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Resumen 

El propósito de esta investigación fue analizar el efecto de las nanopartículas de plata 

(AgNPs), en la reducción de bacterias del afluente de la planta de tratamiento de aguas 

residuales (PTAR) ubicada en el distrito de San Jerónimo, departamento de Cusco.  

Se prepararon extractos de Queñua en %p/p al 10% ,por maceración usando como solvente 

agua destilada y mezclas hidroetanólicas de etanol 96º en concentraciones de 50% y 70% 

en %v/v. Se determinaron los compuestos fenólicos totales en los extractos por el método 

de Folin Ciocalteu, revelando una mayor presencia en los extractos hidroetanólicos. Las 

AgNPs se obtuvieron mediante biosíntesis verde, proceso que consistió en someter una 

solución de AgNO3 0.1M con los diferentes extractos en una relación de 1:3, a una 

velocidad de agitación de 350 rpm durante 24 horas. Se estudió la influencia de la 

temperatura, pH de biosíntesis y cantidad de etanol en el extracto de Queñua en el tamaño 

de las AgNPs. La caracterización de AgNPs se realizó por espectrometría UV-visible, las 

cuales presentaron espectros de absorción en un rango de 400 nm – 420 nm. Además, se 

estudió su estabilidad durante 11 semanas; al cabo de este tiempo se midieron los tamaños 

hidrodinámicos de las AgNPs a través de la técnica de dispersión de luz dinámica. Los 

resultados indican que con extracto acuoso a una temperatura de 20 ºC y pH de 10 son las 

mejores condiciones de replicación, obteniendo un tamaño hidrodinámico de 58.68 nm.  

Finalmente se determinó el efecto antibacteriano con diferentes dosis de AgNPs en 500 mL 

de agua residual, que contenían coliformes totales y coliformes termotolerantes igual 33 x 

106 NMP/100 mL. Los resultados demostraron que todas las dosis de AgNPs eliminaron el 

100% de las bacterias, con lo cual queda evidenciado el efecto antibacteriano de las AgNPs.  

Palabras clave: extracto de Queñua, biosíntesis, nanopartículas de plata, coliformes 

totales.  
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Abstract 

The purpose of this research was to analyze the effect of silver nanoparticles (AgNPs) on 

the reduction of bacteria in the influent of a wastewater treatment plant (WWTP) located 

in the district of San Jerónimo, Cusco department.  

Extracts of Queñua were prepared at 10% w/w by maceration using distilled water and 

hydroethanolic mixtures of 96% ethanol at concentrations of 50% and 70% v/v. Total 

phenolic compounds were determined in the extracts using the Folin-Ciocalteu method, 

revealing a higher presence in the hydroethanolic extracts. AgNPs were obtained through 

green biosynthesis, which involved subjecting a 0.1 M AgNO3 solution to the different 

extracts in a 1:3 ratio, with agitation at 350 rpm for 24 hours. The influence of 

temperature, biosynthesis pH, and ethanol quantity in the Queñua extract on the size of 

the AgNPs was studied. Characterization of AgNPs was carried out by UV-visible 

spectrometry, showing absorption spectra in the range of 400 nm – 420 nm. Additionally, 

their stability was studied over 11 weeks, and the hydrodynamic sizes of the AgNPs were 

measured using dynamic light scattering. The results indicate that the best replication 

conditions were obtained with the aqueous extract at a temperature of 20 ºC and pH of 10, 

resulting in a hydrodynamic size of 58.68 nm.  

Finally, the antibacterial effect was determined using different doses of AgNPs in 500 mL 

of wastewater containing total coliforms and thermotolerant coliforms at 33 x 106 

MPN/100 mL. The results demonstrated that all doses of AgNPs eliminated 100% of the 

bacteria, thus evidencing the antibacterial effect of the AgNPs.  

Keywords: Queñua extract, biosynthesis, silver nanoparticles, total coliforms. 
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1.1.  Introducción 

Según Serena (2010), la nanotecnología se puede definir como la investigación científica y 

el desarrollo tecnológico que permiten entender, a nivel atómico y molecular, todos los 

fenómenos que ocurren en la nanoescala. El objetivo de esta disciplina es utilizar dicho 

conocimiento para crear estructuras, materiales, dispositivos y sistemas de complejidad 

creciente, los cuales presentan nuevas propiedades y realizan funciones innovadoras debido 

al reducido tamaño de sus componentes. 

Las nanopartículas de plata (AgNPs), han despertado un gran interés debido a su 

excepcional protección contra una amplia gama de microorganismos, así mismo poseen 

propiedades únicas lo que resalta sus aplicaciones en varios campos, como la biomedicina, 

la administración de fármacos, el tratamiento del agua, la agricultura entre otros. Las 

AgNPs sintetizadas mediante técnicas fisicoquímicas como la reducción química, la 

radiación gamma, métodos electroquímicos, la ablación con láser, uso de autoclaves, la 

reducción por microondas y la fotoquímica son métodos efectivos, pero tienen limitaciones 

como el uso de químicos peligrosos, altos costos de operación y requerimientos de energía. 

(Sista et al., 2016) 

Teniendo en cuenta las desventajas de los métodos fisicoquímicos para la obtención de 

nanopartículas; las alternativas con menor impacto ambiental emplean menores costos de 

producción, y uno de estos métodos es la síntesis biológica o biosíntesis de nanopartículas 

en medio acuoso (no tóxico).  

La contaminación microbiológica en el agua es un problema ambiental de gran importancia 

debido a su impacto en la salud pública y en el medio ambiente. Las plantas de tratamiento 

de aguas residuales (PTAR) son una solución para reducir la contaminación en los 
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afluentes, sin embargo, los microorganismos patógenos pueden sobrevivir y transmitirse en 

las aguas tratadas, lo que puede representar un riesgo para la salud humana y el medio 

ambiente. 

Por lo tanto, el objetivo general de esta investigación fue determinar en qué medida las 

AgNPs obtenidas mediante biosíntesis con extracto de Queñua ejercen actividad 

antibacteriana en el afluente de la PTAR-Cusco. 

En este contexto, la biosíntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) se presenta como una 

alternativa prometedora para la eliminación de microorganismos en aguas residuales debido 

a su actividad antibacteriana. Además, la biosíntesis de AgNPs utilizando extractos 

vegetales representa una opción sostenible y respetuosa con el medio ambiente. 

La metodología incluyó la biosíntesis de AgNPs mediante la reducción química utilizando 

diversos tipos de extracto de Queñua, modificando el pH y temperatura de biosíntesis. La 

caracterización de las AgNPs obtenidas fue mediante técnicas de espectroscopia UV-

visible, microscopía electrónica de barrido, dispersión de luz dinámica, difracción de rayos 

X, potencial Z, y la evaluación de su actividad antibacteriana mediante la existencia de 

coliformes totales y termotolerantes (E. coli) en el afluente de la PTAR de Cusco. 

Los resultados obtenidos demostraron que las AgNPs biosintetizadas utilizando extracto de 

Queñua tienen una alta actividad antibacteriana y son eficaces en la eliminación de 

microorganismos patógenos en el afluente de la PTAR de Cusco. 
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1.2.  Planteamiento del Problema 

1.2.1. Definición del Problema 

La contaminación del agua es uno de los problemas ambientales más importantes que 

enfrenta la humanidad. En la actualidad, el tratamiento de aguas residuales es una 

necesidad imperante en todo el mundo, especialmente en áreas urbanas y periurbanas en 

países en desarrollo. En este contexto, la utilización de nanopartículas de plata, se presenta 

como una alternativa prometedora para la eliminación de bacterias y otros microorganismos 

en el agua residual. 

En la ciudad del Cusco, el tratamiento de las aguas residuales se lleva a cabo mediante la 

Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) – San Jerónimo, la cual utiliza 

procesos físicos, químicos y biológicos para eliminar contaminantes del agua residual. A 

pesar de los esfuerzos realizados para mejorar el tratamiento de aguas residuales en la 

PTAR, todavía existen desafíos en la eliminación de microorganismos patógenos, lo que 

representa un riesgo para la salud pública y el medio ambiente. 

En Cusco, la contaminación ambiental ha aumentado significativamente por diferentes 

actividades industriales, agrícolas, urbanas y domésticas, aumentando así la concentración 

de bacterias en diferentes ecosistemas, como se puede evidenciar en la cuenca del rio 

Huatanay y en sus diferentes vertientes, donde los estudios realizados muestran altos 

niveles de contaminación por patógenos bacteriológicos. La aplicación de nuevos procesos 

con nanotecnología es una solución potencial para su aplicación en el tratamiento de aguas 

residuales para mejorar la calidad del efluente y para el reusó del agua en un futuro. Con el 

desarrollo de la nanotecnología, se podrían potenciar técnicas usadas actualmente en el 

tratamiento de aguas como la floculación, coagulación y desinfección. 
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En este contexto, la biosíntesis de nanopartículas de plata utilizando extracto de Queñua 

como agente reductor y estabilizador, se presenta como una alternativa eficaz y sostenible 

para mejorar el tratamiento de aguas residuales en la PTAR. 

