -
0,5 T T T ] 0,5 | | ! |
0,0000001 0,00001 0,001 0,1 10 0,0000001 0,00001 0,001 0,1 10
Delay time [s] Delay time [s]
----- Funcion Medida  -----Funcion Modelada -----Funcion Medida  -----Funcion Modelada

(Rechazada)(Aprobada)
Observar el Diagrama de distribucion de tamafio de particula de la muestra analizada. Si en
este se evidencia un (1) pico Unico, esta se determina como monodispersa y se tiene en cuenta
el valor de tamafio de particula tomado por el equipo. En el caso en el que se evidencien dos
(2) 0o més picos, la muestra se determina como polidispersa y, si la magnitud de intensidad es
muy alta, se toma como valido el pico de mayor tamafio dada su prevalencia sobre los demas.

Sin embargo, si sus tamafos son relativamente similares, se tendré en cuenta el pico de menor
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tamafo debido a que pocas moléculas grandes pueden tener una mayor magnitud de

intensidad, ya que dispersan una mayor cantidad de luz, a pesar de estar en mucha menor

cantidad.
Ejemplo:
Distribucion Tamanio de Distribuciéon Tamafio de
Particula - Monodisperso Particula- Polidisperso
= ef ‘\ X
35 ol g
b= | 1 2
: || : / \
2 [ ] £
EO T -‘1'rrrr|—"- L L e e e e e Oc' T T
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000

Tamafio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]

*El equipo realiza tres (3) de cada una de estas mediciones para (1) una misma muestra, por
lo que el valor final de estas es un promedio aritmético.

Realizar el procedimiento anterior (puntos 1, 2 y 3) a diferentes concentraciones para validar
la medicion realizada y verificar su independencia respecto a su concentracion. Se comienza
con el 100% y esta medida se diluye consecutivamente hasta que se evidencie una

estabilizacion en la medida y no se observe una variacion considerable en el valor del tamafio

de particula.

Ejemplo:
Hydrodynamic Polydispersit Hydrodynamic radius - AgNps 6.1
Name |Concentration Y ) Wi : DESV [nm] y_l persity DESV v U ,I u DESV [nm] 200 eips
radius [nm] index Promedio [nm] N
100% 162,96 9,99 1,41 1,04 150 ggag  rdusinml
50% 113,45 2,48 0,27| 0,17 100 & 3
Hydrodynamic
6.1 10% 104,51 3,66 0,16/ 0,01 98,38 6,26 50 radius -
5% 98,64 3,83 0,18 0,01 98,38 6,26 o Promedie (nm]
1% 92,00 3,03 019] 0,04 98,38 6,26 i ot

Se realiza la medicion del duplicado, pero esta se verifica iniciando en los puntos establecidos
como independientes de la muestra previa y confirmar su independencia.

Ejemplo:
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AgNps 6.2
) Hydrodynamic Polydispersity Hydrodynamic radius - 200
Name | Concentration radius [nm] DESV [nm] - DESV Promedio [nm] DESV [nm] o . :Eﬂ:ﬁrm
10% 101,73 6,77 0,17| 0,04 96,21 6,38 100 —_ i
6.2 5% 97,67 1,53 018) 004 96,21 6,38 50 Hydrodynamic
1% 89,22 3,46 0,15| 0,04 96,21 6,38 0 Promedio [nm]
10% 5% 1%
Concentracidn [%v/v]
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Apéndice M. Graficas de los espectros de los reactivos utilizados en la sintesis de las

soluciones coloidales.

Absorbancia [a.u]

w
43}

1

~n
[\¥] [4)] w

CuAgNps

CuS0O4 [1 mMol]
——CuS04 [10 mMol]

Ag2504 [1mMol]
—Ag2504 [10mMol]

Extracto [25% v/v]
—— Extracto [75% v/v]
—Tween 80 [5% v/v]
——NaOH 600 ml [1% v/v]

—=—— =00l

400

500 600 700 800 900 1000 1100
Longitud de Onda [nm]

Nota: Segun la bibliografia consultada, para la identificacion de nanoparticulas, la longitud

de onda caracteristica de las AgNps se evidencia entre 400-450 nm, para las CuNps entre

500-600 nm y para las CuAgNps se observa entre 400-600 nm (Valodkar et al., 2011).
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Apeéndice N. Color de soluciones coloidales de Cu, Ag y CuAg tras 48 horas de reposo, segun

las condiciones de sintesis aplicadas.