1.2.2. Formulación del Problema 

Problema general  

 ¿En qué medida las nanopartículas de plata obtenidas mediante biosíntesis con 

extracto de Queñua ejercen actividad antibacteriana en el afluente de la PTAR – 

Cusco? 

Problemas específicos  

 ¿Cuál es el contenido de fenoles totales en los extractos acuosos e hidroetanólicos 

de Queñua?  

 ¿Cómo influye la temperatura, pH de biosíntesis y el tipo de extracto en el tamaño 

de las nanopartículas de plata? 

 ¿Cuáles son las características de las nanopartículas de plata, mediante 

espectrofotometría UV-visible, DLS, SEM, Potencial Z y EDX? 

 ¿Cuál es la capacidad antibacteriana de las nanopartículas de plata en el afluente de 

la PTAR - Cusco?  

1.3. Justificación 

La justificación de esta investigación se basa en la necesidad de encontrar soluciones 

sostenibles y eficaces para la eliminación de microorganismos patógenos en aguas 

residuales.  

El uso de nanopartículas de plata biosintetizadas con extracto de Queñua podría representar 



6 
 

 

una alternativa viable y respetuosa con el ambiente para reducir la contaminación 

microbiológica en los afluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales.  

Además, esta investigación busca contribuir al conocimiento de los procesos de biosíntesis 

de nanopartículas, así como al desarrollo de tecnologías innovadoras y sostenibles para la 

eliminación de contaminantes en el agua. 

1.4.  Objetivos de la investigación  

1.4.1. Objetivo general  

 Evaluar la actividad antibacteriana de las nanopartículas de plata sintetizadas 

mediante biosíntesis utilizando extracto de Queñua, en el afluente de la Planta de 

Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) - Cusco 

1.4.2. Objetivos específicos  

 Determinar los fenoles totales en los extractos acuosos e hidroetanólicos de Queñua 

mediante el método de Folin Ciocalteu. 

 Evaluar la influencia de la temperatura, pH de biosíntesis y el tipo de extracto en el 

tamaño de las nanopartículas de plata obtenidas. 

 Caracterizar las nanopartículas de plata mediante espectrofotometría UV-visible, 

DLS, SEM, Potencial Z y EDX. 

 Determinar la capacidad antibacteriana de las nanopartículas de plata en el afluente 

de la PTAR – Cusco. 
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2.1.  Antecedentes  

Aragón (2020), sintetizó nanopartículas de plata usando como precursor metálico el AgNO3 

y como agente reductor Té verde y desechos de Té de rubio de la localidad de Huayopata, 

La Convención, Cusco. Realizo la caracterización de las nanopartículas de plata por UV-

visible, microscopio electrónico de barrido, análisis por dispersión de energía de rayos X, y 

microscopia electrónica de transmisión; observó que las nanopartículas eran de forma 

hexagonal con bordes truncados. Para la segunda etapa de su investigación utilizó la matriz 

de arcilla Chak’o-Ag calcinándola a 400°C. En la tercera etapa sintetizó Ag/arcilla y 

Ag/arcilla-Té verde, evaluando parámetros de concentración del precursor y extracto 

acuoso, pH, relación Ag+ /arcilla, donde obtuvo que el composite Ag/arcilla a pH ácido 

tuvo menor tamaño; mientras que el composite Ag/arcilla-Té verde básico y Ag/arcilla-Té 

verde-ácido presentaron diversas formas y tamaños, siendo más estable la Ag/arcilla-Té 

verde a pH básico. Finalmente evaluó la actividad antimicrobiana de las AgNPs sobre E. 

Coli (ATCC 51813) y la actividad catalítica de las AgNPs en la degradación del colorante 

azoico azul de Metileno en medio acuoso. El resultado de esta investigación sugiere que la 

aplicación de AgNPs en solución coloidal como agente antibacteriano contra E. Coli y 

degradación de azul de metileno en medio acuoso y al estar en una matriz de arcilla permite 

su mayor estabilidad y su liberación prolongada, presentando inhibición bacteriana y 

degradación de azul de metileno. 

 

Cumbal et al., (2017). En su artículo científico “Green synthesis of silver nanoparticles 

using Andean blackberry fruit extract”, realizaron la síntesis de las AgNPs utilizando 

extractos de mora andina el cual cumplió la función de agente reductor y estabilizante. El 
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agente precursor fue AgNO3 al 99%, con el que se preparó 10 mL de una solución al 0.001 

M con agua desionizada, el agente reductor la mora andina se pesó 5 g y se calentó en 50 

mL de agua desionizada durante 60 min a una temperatura de 62 ºC – 65 ºC, el color 

característico rojo de la mora se filtró con papel Whatman. Para la síntesis se mezcló 1 mL 

de agente reductor con solución de AgNO3 al 0.001 M y se mantuvo a 25 ºC. La síntesis 

verde de AgNPs se confirmó por la aparición de una solución de color naranja amarillento 

con el transcurso del tiempo. Las AgNPs sintetizadas se caracterizaron por UV-visible, 

microscopía electrónica de transmisión, dispersión dinámica de luz, difracción de rayos X y 

espectroscopia infrarroja transformada de Fourier. La formación de AgNPs se analizó 

mediante espectroscopia UV-vis a ÿ = 435 nm. Ellos sugieren que los grupos O-H y 𝐶 ≡ O 

se absorbieron en la superficie de las AgNPs y participaron en el procesos de reducción. 

 

Ticllacuri et al.,  (2019). En la tesis denominada “Caracterización de nanopartículas de 

plata obtenidas mediante síntesis biogénica usando extracto de Coffea arábica procedente 

de Satipo - Junín para uso antimicrobiano”. Obtuvieron nanopartículas de plata mediante un 

método sostenible con el medio ambiente donde usaron como agente precursor AgNO3 a 

cuatro concentraciones distintas. El agente reductor y estabilizador fue el extracto de pulpa 

de Coffea arábica a concentraciones de 2 x 104 ppm, 1 x 104 ppm y 0.5 x 104 ppm, la 

síntesis se realizó a temperatura ambiente y a 50 ºC. También realizaron la determinación 

de compuestos fenólicos del extracto de pulpa de Coffea arábica, dando como resultado 

127.5022𝑚𝑔 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔á𝑙𝑖𝑐𝑜(EAG)

 100 g de materia seca
 de compuestos fenólicos totales. Las nanopartículas 

de plata sintetizadas fueron caracterizados por Dispersión de Luz Dinámica (DLS) 

presentando tamaños en el rango de 11.6 nm a 52.18 nm, y por espectrofotometría UV-
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visible mostró presencia de plata en los rangos de longitud de onda de 390 a 430 nm de dos 

experimentos y de 370 nm a 380 nm de los demás. Las aplicaciones antimicrobianas de las 

nanopartículas de plata se realizaron en el agua de consumo de la población de San Juan de 

Corinto, por la técnica del número más probable para coliformes totales, obteniendo el 

valor de coliformes totales inicial de 240 NMP/100mL y después de la aplicación de las 

nanopartículas de plata, se vio una reducción de coliformes totales a un valor < 1,8 

NMP/100 mL, mostrando una actividad antimicrobiana. 

 

Talavera et al., (2018), quienes realizaron el artículo de investigación titulado “Aplicación 

del nanocomposito arcilla – caboximetilquitosano – nanopartículas de plata en filtros para 

el tratamiento de aguas de consumo de zonas rurales de Camaná, Arequipa”. Realizaron un 

filtro con un nanocomposito de arcilla-carboximetilquitosano-nanopartículas de plata, el 

cual usaron para eliminar bacterias y aniones en aguas de consumo humano. Las 

nanopartículas de plata se obtuvo por reducción del AgNO3 0.001 M, con 

carboximetilquitosano al 0,01 % y borohidruro de sodio 0.002 M como iniciador de la 

reducción. Realizaron filtros con arcilla y aserrín de madera como formador de poros, en la 

proporción de 2:1. Los filtros que obtuvieron se impregnaron con la dispersión coloidal de 

carboximetilquitosano-nanopartículas de plata, por inmersión durante 12 horas. En sus 

resultados concluyeron que se remueven: conductividad 84,03 %, sulfatos 85,48 %; 

cloruros 93,93 %, las bacterias coliformes fecales y coliformes totales se removieron en un 

100 %. Por lo que ellos confirman que el uso de nanopartículas de plata tienen un 

porcentaje de remoción significativo en la eliminación de aniones, en cuanto a bacterias 

coliformes totales y coliformes fecales se removieron en su totalidad. 

 



11 
 

 

Zuorro et al., (2019), presentó en su estudio, un enfoque de la producción de nanopartículas 

de plata a partir de extractos de residuos de arándano (BW) y residuos de grosella roja 

(RCW) utilizando etanol acuoso (50% v/v) a 40 °C. Se controló la formación de las 

nanopartículas mediante la medición de la intensidad de la banda de resonancia de plasmón 

superficial (SPR) de plata a través de espectrofotometría. Examinaron el efecto de la 

temperatura (20 ºC - 60 °C) y pH (8 - 12) en la cinética de la reacción y en las propiedades 

de las AgNP. Los resultados de la caracterización por XRD y DLS mostraron que las AgNP 

eran altamente cristalinas, con una estructura cúbica centrada en las caras y un diámetro 

hidrodinámico de 25 nm a 65 nm. El potencial Zeta varió de -35.6 a -20.5 mV. Las 

nanopartículas producidas a partir de BW eran más pequeñas y estables que las de RCW. El 

análisis cinético mostró que el pH óptimo para la producción de AgNP fue alrededor de 11. 

En general, lograron sintetizar AgNP utilizando extractos de residuos de frutos rojos e 

investigaron las variables de temperatura, pH y tipo de extracto. 

 

Behravan et al.,  (2019), realizaron una investigación sobre la síntesis verde de 

nanopartículas de plata utilizando extracto acuoso de hojas y raíces de Berberis vulgaris y 

su actividad antibacteriana. Después de la recolección, identificación y extracción de 

Berberis vulgaris, llevaron a cabo la producción de nanopartículas de plata. El estudio 

investigó los efectos de los parámetros como la concentración de AgNO3 (0,5, 1, 3, 10 

mM), extracto acuoso (3, 5, 10, 15, 30 mL) y tiempo de contacto (1, 2, 6, 12, 24 h) en la 

síntesis de nanopartículas, mencionan que al aumentar la concentración de AgNO3 aumenta 

la absorbancia, por lo tanto, se puede decir que al aumentar la concentración de AgNO3, los 

Ag+ se convierte en Ag0. Por lo tanto, aumenta la concentración de nanopartículas de 

plata. También observaron que al aumentar la concentración de AgNO3, el color marrón de 
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la solución se volvió espeso, lo que representa un aumento de la concentración de 

nanopartículas de plata en la solución. Además, estudiaron el efecto antibacteriano de estas 

nanopartículas sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus mediante pruebas de 

difusión en disco y prueba de concentración mínima inhibitoria. Las pruebas 

antibacterianas mostraron que estas nanopartículas tienen una mayor actividad 

antibacteriana que otros extractos. Los resultados demostraron que la biosíntesis de 

nanopartículas de plata utilizando extracto acuoso de Berberis vulgaris es un método 

limpio, económico y seguro en el que no se utilizó ninguna sustancia tóxica y, por lo tanto, 

no tiene efectos secundarios. Además, estas nanopartículas tienen una alta actividad 

antibacteriana. 

 

Moyo (2015), indica que el tamaño y la morfología de las nanopartículas se ven afectados 

directamente por el pH de la solución, reporta que aun aumentó del pH de la mezcla de 

reacción se observó un incremento en la absorbancia, lo cual podría deberse al aumento en 

la producción de nanopartículas de plata coloidal y la tasa de reducción de la sal 

precursora. También subraya que la observación visual muestra que la cantidad de 

nanopartículas dependía del valor del pH ya que la coloración de la mezcla de reacción se 

aceleró cuando se aumentó el pH. Finalmente indica que, a un pH ácido, se observaron 

nanopartículas de plata de gran tamaño, mientras que a pH más alto se formaron 

nanopartículas de pequeño tamaño muy dispersas. 

 

Covinich et al., (2020), en el capítulo 16 del libro sobre resultados económicos y de 

sustentabilidad en sistemas agrícolas, presentan los hallazgos de ensayos preliminares sobre 

la síntesis verde de nanopartículas de plata utilizando extractos de yerba mate (Ilex 
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paraguariensis). Observaron que los extractos obtenidos de los palos de la yerba mate, que 

presentan una menor concentración de principios activos reductores, generaron valores de 

absorbancia más bajos en comparación con los extractos de hojas. Además, reporaton que 

la longitud de onda de absorción máxima y su desplazamiento en función del tiempo de 

reacción pueden atribuirse a la resonancia plasmónica de las nanopartículas de plata. 

2.2.  Bases teóricas  

2.2.1.  Nanociencia y Nanotecnología  

La nanociencia ve la escala nanométrica estudiando las propiedades y los fenómenos que 

ocurren en ellos, (1 nanómetro =  1 × 10−9 𝑚 la mil millonésima parte de un metro).  

La nanotecnología es el diseño, caracterización y aplicación de estructuras, dispositivos y 

sistemas complejos mediante el control de la forma, el tamaño y las propiedades de la 

materia a escala manométrica, este término abarca un amplio rango de herramientas, 

técnicas y potenciales aplicaciones, algunos científicos encuentran más apropiado llamarlas 

nanotecnologías y entre las disciplinas se encuentra la química, la física, la biología, la 

medicina y la ingeniería, entre otras. (Uribe y Rodríguez, 2007) 

2.2.2. Nanomateriales  

Son materiales que contienen partículas con una o más dimensiones en la nano escala, es 

decir: desde aproximadamente 1 nm a 100 nm. 

Según el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (2015), un nanomaterial 

está dividido en dos: 

 Nano objeto. – pueden ser las partículas o las fibras, se dice que es un nano objeto 
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cuando se encuentra en una dimensión o una parte en la nano escala. 

 Materiales nanoestructurados. – se dice a aquellas que su estructura interna o 

superficial están en el tamaño nanométrico. 

En la Figura 2.1 se presenta un esquema representativo de los nanomateriales 

manufacturados. 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

Nota: Adaptado de Seguridad y Salud en el Trabajo con nanos materiales por Instituto 

Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo  (2015). 

2.2.3.  Nanopartículas  

La nanopartícula, es una partícula con tamaño, morfología y distribución que surgen como 

el resultado del tipo de obtención empleado y por encontrarse en la escala manométrica. 

(Rodríguez, 2012) 

La Agencia del Medio ambiente de los EE.UU. ha dividido en cuatro tipos de 

Figura  2.1  

Esquema representativo de nanomateriales manufacturados 
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nanopartículas según su componente principal, lo cual se observa en la Tabla 2.1. 

 
Tabla 2.1 

Tipos de nanopartículas 

TIPOS DE NANO 

PARTÍCULAS  
DESCRIPCIÓN 

Basados en Carbono  

Estos nanomateriales están compuestos mayoritariamente por carbono 

y suelen adoptar formas como esferas huecas, elipsoides o tubos, los 

que poseen forma elipsoidal o esférica se conocen como fullerenos, 

mientras que los cilíndricos reciben el nombre de nanotubos. 

Basados en metales 
Incluyen los puntos cuánticos, nanopartículas de oro y plata y óxidos 

metálicos como el dióxido de titanio. 

Dendrímeros 

Son polímeros de tamaño manométrico construidos a partir de 

unidades ramificadas, superficie con numerosos extremos de cadena y 

cavidades interiores en las que se pueden introducir otras moléculas 

como fármacos.  

Compuestos 
Combinan las nanopartículas con otras nanopartículas o con 

materiales de mayor tamaño para mejorar sus propiedades. 

Nota: Adaptado de Introducción a los Nanomateriales por Rodríguez Díaz del Castillo 

2012 y  Nanomateriales, Nanopartículas y Síntesis Verde por Marcela Garcés Gómez, 

2018, https://revistas.fucsalud.edu.co/index.php/repertorio/article/view/191/209.  

Las nanopartículas metálicas poseen propiedades que se determinan por su composición, 

tamaño y forma por ende se deben sintetizarlas con un método que pueda controlar esos 

parámetros, siendo estos en la actualidad más usados y con un gran potencial en los campos 

https://revistas.fucsalud.edu.co/index.php/repertorio/article/view/191/209
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de la industria, biotecnológica, industria farmacéutica y de salud, industria alimenticia y 

química, etc. (Ticllacuri y Travezaño, 2019) 

2.2.4.  Nanopartículas de plata  

Son los nanomateriales más utilizados en la actualidad; por el uso que se le puede dar como 

agentes antimicrobianos, obedeciendo a sus propiedades antibacterianas, anti fúngicas, 

antivirales, antiinflamatorias, anticancerígenas y antiangiogénicas. (Esquivel y Mas, 2021) 

Aplicaciones más citadas de las nanopartículas de plata: 

 Industria biomédica, medica – farmacéutica   

 Industria textil  

 Industria alimentaria y agrícola  

 Electrónica  

 Purificación de agua y tratamientos ambientales 

Los investigadores están buscando nuevos agentes antibacterianos y las AgNPs son 

candidatos prometedores por sus diferentes aplicaciones. (Nazeruddin et al., 2014) 

2.2.5.  Síntesis de nanopartículas  

Los métodos se pueden clasificar en tres categorías: síntesis física, síntesis química y 

síntesis biológica (o verde), estas conducen a distintos tamaños, morfología y estabilidad. 