1 2 3 4 5 6 7 8
1-25-4-30]10-25-4-120]1-25-4-120{10-75-4-30| 1-75-12-120) 10-75-12-30| 1-75-12-30| 10-75-12-120

Nota: *Las condiciones de sintesis son representadas por Sal metalica [mMol] — Extracto

[%v/v] — pH — Tiempo reaccion [min].

Solucion coloidal de cobre
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Solucion coloidal de cobre/plata

im ;
: ‘ ‘v “‘ \ “ 1‘
\ \ | a
a \ \
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Apéndice O. Andlisis de Disefio Factorial Fraccionado de la maxima absorbancia entre 500 y

600 nm para la Sintesis de CuNps.

Porcentaje
w
a

Graficas de residuos para Abs. Max CuNps (500-600 nm)

Gréfica de probabilidad normal

-0,050  -0,025 0,000 0,025 0,050

Frecuencia
-

Residuo

Residuo

vs. ajustes
0,050 .
L]
0,025 .
ooco M8 —
0,025 *
L]
L ]
-0,050
0,00 015 0320 045 0,60
Valor ajustado
vs. orden
0,050
0,025
0,000
-0,025
-0,050

1T 2 3 45 6 7 8 91011213 141516

Orden de observacion

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Abs. Max CuNps (500-600 nm); « = 0,05)

Residuo
Histograma
-0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04
Residuo
Término 2, ;1

AB

AC

Factor
A

B
C
D

Efecto estandarizado

Estructura de alias

Factor Nombre

A Sal CuS04 [mMol]
B % Extracto [%v/v]
C pH

D tr [min]

Alias

| + ABCD
A+ BCD
B + ACD
C + ABD
D + ABC
AB + CD
AC + BD
AD + BC

Nombre

Sal CuS04 [mMol]
% Extracto [%v/v]
pH

tr [min]



0,30

Media de Abs. Max CuNps (500-600 nm)

0,15

0,00+

Grafica de interaccion para Abs. Max CuNps (500-600 nm)

Sal CuS04 [m * % Extracto

Medias ajustadas

0,00+

0,30

0,00

0,30+

% Extracto [
P y | —— 25,0
- — 75,0
-
Fd
s
-
| &
- &
Sal CuS04 [m * pH % Extracto [ * pH pH
- —8— 40
- - —B- 120
- !
-
-
| o
-
* : o = - = -
Sal CuS04 [m * tr [min] % Extracto [ * tr [min] pH * tr [min] & [min]
. —— 30.0
- —B- 120.0
-
-
Fs
-
T
T T T T T
1 10 25 s 4 12
Sal Cuso4 [m % Extracto [ pH
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Nota: Los recuadros vacios en la gréfica de interaccion representan las interacciones que

formaron estructuras de alias y no pueden ser identificadas en el disefio factorial

fraccionado.
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Apéndice P. Analisis de Disefio Factorial Fraccionado de la maxima absorbancia entre 400 y
450 nm para la Sintesis de AgNps.

Graficas de residuos para Abs. Max AgNps (400-450 nm)

Gréfica de probabilidad normal vs. ajustes
99 .
2 L]
%0 L) -
% g ! Estructura de alias
g 50 Soime
H & , * Factor Nombre
10 * A Sal CuSO4 [mMol]
. R *| B % Extracto [%v/v]
" 4 0 25 50 75 100 C pH
Residuo Valor ajustado D tr [min]
Histograma vs. orden Alias
10,0 Allas
| + ABCD
. 15 A+ BCD
2 B+ ACD
3 50 K
i3 = C+ ABD
25 D + ABC
AB + CD
o0 3 2 10 1 2 3 12234567 8o9mnmniniiisie AC+HBD
Residuo Orden de cbservacion AD + BC
Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Abs. Max AgNps (400-450 nm); o = 0,05)
Término
Factor MNombre
c A Sal CuSO4 [mMol]
B % Extracto [ov/v]
C pH
AC D tr [min]
A
B
D
AD
AB

20 30 40 50 60
Efecto estandarizado



Media de Abs. Max AgNps (400-450 nm)

Grafica de interaccion para Abs. Max AgNps (400-450 nm)

B0

Sal CuS04 [m * % Extracto

Medias ajustadas

% Extracto [~ pH

2 Extracto [ tr [min]

pH * tr [min]

Sal Cuso4 [m

T T
25 75

% Extracto [

pH

——
— -

——
.