Muchos de los efectos adversos de la síntesis de nanopartículas han sido asociados con la 

toxicidad de los métodos físicos y químicos, debido a la presencia de sustancias tóxicas 

absorbidas en la superficie de las AgNPs por ende una alternativa eco amigable, son los 

métodos biológicos que se han convertido en una importante rama de la nanotecnología, 

para la síntesis de nanopartículas utilizando microorganismos, enzimas, hongos y extractos 
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de plantas. (Garzón, 2018) 

Los métodos de producción de nanopartículas se clasifican como:  

 TOP-DOWN (de arriba hacia abajo)    

Durán et al., (2021), menciona que estos métodos  reducen el tamaño de agregación 

del material hasta llegar a un tamaño manométrico con un consumo considerable de 

energía y generan desperdicios, también incida que estos métodos es donde se usan 

reactivo químicos que podrían significar toxicidad para el medio, el más destacado 

es el método de molienda. Gómez (2013) menciona que los métodos más utilizados 

son: 

 Evaporación térmica 

 Depósito químico en fase vapor 

 Preparación de clúster gaseosos 

 Implantación de iones 

 Molienda  

 BOTTOM-UP (de abajo hacia arriba)  

Son aquellos que, a partir de átomos individuales, se van formando ensambles. 

El mecanismo de obtención y formación se da casi en forma general en dos etapas: 

primero la etapa de nucleación (los átomos requieren una energía alta para activarse 

y comenzar a unirse), la segunda etapa el en crecimiento, (poca energía de 

activación) y es donde se forman las nanopartículas  (Zanella, 2012). Sus métodos 

más utilizados son: 

 El método coloidal    

 Reducción fotoquímica y radioquímica   
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 Irradiación con microondas 

 Utilización de dendrímeros 

 Síntesis solvotermal 

 Método sol-gel 

 Síntesis biológica 

2.2.6.  Síntesis Biológica  

La síntesis biológica, síntesis verde o síntesis biogénica, es una técnica alternativa de 

bioproducción de material nanoparticulado metálico (Au, Ag, Fe y óxidos metálicos), y se 

basa en emplear como agente reductor y / o estabilizante extracto de plantas, hongos y 

bacterias, estas poseen características antioxidantes, que buscan ser amigable con el 

medioambiente porque es más ecológico, económico y por su simplicidad se puede obtener 

varias formas y tamaños de un nanomaterial, dejando atrás los problemas típicos de los 

métodos de síntesis químicos y físicos que utiliza materiales tóxicos como son los solventes 

y surfactantes, estos pueden afectar el medio ambiente, son más costosos, emplean mayor 

energía  y no poseen escalabilidad de producción del material. (Garzón, 2018) 

La síntesis biológica se divide en: 

 Síntesis biológica con bacterias  

 Síntesis biológica a partir de hongos  

 Síntesis biológica con extractos de plantas  

En los últimos años la tendencia en las investigaciones de obtención de AgNPs, es la 

utilización de extractos de plantas y hongos debido a su mayor rendimiento y su fácil 

manejo. (Esquivel y Mas, 2021).  
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 Síntesis biológica o biosíntesis con extractos de plantas. 

La síntesis utilizando extractos de plantas genera nanopartículas de forma, estructura y 

morfología bien definidas. En la Figura 2.2 se muestra el proceso de formación de las 

AgNPs. 

El requisito principal en la síntesis verde de AgNPs, es una solución de iones metálicos de 

plata y un agente biológico reductor.  

El uso de extractos de plantas para sintetizar nanopartículas es el método más rápido, 

sencillo, económico y brinda una mayor opción de manipulación de variables que la síntesis 

con microrganismos, también presenta ventajas como en controlar el tamaño de las 

nanopartículas variando la concentración de extracto vegetal, empleando sin necesidad de 

usar agentes surfactantes, estabilizantes o polímeros. (Esquivel y Mas, 2021) 

La síntesis de AgNP mediada por extractos de plantas generalmente se inicia mezclando el 

extracto con una solución de AgNO3. La reacción se confirma visualmente al observar el 

cambio de color en los recipientes, esto marca la formación de AgNPs. Cuando se 

menciona extracto de plantas es para referirse a que la preparación del extracto pudo ser 

con una parte especifica de la planta como hojas, tallos, flores, cortezas, frutos, pulpas y 

cáscaras, algunas plantas son conocidas por sus propiedades antioxidantes se encuentran 

presentes metabolitos que tienen propiedades reductoras como los compuestos fenólicos, 

entre otros. (Garzón, 2018) 

Según la planta o el material vegetal del que se haya extraído, el extracto vegetal 

comprende una variedad de productos químicos bioactivos. En general, tal como menciona 

Behravan et al., (2019), los extractos de plantas contienen flavonoides, terpenoides y 

fenoles; pero las proteínas, los glucósidos y los polisacáridos también están involucrados en 

la formación de nanopartículas. Los componentes funcionales de estos compuestos 
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bioactivos operan como agentes reductores y estabilizadores para la síntesis de 

nanopartículas. 

La reducción inicial de iones metálicos induce a la formación de centros de nucleación. 

Estos centros secuestran iones metálicos adicionales y también incorporan lugares vecinos 

de nucleación que conducen a la formación de nanopartículas. (Esquivel y Mas, 2021). 

Inicialmente, la nucleación de iones metálicos reducidos parte del estado de oxidación 

monovalente  o divalente. Inmediatamente después de esta etapa, hay un crecimiento 

regular de partículas adyacentes para formar nanopartículas más grandes a través de 

interacciones no covalentes que son termodinámicamente estables, mientras que el exceso 

de iones metálicos disminuye. (Shah et al., 2015) 

La progresiva agregación da lugar a múltiples formas y morfologías de nanopartículas tales 

como esferas, polígonos, alambres, etc. En la última etapa de síntesis, los extractos de 

plantas se utilizan para estabilizar y finalmente obtener una morfología energéticamente 

estable. (Sharma et al., 2022) 
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Nota: La formación de NPs empieza con la nucleación de los átomos de plata (clúster), 

seguido con una fase de agregación progresiva de clúster para dar lugar a la formación de 

AgNPs estables energéticamente. El color azul indica a los átomos de plata y el color 

violeta y verde son los bioactivos (polifenoles, terpenoides, flavonoides y alcaloides) de las 

moléculas que actúan como agentes reductores y de protección de átomos de plata. 

Adaptado de Green Route Synthesis and Characterization Techniques of Silver 

Nanoparticles and Their Biological Adeptness por Sharma et al., 2022, ACS Omega. 

Figura  2.2  

Pasos para la síntesis verde de nanopartículas de plata 
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Figura  2.3 

Resonancia de plasmón superficial de una nanopartícula 

2.2.7.  Resonancia de plasmones de superficie 

La resonancia de plasmones de superficie (SPR), son las oscilaciones colectivas de los 

electrones restringidos en pequeños volúmenes metálicos. Para que este fenómeno ocurra, 

la partícula tiene que ser mucho menor que la longitud de onda de la luz incidente (A. Cruz 

et al., 2011). En la Figura 2.3 se observa como el campo eléctrico oscilante de la luz 

incidente induce un dipolo eléctrico en la partícula desplazando a una parte de los 

electrones móviles deslocalizados en una dirección lejos del resto de la partícula metálica, 

generando así una carga neta negativa en un lado de la partícula. Como el resto de los 

núcleos y sus electrones internos no se han desplazado, constituyen una carga opuesta 

positiva. 

 

 

 

 

  

 

 

Nota: Adaptado de Nanopartículas Metálicas y Plasmones de Superficie: Una relación 

profunda por Cruz et al., 2011, Avances en Ciencias e Ingeniería.  

Prashant (2008), mencionan que la frecuencia de oscilación de la banda superficial de 

plasmón de resonancia es determinada por 4 factores: forma de la nanopartícula, diámetro 

del núcleo metálico, composición y medio circundante.  Cuando el radio de la 

nanopartícula es incrementado, entonces el dipolo de resonancia del plasmón gradualmente 
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se desplaza hacia el espectro rojo. Cuanto más próximas se encuentras las partículas se 

forman los ensambles (clúster) de NPs. En este caso, se observa un desplazamiento hacia el 

espectro rojo debido al acoplamiento entre la oscilación del plasmón y el campo de 

interacción de la partícula vecina. 

2.2.8.  Métodos de caracterización de nanopartículas metálicas 

En la Figura 2.4 se observa los diferentes métodos de caracterización de las nanopartículas 

metálicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Adaptado de Caracterización de nanopartículas de plata obtenidas mediante síntesis 

biogénica usando extracto de Coffea arábica procedente de Satipo - Junín para uso 

antimicrobiano por Ticllacuri et al., (2019).   

MÉTODOS DE CARACTERIZACIÓN DE 
NANOPARTÍCULAS METÁLICAS  

 

MÉTODOS DE 
CARACTERIZACIÓN 

FÍSICAS  

MÉTODOS DE 
CARACTERIZACIÓN 

QUÍMICAS  

 Difracción de rayos X 
(DRX) 

 Microscopía electrónica de 
 barrido (SEM) 

 Microscopía electrónica de  
Transmisión (TEM) 

 Dispersión de luz dinámica 
(DLS) 

 

 Espectroscopia ultravioleta y 
visible (UV-Visible) 

 Espectroscopia por dispersión 
de electrones (EDS) 

 Espectroscopía infrarroja          
(FTIR) 

 Potenciometría 
 El análisis termogravímetrico 

(TG) 
 

Figura  2.4  

Métodos de caracterización de nano partículas dividido en dos grupos físicos y 

químicos 
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 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-visible) 

Técnica de caracterización indirecta de nanopartículas solo permite identificar la presencia 

del nanomaterial en una solución mediante la formación de picos o bandas a una 

determinada longitud de onda y una respectiva absorbancia. Es conocido que las AgNPs 

presentan un color pardo a marrón oscuro en solución acuoso debido a la excitación de las 

vibraciones plasmonicas sobre la superficie de estas, estas vibraciones propias de las 

nanopartículas son observadas usando el método de resonancia de plasmón de superficie 

realizando mediciones UV-visible. El espectro UV-visible también sirve para tener 

referencia del tamaño y cantidad de nanomaterial que hay, se dice que a mayor absorbancia 

mayor tamaño del nanomaterial o la relación del ancho en el espectro sea mayor, mayor 

número de material manométrico existe en la solución. (Millán, 2016) 

Según Morales et al., (2009), a una longitud de onda de 400 a 450 nm indica la presencia de 

plasmones de nanopartículas metálicas el cual depende del tamaño, la forma y la 

morfología. 

 Dispersión de luz dinámica  

Dynamic Light Scattering (DLS), es una técnica no invasiva y establecida para medir 

tamaño submicrónico y la distribución de tamaño de moléculas y partículas. El DLS mide 

el movimiento browniano y lo relaciona con el tamaño de las partículas, tomando en cuenta 

la de dispersión de Rayleigh, la cual nos dice que la I α d6, donde I = intensidad de la luz 

dispersada, d = diámetro de la partícula. El término d6 nos dice que una partícula de 50 nm 

dispersará 106 o un millón de veces más luz que una partícula de 5 nm. Por lo tanto, existe 

el peligro de que la luz de las partículas más grandes resalte más que la luz dispersada por 

las más pequeñas. Este factor d6 también significa que es difícil medir con DLS, por 
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ejemplo, una mezcla de partículas de 1000 nm y 10 nm porque la contribución a la luz total 

dispersada por las partículas pequeñas será extremadamente pequeña. (Malvern Panalytical, 

2017). 

Los términos específicos en el contexto de la dispersión de luz dinámicas son: 

 Diámetro hidrodinámico 

El tamaño de una partícula se calcula a partir del coeficiente de difusión traslacional 

utilizando la ecuación de Stokes-Einstein; 

𝑑(𝐻) =
𝑘𝑇

3𝜋ηD
; (2.1) 

dónde:  

d(H) = diámetro hidrodinámico 

D = coeficiente de difusión traslacional 

k = constante de Boltzmann 

T = temperatura absoluta 

η = viscosidad 

Teniendo en cuenta que el diámetro que se mide en DLS es un valor que se refiere a cómo 

una partícula se difunde dentro de un fluido, por lo que se denomina diámetro 

hidrodinámico, el cual es representado en la Figura 2.5. 
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Figura  2.5 

Radio hidrodinámico de las nanopartículas de plata 
 

 

  

  

 

 

 

 

Nota: Adaptado de la Comparación del tamaño de nanopartículas de oro empleando 

diferentes técnicas y protocolos de medición por Botasini y Santiago, 2021, INNITEC.  

En la Figura 2.5 se muestra el radio hidrodinámico de la nanopartícula, el cual es 

influenciado por la doble capa eléctrica la rodea la cual puede estar conformado por materia 

orgánica. El coeficiente de difusión traslacional de la partícula dependerá no solo del 

tamaño del núcleo de la partícula, sino también de cualquier estructura superficial que 

afectará la velocidad de difusión, así como la concentración y el tipo de iones en el medio. 

(Malvern Panalytical, 2017) 

 Tamaño promedio Z 

Según la ISO 22412 (2017), el promedio Z constituye el mejor valor que se puede informar 

en un entorno de control de calidad, quienes la definen como el “diámetro de partícula 

armónico ponderado por intensidad. 
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 Índice de polidispersidad (PdI) 

Es una medida adimensional que se utiliza para evaluar la distribución de tamaño de 

partículas en una muestra. Esta medida se escala de tal manera que los valores típicos rara 

vez son menores a 0.05, excepto en el caso de muestras altamente monodispersas. Si los 

valores son mayores a 0.7, se considera que la muestra tiene una distribución de tamaño 

muy amplia y es probable que no sea adecuada para la técnica de dispersión de luz 

dinámica. (DLS). (Malvern Panalytical, 2017) 

 Microscopía electrónica de barrido 

Es uno de los métodos más efectivos para la caracterización de nanomateriales y la 

investigación de estructuras superficiales, porque muestra una imagen de alta resolución 

que posibilita obtener imágenes tridimensionales muy importantes para determinar la 

morfología y fácil interpretación de un material en una escala muy pequeña. Lo que 

significa que características cercanas de esta pueden ser examinadas, utilizando electrones. 

La preparación de muestras tiene algunos factores de riesgo que pueden distorsionar 

fácilmente la estructura de las partículas. (Ticllacuri y Travezaño, 2019). 

En la Figura 2.6 se aprecia las formas de AgNPs que pueden obtener y se logran ver 

mediante un análisis SEM. 
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Figura  2.6  

Formas de nanopartículas de plata sintetizadas 

 

Nota: El análisis morfológico SEM en la mayoría de los estudios revela AgNPs son de 

forma esférica, mientras que pocos autores informaron irregulares, triangulares, 

hexagonales, isótropo, poliédrico, escama, flor, pentagonal, anisotrópico y estructuras en 

forma de varilla. Adaptado de Síntesis verde de nanopartículas de plata: una revisión, por 

Srika et al., 2016, Scientific Reseach An Academic Publisher.    

 Potencial Z 

El potencial de Z es una propiedad física exhibida por cualquier partícula en suspensión, 

macromolécula o superficie del material. Se puede utilizar como ayuda para predecir la 

estabilidad a largo plazo. En la Figura 2.7 se observa la representación de las cargas en la 

superficie de una AgNp. 
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Nota: Adaptado por Malvern Panalytical, 2017, (www.malvernpanalytical.com). 

En la Figura 2.7 se muestra la capa líquida que rodea la partícula, la cual se divide en dos 

partes: una región interna (capa principal) donde los iones están fuertemente unidos y una 

región externa (difusa) donde están menos firmemente asociadas. Dentro de la capa difusa 

hay un límite dentro del cual los iones y las partículas forman una carga estable. Cuando 

una partícula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad), los iones dentro del límite lo 

mueven. Esos iones más allá del límite permanecen con la dispersión a granel. El potencial 

en este límite (superficie de cizallamiento hidrodinámico) es el potencial Z, el cual 

representa la carga eléctrica efectiva que está presente en la superficie de una partícula y se 

puede utilizar para caracterizar la estabilidad de las dispersiones coloidales. La línea 

Figura 2.7  

Representación de las cargas en la superficie de una nanopartícula de plata 

http://www.malvernpanalytical.com/
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divisoria general entre suspensiones estables e inestables generalmente se toma a +30 o -30 

mV. Las partículas con potenciales de Zeta más positivos que +30 mV o más negativos que 

-30 mV normalmente se consideran estables. (Malvern Panalytical, 2017) 

 Espectroscopia por dispersión de electrones 

La espectroscopia de rayos X de dispersión de energía (EDS, también abreviada EDX o 

XEDS) es una técnica analítica que permite la caracterización química/análisis elemental de 

materiales. 