——
— -

% Extracto [
250
75.0

pH
4,0
12,0

tr [min]
30,0
120.0
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Nota: Los recuadros vacios en la gréfica de interaccion representan las interacciones que

formaron estructuras de alias y no pueden ser identificadas en el disefio factorial

fraccionado.
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Apéndice Q. Andlisis de Disefio Factorial Fraccionado de la maxima absorbancia entre 400 y

600 nm para la Sintesis de CuUAgNps.

Porcentaje

Frecuencia

Graficas de residuos para Abs. Max CuAgNps (400-600 nm)

Gréfica de probabilidad normal vs. ajustes
99 3 n
.
90 1 *
=]
1 L 4
50 z c——{ 7777777777777777777777777777777777777777
= *
10 - .
L]
-2 *
0 10 20 30 40

Residuo Valor ajustado
Histograma vs. orden
=]
E]
2
g
-4
-2
-1 0 1 2 12 3 4 5 6 7 8 910 7 1213 141516
Residuo Orden de observacion

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Abs. Max CuAgNps (400-600 nm); o = 0,05)

Término

A

B
C
D

AC

AB

AD

0 5 10 15 20 25 30 35
Efecto estandarizado

Factor

Estructura de alias

Factor Nombre

A Sal CuSO4 [mMol]
B % Extracto [Yev/v]
C pH

D tr [min]

Alias

I + ABCD
A+ BCD
B+ ACD
C + ABD
D+ ABC
AB + CD
AC + BD
AD + BC

Nombre

Sal CuS04 [mMol]
% Extracto [ov/v]
pH

tr [min]



Grafica de interaccion para Abs. Max CuAgNps (400-600 nm)
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£
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S
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<L e
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-
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) P
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“ L 8
=
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Nota: Los recuadros vacios en la gréfica de interaccion representan las interacciones que

formaron estructuras de alias y no pueden ser identificadas en el disefio factorial

fraccionado.
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Apéndice R. Distribucién de tamafio de particula mediante DLS de los reactivos utilizados

para la sintesis de nanoparticulas metalicas de Cu, Ag y CuAg.

Reactivo: Extracto semilla de mora

Distribucion Tamaiio de Particula:
Extracto Semilla Mora

8
2, \
°
[}
T4
2
(]
g° /

0 4 LHEN ——rrri

1 10 100 1000 10000

maiig de particula [nm

Ta
——Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm]

Particle diameter 3 [nm)]

Correlation Function-Total:
Extracto Semilla Mora

o 2 ————
£
= 1,5 \\
5 N
= 1 ——e
£
305 4 . . . )
, 0,0000001 0,00001 0,001 0,1 10
o Delay time [s]

—g2(1) —82(2) g2(3)

----- Cumulant fit. 1 -----Cumulant fit. 2 ----- Cumulant fit. 3

[PROMEDIO | DESV. EST
Hydrodynamic diameter 438,68 nm 27,64 nm
Polydispersity index 0,13 0,03
|Polydisperse—Moderate |
Intercept g12 RELIABLE
Baseline RELIABLE

Mean intensity

ENOUGH signal

Reactivo: Ag2SO4 [10 mMol]

Distribucién Tamaiio de Particula: Correlation Function-Total:
Ag2504 [10mMol] Ag2504 [10mMol]
= = 2
2 215
@ 8
A CNVA\NE -
EO T T ..4... — .._.T:—\. R o] ;Ors T T T T 1
- 10 100 1000 10000 ) 0,0000001 0,00001 0,001 0,1 10
Tamaiio de particula [nm] Delay time [s]
—— Particle diameter 1 [nm]— Particle diameter 2 [nm] —82(1) —82(2) g2(3)
Particle diameter3[rm) | === Cumulant fit. 1 ----- Cumulant fit. 2 ----- Cumulant fit. 3
[PROMEDIO | DESV. EST
Hydrodynamic diameter 195,27 nm 25,14 nm
Polydispersity index 0,21 0,04

|Polydisperse-Moderate

Intercept g12

WEAK Scaterring

Baseline UNRELIABLE

Mean intensity

WEAK Scaterring




Reactivo: CuSO4*H20 [10 mMol]

Distribucién Tamafio de Particula: Correlation Function-Total:
CuS04 [10mMol] CuS04 [10mMol]
=8 - 2
X =
5 215
% g ©
b= Y
2
52 £
0 PN 505 A . . ; :
1 10 100 1000 10000 = 0,0000001 0,00001 0,001 0,1 10
Tamafio de particula [nm] Delay time [s]
—— Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm] —g2(1) —g2(2) —g2(3)
—— Particle diameter 3[pm} | ----- Cumulant fit. 1 ----- Cumulant fit. 2 ----- Cumulant fit. 3
[PROMEDIO | DESV. EST
Hydrodynamic diameter 972,23 nm 831,43 nm
Polydispersity index 0,11 % 0,06

|Po|ydisperse—Moderate l

Intercept g1?