Un haz de electrones proporciona suficiente energía para expulsar electrones del núcleo y la 

capa, así provocar la emisión de rayos X. (Thermo Fisher Scientific Inc., 2023) A medida 

que la sonda de electrones escanea la muestra, se emiten y miden rayos X característicos 

del elemento; cada espectro EDS registrado se asigna a una posición específica en la 

muestra. La calidad de los resultados depende de la intensidad de la señal (buena relación 

de señal - ruido) y la limpieza del espectro. La limpieza afectará la cantidad de picos vistos; 

esto es consecuencia de los materiales que componen la columna de electrones. (Ticllacuri 

y Travezaño, 2019) 

2.2.9. Factores que afectan la síntesis de AgNPs 

En la Figura 2.8, se muestran los principales factores que afectan la formación de AgNPs. 
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Nota: Adaptado de Síntesis verde de nanopartículas de plata por Srika et al., Scientific 

Reseach An Academic Publisher y de   Síntesis verde y caracterización de nanopartículas 

de plata en matriz de arcilla Chak´o y su actividad antimicrobiana en E. coli ATCC51813 

por Aragón, 2020, Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. 

  

Muchos investigadores utilizaron temperaturas de 
hasta 100 °C para la síntesis de AgNPs utilizando 
extractos de plantas. El aumento de la 
temperatura (30 ˚C - 90 ˚C) resulta en una mayor 
tasa de síntesis de AgNPs y promueve la síntesis 
de AgNPs de menor tamaño.  

 

Temperatura 
de reacción 

 

Duración de la 
reacción y la 
agitación. 

 

Concentración 
de iones 
metálicos 

 
Contenido del 
extracto 

 

Afectan en gran medida el tamaño y 
la morfología de las AgNPs 

pH de la mezcla de 
reacción 
 

 

El medio básico para la síntesis de AgNPs es lo 
más conveniente para la estabilidad de las 
nanopartículas sintetizadas en el medio básico, 
también ayuda a la rápida tasa de crecimiento, buen 
rendimiento y monodispersidad y proceso de 
reducción mejorado. Se puede sintetizar 
nanopartículas de tamaño pequeño y uniforme 
aumentando el pH de la mezcla de reacción. Las 
AgNPs casi esféricos se convirtieron en AgNPs 
esféricos alterando el pH. Sin embargo, un pH muy 
alto (pH > 11) se asocia con inconvenientes en la 
formación de AgNPs aglomerados e inestables. 
(Haytham, 2015), manifiesta que una serie de 
biomoléculas están involucradas en la síntesis de 
nanopartículas, y es probable que dichas 
biomoléculas se inactiven en condiciones extremas 
de acidez. 
 

Figura 2.8 

Principales parámetros físicos y químicos que afectan a la síntesis de nanopartículas de plata 
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2.2.10.  Queñua  

Es un tipo de planta de género alto andino que se caracteriza por tener pequeños árboles y 

arbustos, generalmente son llamados Queñual, Queñua, Quinual o Quewiña. Con respecto a 

la distribución altitudinal, la mayor diversidad de especies se encuentra entre los 3000 

msnm y 4000 msnm. Servat (2002), menciona que las especies registradas a menor altitud 

son la Polylepis racemosa Ruiz y Pav. a 1800 msnm, en la Cordillera de Accanacu en el 

departamento de Cusco y la Polylepis subsericans registrada a mayor altitud sobre los 5100 

msnm la Cordillera Vilcanota en Perú. (Cárdenas, 2013) 

Mendoza y Cano (2011),  manifiesta que la especie Polylepis racemosa Ruizy Pav se 

encuentra a una altitud de 2900 msnm - 4000 msnm en los departamentos de Cusco, 

Ancash, Apurímac, Ayacucho, Cajamarca, Huánuco, Junín, Lima, La Libertad y Pasco. 

2.2.11.  Extracto vegetal 

Un extracto vegetal es una mezcla compleja de principios activos. La extracción por 

solventes es una de las técnicas para la obtención de principios activos, se toma en 

consideración las características de material vegetal, la naturaleza del solvente, 

termperatura, la agitación, la relación solido - liquido, el tiempo de extracción y el contol de 

la difusión celular. (Pulluquitin Tituaña, 2013) 

Hay varios métodos extractivos, la maceración es un procedimiento sólido – líquido en el 

que se coloca el material vegetal que contiene compuestos solubles, desecado o fresco, 

molido o en pequeños trozos en un recipiente con tapa. (Celis et al., 2008) 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol
https://es.wikipedia.org/wiki/Arbusto
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2.2.12.  Tamizaje fitoquímico  

El tamizaje fitoquímico se basa fundamentalmente en la identificación de los metabolitos 

secundarios presentes en los extractos de productos naturales, a través de reacciones y 

análisis químicos. Este tamizaje se realiza a los extractos etanólicos, acuoso o a una mezcla 

proporcionada de los dos solventes, con el fin de identificar y comparar los metabolitos 

secundarios extraídos con cada tipo de solventes de diferentes polaridades. (Mendoza et al., 

2022) 

2.2.13. Compuestos fenólicos 

Son compuestos orgánicos, poseen estructuras moleculares que contienen por lo menos un 

grupo fenol, un anillo aromático los cuales están unidos mínimamente a un grupo funcional 

hidroxilo en su mayoría son glucósidos, mezclado con una cantidad de azucares. Hacen 

parte de uno de los grupos más abundantes dentro de los metabolitos secundarios. 

Comprende desde moléculas sencillas como los ácidos fenólicos hasta polímeros complejos 

como los taninos y la lignina.  

Algunos son solubles en solventes orgánicos, otros son glucósidos o ácidos carboxílicos 

(solubles en agua) y otros son polímeros muy grandes (insolubles en agua). (Gimerno, 

2004) 

Jordá (2015), menciona que estos compuestos pueden establecer interacciones con grupos 

peptídicos (taninos). Los fenoles del grupo catecol pueden quelar metales. Son muy 

susceptibles a la oxidación y algunos de estos son las antocianinas, flavonas y flavonoles. 

Los compuestos fenólicos tienen la capacidad de reducirse debido a la presencia de grupos 

fenólicos en su estructura molecular. Estos grupos fenólicos pueden actuar como aceptores 

de electrones y, por lo tanto, pueden participar en reacciones de oxidación - reducción. La 
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capacidad de reducción de los compuestos fenólicos depende de varios factores, como el 

tipo de grupo fenólico presente, la presencia de grupos funcionales adicionales en la 

molécula y el pH del medio en el que se encuentra el compuesto. 

Los compuestos fenólicos se clasifican según su estructura química en dos categorías: 

(Tabla 2.2) 

Tabla 2.2  

Compuestos fenólicos según su estructura Química 

No Flavonoides Flavonoides 

Entre ellos hay dos subgrupos: 
Formados por 2 grupos bencénicos unidos 

por un puente tricarbonado. Subgrupos: 

 Fenoles no carboxílicos: C6, C6-C1, 

C6-C3. 

 Ácidos fenoles: derivados del ácido 

benzoico C6-C1 y derivados del 

ácido cinámico C6-C3. 

 Antocianos. 

 Flaconas, flavononas, flavanoles y 

flavanonoles 

 Flavanoles, taninos condensados y 

lignanos. 

Nota: Adaptada de Compuestos fenólicos por Gimerno, 2004.  

Método de cuantificación de fenoles totales  

Marina et al., 2008, menciona que el contenido de fenoles totales solubles se determina por 

el siguiente método de Folin y Ciocalteu, el cual se basa en:  

 La capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo que 

posee el mismo nombre del método contiene molibdato y tungsteno sódico, que 

reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolíbdico - 

fosfotúngstico, esta reacción se da a condiciones alcalinas (pH ≈10).  

 La transferencia de electrones a pH básico reduce los complejos fosfomolíbdico-

fosfotúngstico en óxidos, cromógenos de color azul intenso a 765 nm, de tungsteno 
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y molibdeno siendo proporcional este color al número de grupos hidroxilo de la 

molécula.  

2.2.14.  Bacterias  

Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares rodeados por una membrana y 

una pared celular, pueden tener distintas formas y algunas especies pueden vivir en 

condiciones realmente extremas de temperatura y presión. Existen bacterias perjudiciales, 

llamadas patogénicas entéricas, las cuales causan enfermedades, están pueden ser esféricas, 

alargadas o espirales. Las bacterias entéricas de mayor preocupación en aguas residuales 

son las Salmonella, Campylobacter, Shigella, Vibrio, Cholerae y la enteropatógena 

Escherichia coli., estas bacterias causan enfermedades gastrointestinales. (Amy et al., 

2017) 

Estos organismos ya se consideran seres vivos, se reproducen por fisión o bipartición, son 

de mayor tamaño que los virus y normalmente son menores que las eucariotas, alcanzando 

tamaños de diámetro cercanos a los 0.2 𝜇𝑚. (Ojeda, 2015)  

Según Campos (2003) , las bacterias coliformes totales son indicadores de la eficacia de un 

proceso de desinfección, porque se encuentran en densidades aproximadamente 

proporcionales al grado de contaminación fecal. Dado que estas bacterias son generalmente 

más resistentes que las bacterias que causan la enfermedad, su ausencia en el agua es un 

indicio de que el agua es bacteriológicamente segura para el consumo humano 

Coliformes totales 

El grupo coliforme es definido como todas las bacterias Gram negativas, forma bacilar, 

aerobios o anaerobios facultativos, no formadores de esporas, capaces de desarrollarse en 
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presencia de sales biliares o agentes que fermentan la lactosa con producción de ácido, gas 

y aldehído a temperatura de 35 ºC a 37 °C, produciendo ácido y gas (CO2) en 24 o 48 horas 

de incubación. (National Human Genome Research Institute, 2023) 

La prueba más relevante utilizada para la identificación del grupo de coliformes, es la 

hidrólisis de la lactosa. El rompimiento de este disacárido es catalizado por la enzima B-D- 

galactosidasa. Ambos monosacáridos (la galactosa después es transformada en glucosa por 

reacciones bioquímicas) posteriormente son metabolizados a través del ciclo glucolítico y 

ciclo del citrato. Los productos metabólicos de estos ciclos son ácidos y CO2. (Castaño y 

Bernal, 2015) 

Coliformes Termotolerantes:  

Es un subgrupo de las bacterias del grupo de coliformes totales, las cuales poseen las 

mismas propiedades, excepto que toleran y crecen a una mayor temperatura, fermentan la 

lactosa a 44.5 ± 0.2°C en 24 horas; y producen indol a partir del triptófano. 

Las bacterias coliformes termotolerantes o fecales, se componen predominantemente de E. 

coli.; por lo tanto, este grupo se considera como un indicador de contaminación fecal 

aceptable, es el microorganismo de elección para los programas de monitoreo para la 

verificación, incluidos los de vigilancia de la calidad del agua de consumo. (Organización 

Mundial de la Salud, 2006)   

El grupo de coliformes totales incluye varios géneros, los cuales pueden ser de origen fecal. 

En condiciones adecuadas, pueden multiplicarse en presencia de material orgánico.  

2.2.15. Métodos de análisis para la determinación de bacterias indicadoras en el 

agua   

Se realizó mediante el método de los tubos múltiples. El cual es aplicable a todo tipo de 
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muestras de agua, siempre que las bacterias estén distribuidas homogéneamente en las 

muestras preparadas para la prueba:  

 Método de los tubos múltiples (TM). - Consiste en añadir diferentes cantidades de 

agua a tubos que contienen un medio de cultivo adecuado. Las bacterias presentes 

en el agua se reproducen y, a partir del número de tubos inoculados y del número 

de tubos con reacción positiva, puede determinarse estadísticamente el número más 

probable (NMP) de bacterias presentes en la muestra original de agua. 

Teóricamente, la técnica es lo suficientemente sensible como para medir niveles 

bajos de bacterias en muestras de agua, el mayor volumen usado es generalmente 

10 mL de muestra. 

Ampliamente empleado para la identificación de coliformes totales y fecales, su 

fundamento es la fermentación de la lactosa por parte de las bacterias coliformes 

incubadas a 35 °C durante 24 h a 48 h, obteniendo como resultado una producción 

de ácido y gas el cual se manifiesta en campanas de fermentación cuando se tiene la 

presencia de estos microorganismos, se utiliza un medio de cultivo que contenga 

sales biliares (National Human Genome Research Institute, 2023). 

            Esta determinación consta de 2 fases: 

 Fase presuntiva el medio de cultivo que se utiliza es el caldo lauril sulfato 

de sodio que hace posible la recuperación de los microorganismos dañados 

que se encuentren presentes en la muestra y tengan la capacidad de utilizar 

a la lactosa como fuente de carbono. 

 Fase confirmativa. se emplea como medio de cultivo el caldo lactosado 

bilis verde brillante el cual es selectivo y solo permite el desarrollo de 



38 
 

 

aquellos microorganismos capaces de tolerar tanto las sales biliares como 

el verde brillante. La determinación del número más probable de 

microorganismos coliformes fecales se realiza a partir de tubos positivos de 

la prueba presuntiva y se fundamenta en la capacidad de las bacterias para 

fermentar la lactosa y producir gas cuando son incubados a una 

temperatura de 44.5 ± 0.1°C por un periodo de 24 h a 48 h. (Castaño y 

Bernal, 2015) 

2.2.16.  Límites Máximos Permisibles para los efluentes de Plantas de 

Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas o Municipales 

Según el Decreto Supremo N° 003-2010-MINAM, los límites máximos permisibles para 

los efluentes de PTAR, determinan los niveles de contaminación en el agua para que no 

representen riesgo para el medio ambiente. En la Tabla 2.3 se muestra los LMP. 

Tabla 2.3  

LMP de Efluente para vertido de aguas residuales 

Parámetro Unidad 
LMP efluente de vertido a cuerpos 

de aguas 

Coliformes 

Termotolerantes 

NMP/100 

mL 
10000 

pH Unidad 6.5-8.5 

Temperatura °C <35 

Nota: Decreto Supremo N° 003-2010-MINAM 
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2.2.17.  Modo de acción de las nanopartículas de plata contra las bacterias  

El modo de acción de nanopartículas de plata no son muy entendidas en su efecto 

antibacteriano; sin embargo, hay muchas teorías y tesis sobre el modo de acción en las 

bacterias y están en marcha para dilucidar mejor estos aspectos y uno de ellos es que las 

nanopartículas de plata se adhieren a las bacterias y luego penetran en el interior 

liberarando constantemente Ag0, lo que puede considerarse un medio para matar bacterias. 

Esto causa cambios estructurales llamados "picaduras" en la membrana de la célula 

bacteriana, que resulta en variada permeabilidad celular y muerte celular. (Aragón, 2020) 

Las AgNPs poseen potente acción antibacteriana contra las bacterias Gram positivas, 

Lactobacilos fermentum, Streptomyces sp., Bacillus Cereus Brevibacterium Casei, S. 

Aureus, B. Licheniromis y bacterias Gram negativas, E. coli, Entrobacteria y Ureibacillus 

Thermo sphaerius. (Srika et al., 2016) 

Srika et al., (2016), menciona que la acción antimicrobiana de las AgNPs se puede 

clasificar en dos tipos : 

 La acción inhibitoria. - Las células bacterianas no mueren, pero se evita su división 

 La acción bactericida. -Las células bacterianas morirán debido a la acción de AgNPs.  

Khwaja (2018), menciona que las AgNPs con mayor área de superficie proporcionan un 

mejor contacto con los microorganismos. Por lo tanto, estas nanopartículas son capaces de 

penetrar la membrana celular o adherirse a la superficie bacteriana. Además, resalta que son 

altamente tóxicos para las cepas bacterianas y su eficacia antibacteriana aumenta al reducir 

el tamaño de las nanopartículas. 

Los enfoques que ilustran el mecanismo de acción antibacteriana de las AgNP se resumen 

en la Figura 2.9.  

https://www.mdpi.com/2079-4991/11/8/2086/htm#fig_body_display_nanomaterials-11-02086-f001
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Figura 2.9 

Mecanismo de acción antibacteriana de las nanopartículas de plata 

 

Nota: (1) Las AgNPs liberan iones de plata que pueden romper la pared celular y la 

membrana de las bacterias, esto debilita la estructura de las bacterias y las hace más 

vulnerables; (2) podrían inhibir la síntesis de ATP (Adenosín Trifosfato), que es la principal 

fuente de energía de las bacterias, sin suficiente ATP, las bacterias no pueden funcionar 

adecuadamente y eventualmente mueren; (3) causan la disfunción en las mitocondrias, que 

son las fábricas de energía de las células bacterianas, esto interrumpe el proceso de 

producción de energía y afecta negativamente la supervivencia de las bacterias; (4) las 

AgNPs pueden degradar los ribosomas, que son estructuras celulares esenciales para la 

síntesis de proteínas en las bacterias, al interferir con los ribosomas, las AgNPs interrumpen 
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la capacidad de las bacterias para producir proteínas vitales y sobrevivir; (5) además, las 

AgNPs pueden dañar el material genético de las bacterias, como el ADN, al incorporar 

iones de plata en su estructura, esto puede provocar daños irreparables en el ADN y llevar a 

la muerte celular. Adaptado de Silver Nanoparticles Biosynthesis, Characterization, 

Antimicrobial Activities, Applications, Cytotoxicity and Safety Issues: An Updated Review 

por Bamal et al., 2021, Nanomaterials, vol. Nº11. 
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3.1. Lugar de la Investigación 

La presente investigación se desarrolló en tres laboratorios de la Universidad Nacional de 

San Antonio Abad del Cusco las cuales son los siguientes: 

 Laboratorio de Fisicoquímica de la Escuela Profesional de Química. 