WEAK Scaterring

Baseline

UNRELIABLE

Mean intensity

WEAK Scaterring

Reactivo: Tween 80 [5 %v/v]
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Distribucién Tamaifio de Particula: Correlation Function-Total:
SIn 5% Tween 80 SIn 5% Tween 80
=8 . 2
X =
=i £ 15 X
T 4 ©
o F
22 g 1
2 3
€04 ! ! ! ! 70,5 4 ; ! : i
1 10 100 1000 10000 'R‘n 0,0000001 0,00001 0,001 0,1 10
Tamaiio de particula [nm] Delay time [s]
——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm)] —g2(1) —g2(2) —82(3)
——Particle diameter 3(nrm} || ====- Cumulant fit. 1 ===== Cumulant fit. 2 ===-- Cumulant fit. 3
[PROMEDIO | DESV. EST
Hydrodynamic diameter 8,95 nm 0,07 nm
Polydispersity index 0,07 0,00

|Polydisperse-Moderate |

Intercept g12 R

ELIABLE

Baseline R

ELIABLE

Mean intensity

ENOUGH signal




Reactivo: Agua Mili Q

|Po|ydisperse—M0derate |

Intercept g1?

WEAK Scaterring

Baseline

UNRELIABLE

Mean intensity

WEAK Scaterring

Distribucién Tamaiio de Particula: Correlation Function-Total:
Agua Mili Q Agua Mili Q
— 8 = 2
X =
S £15
(1}
4 3 1
g2 £
a 3
£ 0 +— e e e “05 + T T T \
1 10 100 1000 10000 % 0,0000001 0,00001 0,001 0,1 10
Tamaiio de particula [nm] Delay time [s]
——Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm] —g2(1) —g2(2) —g2(3)
——Particle diameter3[(nm} || ====- Cumulant fit. 1 ====- Cumulant fit, 2 ====- Cumulant fit. 3
[PROMEDIO | DESV. EST|
Hydrodynamic diameter 825,69 nm 585,63 nm
Polydispersity index 0,34 0,52
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Apeéndice S. Distribucion de tamafio de particula mediante DLS de los tratamientos para la

sintesis de CuNps.

Prueba 1:
Distribucién Tamaiio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
CuNps 1.1 CuNps 1.2
_10 _10
kS kS
s 5 T 5
3 3
3 @
£ 0+ . — NN - N SR W - —
1 10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Tamafiio de particula [nm] Tamafio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm]
—— Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
Prueba 2:
Distribucion Tamafio de Particula: Distribucion Tamafio de Particula:
CuNps 2.1 CuNps 2.2
=8 .10
z4 3 5
1 10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamafio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm] —— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] —— Particle diameter 3 [nm]
Prueba 3:
Distribucion Tamaiio de Particula: Distribucion Tamario de Particula:
CuNps 3.1 CuNps 3.2
-8 .8
= 6 £ 6
T ©
g4 L4
5 'S
£0 4 T e — ST £0 4 T L B RS e e R Rl m
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm] —— Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]




Prueba 4:
Distribucién Tamaiio de Particula: Distribucién Tamaiio de Particula:
CuNps 4.1 CuNps 4.2
—_— 8 —_— 8
X6 i
kS kS
s4 s 4
@ @
g 2 G2
Eo 4 s \ £ o —m—"Frrm A
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
Prueba 5:
Distribucién Tamaiio de Particula: Distribucién Tamaiio de Particula:
CuNps 5.1 CuNps 5.2
R £6
® B
54 g4
@ i
g 2 g2
Eo f—mrrrrm—m et A———rr Eo
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm] —— Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] —— Particle diameter 3 [nm]
Prueba 6:
Distribucion Tamaiio de Particula: Distribucién Tamaiio de Particula:
CuNps 6.1 CuNps 6.2
=6 _.6
- 4 S 4
1] o]
= ]
22 22
[ I
Eo sy e £o0 4 > T : !
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamafio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm)]
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Prueba 7:
Distribucién Tamaiio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
CuNps 7.1 CuNps 7.2
-0 6
54 /\ T 4
[} I ©
%2 / \ /\ 32 /\
c <
[ (7]
gL LN AN N LN
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamafio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] —— Particle diameter 2 [nm] —— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm]
Particle diameter 3 [nm] Particle diameter 3 [nm]
Prueba 8:
Distribucion Tamaiio de Particula: Distribucién Tamario de Particula:
CuNps 8.1 (75%) CuNps 8.2
-8 _.8
b 6 £ 6
3, P
g2 / "QY s 2
Eol — A // T =) . N/
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamafio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm]
Particle diameter 3 [nm] Particle diameter 3 [nm]
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Nota: Todos los parametros de los tratamientos cumplieron con los requisitos minimos

establecidos y sus mediciones son aprobadas. Aunque las muestras fueron diluidas para

verificar la independencia de la concentracion respecto al tamafio de particula, al disminuir

este parametro no fue posible para el equipo el realizar una medicion valida, por lo que se

decidié mantener la concentracion maxima (100%) de estas soluciones coloidales para

realizar esta caracterizacion. *El equipo realiza tres (3) de cada una de estas mediciones

para (1) una misma muestra.



222

Apéndice T. Analisis de Disefio Factorial Fraccionado del Tamafio de particula hidrodinamico

para la Sintesis de CuNps

Graficas de residuos para Tamano Hidrodinamico [nm]

Porcentaje
w
g
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w el -
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o e, . Estructura de alias
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o
3 B+ ACD
& C+ ABD
D + ABC
AB + CD
0 1234567 8911121311516 AC+BD
Residuo Orden de observacion AD + BC
Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Tamano Hidrodinamico [nm]; « = 0,05)
Término 2,306
Factor MNombre
B A Sal CuSO4 [mMol]
B % Extracto [ov/v]
C pH
C D tr [min]
AC
D
AB
AD
A

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5
Efecto estandarizado
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Apeéndice U. Distribucion de tamafio de particula mediante DLS de los tratamientos para la

sintesis de AgNps.

Prueba 1:

Distribucion Tamafio de Particula:
AgNps 1.1 (25%)

Distribucion Tamario de Particula:
AgNps 1.2 (25%)

.8 .8
R X
® ®
©4 ©4
22 22
i i
o0+ Gass T 0+ . T T !
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
Prueba 2:
Distribucién Tamafio de Particula: Distribucién Tamario de Particula:
AgNps 2.1 (20%) AgNps 2.2 (20%)
=8 _8
X6 X6
3 3
s4 g4
22 22
[ I
1 10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
Prueba 3:
Distribucién Tamafio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
AgNps 3.1 (20%) AgNps 3.2 (10%)
-8 -8
R L6
B B
g4 ©4
22 2
I [
Eo+ e n Eo A T T . i
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]




Prueba 4:
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Distribucién Tamafio de Particula: Distribucion Tamafio de Particula:
AgNps 4.1 (10%) AgNps 4.2 (10%)
=8 _8
L6 X
E E;
24 &4
22 22
[ [
£ 0 +—— e E 0 +— e
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafiio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm)]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
Prueba 5:
Distribucion Tamaiio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
AgNps 5.1 (10%) AgNps 5.2 (10%)
=8 _8
L6 X
E E;
24 &4
22 2
[ [
E0+— B0 e
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamaifio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm)]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
Prueba 6:
Distribucién Tamafio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
AgNps 6.1 (1%) AgNps 6.2 (1%)
_ 10 _8
£ L6
% 3
s ° 4
2 22
[ I
E 04— w2 e o0
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm]
——Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
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Prueba 7:
Distribucion Tamafio de Particula: Distribucion Tamaiio de Particula:
AgNps 7.1 (10%) AgNps 7.2 (10%)
.8 .8
S 6 £ 6
B 4 /\ B 4
T b=l
22 / \ 22 :
€0+ e «ENNE—— I e —— s
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamafio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] — Particle diameter 2 [nm]
Particle diameter 3 [nm] Particle diameter 3 [nm]
Prueba 8:
Distribucién Tamaiio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
AgNps 8.1 (1%) AgNps 8.2 (1%)
8 8
X = \
-1
s 4 2
i ‘@
€2 \ c 2
g \ 2
£0 T P 0~ A T T T
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
——Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm]
Particle diameter 3 [nm] Particle diameter 3 [nm]

Nota: Todos los parametros de los tratamientos cumplieron con los requisitos minimos
establecidos y sus mediciones son aprobadas. La concentracién indicada el titulo de cada
imagen representa el valor de este parametro en el cual se demuestra la independencia de la

concentracion respecto al tamafio de particula. El equipo realiza tres (3) de cada una de estas

mediciones para (1) una misma muestra.
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Apéndice V. Andlisis del Disefio Factorial Fraccionado del Tamafio de particula
hidrodinamico para la Sintesis de AgNps

Gréficas de residuos para Tamano Hidrodinamico AgNps [nm]

Gréfica de probabilidad normal vs. ajustes
10
.
L]
5 .
% 0 . ¢ | Estructura de alias
Fo s R B
5 & . . Factor Nombre
-5 . A Sal CuSO4 [mMol]
hd B % Extracto [Y%v/v]
10
50 100 150 200 C pH
Residuo Valor ajustado D tr [min]
Histograma vs. orden Alias
60 10 Allas
| + ABCD
. 45 A+ BCD
% E B + ACD
g i C + ABD
I
15 D + ABC
AB + CD
R 4 0 4 8 M i s sscirsenmnunusnw ACHBD
Residuo Orden de observacién AD + BC

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Tamano Hidrodinamico AgNps [nm]; o = 0,05)

Término
Factor Nombre
c A Sal CuS04 [mMol]
B % Extracto [ov/v]
C pH
A D tr [min]
AD
B
AC
D
AB

0 5 10 15 20 25 30
Efecto estandarizado



Grafica de interaccion para Tamano Hidrodinamico AgNps [nm]

150

100+

50

Sal Cu504 [m * % Extracto

Medias ajustadas

Sal Cus04 [m ™ pH

% Extracto [* pH

150+

100+

EQ

150

Media de Tamano Hidrodinamico AgNps [nm]

100

50

[ .
Sal CuS04 [m * tr [min] % Extracto [ * tr [min] pH * tr [min]
[ ]
-
-
-
-

G
[

T T T T
1 10 25 75 12

Sal Cuso4 [m % Extracto [ pH

—e—
— W -

—a—
— -

—a—
— -

% Extracto [
25,0
75,0

pH
4,0
12,0

tr [min]
30,0
120,0
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Nota: Los recuadros vacios en la gréfica de interaccion representan las interacciones que

formaron estructuras de alias y no pueden ser identificadas en el disefio factorial

fraccionado.
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Apéndice W. Distribucion de tamafio de particula mediante DLS de los tratamientos para la

sintesis de nanoparticulas metalicas de CuAgNps.

Prueba 1:
Distribucién Tamafio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
CuAgNps 1.1 (50%) CuAgNps 1.2 (50%)
=8 _.8
N X
=6 =6
® B
T4 s 4
2 2
@2 o 2
H €
=0+ T ——— A e o =0 T T T |
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm] —— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm]
—— Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
Prueba 2:
Distribucién Tamano de Particula: Distribucion Tamafio de Particula:
CuAgNps 2.1 (50%) CuAgNps 2.2 (50%)
— 10 .8
3 =L
5 S4
2 2
2 g2
= 04 s ! . . o4 —, | | |
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm]
—— Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
Prueba 3:
Distribucién Tamafio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
CuAgNps 3.1 (50%) CuAgNps 3.2 (50%)
_10 _8
3 36
T 5 34
5 2
[} o 2
H €
- 0+ T T T \ =0 e T
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000

Tamaiio de particula [nm]

—— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm]

—— Particle diameter 3 [nm]

Tamaiio de particula [nm]

——Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm]

——Particle diameter 3 [nm]




Prueba 4:
Distribucion Tamaiio de Particula: Distribucién Tamaiio de Particula:
CuAgNps 4.1 (50%) CuAgNps 4.1 (50%)
T 4 < 4
© [}
= =]
22 22
k] I
5 €
=0+ L o e e B R — T e =0+ L e e e e —r—T T e S RRLI]
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm] —— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm]
—— Particle diameter 3 [nm] —— Particle diameter 3 [nm]
Prueba 5:
Distribucién Tamafio de Particula: Distribucién Tamafio de Particula:
CuAgNps 5.1 (10%) CuAgNps 5.2 (10%)
—_ 8 —_ 6
X X
3. 3
34 b=
2 22
g2 g
[
=04 ' ; : . £o ! ; .
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafiio de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm] —— Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm]
—— Particle diameter 3 [nm] —— Particle diameter 3 [nm]
Prueba 6:
Distribucién Tamano de Particula: Distribucién Tamaiio de Particula:
CuAgNps 6.1 (10%) CuAgNps 6.2 (10%)
=8 _8
X X
3 3¢
34 sS4
2 2
g2 g2
T 0 ——— A rrrrr— e =0 +—— e et
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamafio de particula [nm] Tamafio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm] —Particle diameter 2 [nm]
—— Particle diameter 3 [nm] ——Particle diameter 3 [nm]
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Prueba 7:
Distribucién Tamafio de Particula: Distribuciéon Tamafio de Particula:
CuAgNps 7.1 (10%) CuAgNps 7.2 (10%)
N 2
=6 =6
] k:
24 24 /\
2 2
£ 0\ :: _/ \
EJE BT~ W W — I B TS N —
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Tamaiio de particula [nm] Tamafio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm] ——Particle diameter 2 [nm] ——Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm]
Particle diameter 3 [nm] Particle diameter 3 [nm]
Prueba 8:
Distribucién Tamafio de Particula: Distribucién Tamaiio de Particula:
CuAgNps 8.1 (10%) CuAgNps 8.2 (10%)
1 e 3 A
[} 1] \
T 4 T4
g2 / \ g2 J \\
£ £
0 =TT — T 0+ T —r 1
10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamario de particula [nm] Tamaiio de particula [nm]
—— Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm] —— Particle diameter 1 [nm]——Particle diameter 2 [nm]
Particle diameter 3 [nm] Particle diameter 3 [nm]

Nota: Todos los parametros de los tratamientos cumplieron con los requisitos minimos
establecidos y sus mediciones son aprobadas. La concentracién indicada el titulo de cada
imagen representa el valor de este parametro en el cual se demuestra la independencia de la

concentracion respecto al tamafio de particula. El equipo realiza tres (3) de cada una de estas

mediciones para (1) una misma muestra.
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Apéndice X. Anadlisis del Disefio Factorial Fraccionado del Tamafio de particula
hidrodinamico para la Sintesis de CuAgNps

Graficas de residuos para Tamano Hidrodinam. CuUAgNps [nm]

Gréfica de probabilidad normal vs. ajustes
20

@
=

e
=]
=]

* Estructura de alias
50

Residuo
o
|
|
i
i
|
|
|
I
|
i
i
|
|
|
I
I
i
|
|
|
|
;
L
|
|
i
i
|
|
|
|
I
|
i
i
|
|
|
I
i

Factor Nombre
. E A Sal CuSO4 [mMol]
. B % Extracto [%v/v]

-20 10 0 10 20 200 250 300 3s0 C pH
Residuo Valor ajustado D tr [min]

Porcentaje

Histograma vs. orden Alias

| + ABCD
A+ BCD
B + ACD
C + ABD
D + ABC
AB + CD

0 i i asciesnnneiunse ACTED
Residuo Orden de cbservacién AD + BC

Frecuencia
Residuo

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Tamano Hidrodinam. CuAgNps [nm]; « = 0,05)

Término 2,31
Factor Nombre
c A Sal CuS04 [mMol]
B % Extracto [ov/v]
C pH
B D tr [min]
AD
AC
AB
D
A

Efecto estandarizado



Grafica de interaccion para Tamano Hidrodinam. CuAgNps [nm]

3007

Media de Tamano Hidrodinam. CuAgNps [nm]

200

250

Sal CuS04 [m * % Extracto
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Sal Cus04 [m ™ pH

% Extracto [ pH

300

250

200

T

250

-—_— a
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% Extracto [
25,0
750

pH
40
12,0

tr [min]
30,0
120,0

Nota: Los recuadros vacios en la gréfica de interaccion representan las interacciones que

formaron estructuras de alias y no pueden ser identificadas en el disefio factorial

fraccionado.
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Apéndice Y. Grafica de optimizacion de variables y modelos matematicos para la

maximizacion de

la presencia de nanoparticulas y minimizacion de tamafio de particula de las

soluciones coloidales.

CuNps

Optimal
D: 0.6864 Cur
Low

Composite
Desirability
D: 06864

Tamafio H

Minimum
y = 533,1032
d =0,50111

Abs. Max

Maximum
y = 05710
d = 0,94017

Sal [mMa YaExtract pH tr [min]
10,0 750 12,0 120,0

[10,0] [75.0] [12,0] [120,0]
1.0 250 40 30,0

Ecuacidn de regresion de Absorbancia:

Abs. Max CuNps (500-600 nm) = -0,0032 - 0,05147 Sal [mMol] + 0,000759 %Extracto + 0,01226 pH

S R-sqg

- 0,000629 tr [min] + 0,000411 Sal [mMol]*%Extracto
+ 0,002427 Sal [mMol]*pH + 0,000301 Sal [mMol]*tr [min]

R-sqg(adj) R-sq(pred)

0,0376456 97,58%

Ecuacion de regre

95,46% 90,31%

sion de Tamario de particula:

Tamario Hidrodindmico CuNps [nm] = 401 - 25,8 Sal [mMol] + 4,44 %Extracto - 31,7 pH

+ 0,71 tr [min] - 0,144 Sal [mMol]*%Extracto
+ 3,11 Sal [mMol]*pH + 0,073 Sal [mMol]*tr [min]

S R-sqg R-sqg(adj) R-sq(pred)

151,975 60,94%

26,77% 0,00%
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AgNps
Optimal Salﬂ[{r)ngﬂo %E;;rgd 1pEH0 t; éngig]
. igl ! i , '
DEOEEEE e (10,01 7501 [120] [120,0]
Low 1,0 25,0 40 30,0
o
Composite /
Desirability
D: 0,8545

Tamafio H \
Minimum | _ |l __ _ _ T L

y=113,7109
d = 0.64767

Abs. Max /

Maximum
y = 114,760
d = 098148

Ecuacidn de regresion de Absorbancia:

Abs. Max AgNps (400-450 nm) = 1,14 - 9,908 Sal [mMol] - 0,0073 %Extracto + 0,874 pH
-0,0332 tr [min] + 0,06430 Sal [mMol]*%Extracto
+ 0,9466 Sal [mMol]*pH + 0,03744 Sal [mMol]*tr [min]

S R-sq R-sqg(adj) R-sq(pred)
1,81978 99,88%  99,78% 99,53%

Ecuacion de regresion de Tamario de particula:

Tamafio Hidrodinamico AgNps [nm] = 244,72 - 4,29 Sal [mMol] - 0,2394 %Extracto - 12,861 pH
- 0,2472 tr [min] - 0,0422 Sal [mMol]*%Extracto
+ 0,5531 Sal [mMol]*pH + 0,06588 Sal [mMol]*tr [min]

S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)
5,55925 99,30% 98,68% 97,19%




CuAgNps
Optimal 100 750 20 200
i ig| ;| | , ;|
D: 0,9200 Cur [10,0] [75,0] [12,0] [120,0]
Low 1.0 250 40 30,0
S
Composite
Desirability
D: 0,9200
Tamano H
Minimum
y = 206,390
d=084%87 ~—— - - — - -~~~ T 7'
Abs. Max
Maximum
y = 41,5048
d = 0,99585

Ecuacidn de regresion de Absorbancia:

Abs. Max CuAgNps (400-600 nm) = 0,51 - 2,755 Sal [mMol] - 0,0168 %Extracto + 0,354 pH
- 0,0084 tr [min] + 0,01322 Sal [mMol]*%Extracto
+ 0,4090 Sal [mMol]*pH + 0,00630 Sal [mMol]*tr [min]

S R-sg R-sg(adj) R-sq(pred)
1,32241 9961%  99,27% 98,45%

Ecuacion de regresion de Tamario de particula:

Tamano Hidrodinam. CuAgNps [nm] = 253,6 + 2,98 Sal [mMol] + 1,034 %Extracto - 12,06 pH
+ 0,493 tr [min] - 0,0645 Sal [mMol]*%Extracto
+ 0,432 Sal [mMol]*pH - 0,0604 Sal [mMol]*tr [min]

S R-sg R-sqg(adj) R-sq(pred)
13,6238 95,84% 92,21% 83,38%

235



236

Apéndice Z. Ecuacion para la determinacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento

microbiano.

o (a —b)
% Inhibicion =1 —|-———= | * 100

(c—d)
Donde “a” corresponde a la absorbancia del pozo que contiene al microorganismo evaluado
con la concentracion determinada para el tratamiento en la hora final, “b” corresponde a la
absorbancia del pozo que contiene al microorganismo evaluado con la concentracion
determinada para el tratamiento en la hora inicial, “c” corresponde a la absorbancia del control
de crecimiento microbiano en la hora final y “d” corresponde a la absorbancia del control de

crecimiento microbiano en la hora inicial.

Por otro lado, se considera al % Viabilidad = (100% — % Inhibicion)