 Laboratorio de Tecnologías de la Escuela Profesional de Ingeniería Química. 

 Laboratorio de Microbiología de la Escuela Profesional de Biología.  

3.2. Muestra  

La muestra estuvo constituida por las ramas y hojas de Polylepis racemosa Ruiz y Pav. 

(Queñua) procedente de la región del Cusco de plantaciones de la Provincia de Urubamba, 

distrito de Calca. 

Para determinar la capacidad antibacteriana se utilizó como muestra agua del afluente de la 

PTAR-San Jerónimo ubicado en el departamento de Cusco. 

3.3. Materiales 

 Materiales de vidrio y otros 

- Bolsa de papel 

- Tijeras   

- Micropipeta 

- Buretas 

- Fiolas  

- Matraces Erlenmeyer  

- Botellas de color ámbar de 500 mL 

- Pizeta 
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- Tubos de ensayo 

- Vasos Beaker 

- Mortero con pilón 

- Agitadores magnéticos 

- Gradilla 

- Papel filtro 

- Embudo 

- Guantes de nitrilo 

- Tubo de Durham 

- Pico de Bunsen 

- Asa de platina 

 Reactivos 

- Agua destilada 

- Nitrato de Plata 99.99% Merck Nº CAS: 7761-88-8 

- Hidróxido de Sodio 99% Merck Nº CAS 1310-73-2 

- Ácido gálico monohidratado Sigma Aldrich Nº CAS 149-91-7 

- Folin Ciocalteu 2N Sigma Aldrich - Grado analítico 

- Carbonato sódico Merck Nº CAS: 497-19-8 

- Reactivo de Dragendorff 

- Hierro(III) cloruro (FeCl3) Merck Nº CAS: 7705-08-0 

- Caldo BRILA (Lactosa Verde Brillante Bilis) Merck 

- Agua de peptona Merck 

- Caldo EC (Escherichia coli) Merck 

- Alcohol 96º Nº CAS: 64-17-5 

https://www.merckmillipore.com/PE/es/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_cas_no_value%3D7761-88-8
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 Equipos e Instrumentos 

- Agitador magnético con termómetro incorporado Heidolph MR Hei-Standard 

- Balanza Analítica Eurotech FSF-A3304B  

- pH metro HANNA HI 2215-02  

- Espectrómetro UV-vis equipo THERMO EVOLUTION 3000 

- Espectroscopia de rayos X  

- Dispersión de luz dinámica equipo Zetasizer Nano ZS  

- Microscopia electrónica de barrido equipo TESCAN MIRA 3 

- Espectrómetro UV-vis equipo Génesis 20 Thermo Electrón 

- Baño termostático equipo H.W. KESSEL 

- Prueba de jarras  

- Autoclave equipo Laboklav ECO 80 

3.4. Métodos 

La presente investigación es de tipo aplicada, con un enfoque cuantitativo y un alcance 

explicativo.  

En la Figura 3.1 se resume las etapas que comprendió la investigación que corresponde a 

los métodos desarrollados. 
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3.4.1. Recolección de muestra 

El muestreo de Queñua se realizó en el distrito de Calca, donde se localizaron árboles de 

Queñua, la Tabla 3.1 especifica la ubicación geográfica del muestreo. 

Tabla 3.1 

Ubicación geográfica del punto de muestra de Queñua 

Región Provincia Distrito 
Latitud y 

Longitud 

Cusco Urubamba Calca 
13° 19' 0'' Sur 

71° 57' 14'' Oeste 

 

Se usó la técnica de muestreo aleatorio simple. Este tipo de muestreo es empleado en 

aquellos casos en que se dispone de poca información previa acerca de las características de 

la población a muestrear (Mostacedo y Fredericksen, 2000). El muestreo se realizó de la 

siguiente manera: 

- Se identificó el área total del terreno, con presencia de árboles de Polylepis 

racemosa Ruiz y Pav. (Queñua). 

- El área elegida se dividió en 4 lotes  

- Se definió el punto de muestreo en cada lote del terreno. 

- Se recolectaron aproximadamente 1 kg de muestra entre ramas y hojas de cada lote, 

las cuales se dispusieron en bolsas de papel para su traslado al laboratorio Herbario 

Vargas Cruz para su identificación taxonómica  

 

 

 
 
 



48 
 

 

3.4.2. Preparación de los extractos de Queñua. 

Se usó tres tipos de extractos: acuosos e hidroetanólicos (50 %v/v y 70 %v/v), para evaluar 

el potencial de sus capacidades de solubilizar una amplia gama de compuestos bioactivos 

presentes en los diferentes tipos de extractos de la Queñua en la reducción de iones de plata 

y la obtención de AgNP.  

Para la preparación de extractos hidroetanólicos y acuosos se tomó como referencia lo 

propuesto por  Caceda (2012), las preparaciones se realizaron de la siguiente manera: 

 Los solventes hidroetanólicos se prepararon a partir de etanol a 96º mezclados con 

agua destilada en % v/v al 50% y 70% respectivamente. 

 Las hojas y tallos recolectados fueron lavados con agua de la red pública para 

después ser enjugadas con agua destilada y de esta manera retirar las impurezas.  

 Seguidamente se dejaron secar a temperatura ambiente en un área fresca, seca y sin 

alcance de la luz para que no pueda haber alteración de los metabolitos secundarios 

presentes en las muestras. 

 Las hojas y tallos limpios se cortaron en trozos pequeños con la ayuda de una tijera. 

 Para 100 g de queñua, se utilizó 1000 ml de solvente, para obtener 10 %p/p de 

concentración de extracto.  

 Una vez pesada la Queñua fue mezclada con solvente hidroetanólicos al 70%, 50% 

y acuoso correspondiente, seguidamente se envaso en botellas de color ámbar. En 

caso del solvente acuoso se calentó en un baño termostático a la temperatura de 

ebullición del agua en la ciudad del Cusco durante 40 minutos. 

 Los extractos hidroetanólicos al 50% y 70% se dejaron en maceración durante 5 

días. 
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 Se procedieron a filtrar en papel filtro para separar el sobrenadante y restos sólidos. 

 Finalmente, los extractos fueron preservados en botellas ámbar, en un ambiente 

estéril y a 4 ºC para evitar la posible oxidación de los compuestos orgánicos del 

extracto, como los fenoles, que son los compuestos de interés.  

3.4.3. Tamizaje fitoquímico  

En la Tabla 3.2 se describe el procedimiento del tamizaje fitoquímico. 

Tabla 3.2 

Tamizaje fitoquímico 

Metabolito  Reacción  Metodología 

ALCALOIDES Dragendorff 

Se añadió 3 gotas de Dragendorff a los extractos, si 

da una coloración naranja hay presencia de 

alcaloides. 

FLAVONOIDES NaOH 

Se añadió 5 gotas de NaOH al 20% a los extractos, 

si hay precipitado blanco o de color crema hay 

presencia de flavonoides. 

TANINOS  FeCl3 

A 1 mL de extracto, se le  añade 2 gotas de FeCl3, 

una coloración negra azulada o una coloración 

verde que es derivado de la catequina. 

SAPONINAS Espuma 

A los extractos se le sometió a una agitación 

vigorosa durante 30 segundos. La presencia de las 

saponinas es indicada por la formación de una 

espuma. 

Nota: Adaptada de Análisis fitoquímico, determinación cualitativa y cuantitativa de 

flavonoides y taninos, actividad antioxidante, antimicrobiana de las hojas de 

“Muehlenbeckia hastulata (J.E. Sm) I.M. Johnst” de la zona de Yucay (Cusco) por Ramos 

et al., 2016.   
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3.4.4. Determinación de los compuestos fenólicos totales del extracto  

La determinación de los compuestos fenólicos se realizó por el ensayo Folin Ciocalteu en el 

laboratorio de Cromatografía y Espectrofotometría de la UNSAAC. 

El procedimiento se realizó  de acuerdo a lo  reportado por Gutiérrez et al., (2008). El paso 

a seguir para preparar la curva de calibración fue: 

● Se preparó la curva patrón con ácido gálico a partir de una solución madre de 100 

ppm en un espectrómetro de ultravioleta-visible.  

● Se preparó una disolución de carbonato de sodio al 20% y una disolución 1N del 

reactivo de Folin Ciocalteu, por medio de una dilución 1:2 del reactivo comercial 2 

N en agua destilada. 

● A partir de la disolución 1N, se prepararon concentraciones de 0 mg/L, 1 mg/L, 2 

mg/L, 3 mg/L, 4 mg/L y 5 mg/L para la construcción de la curva de calibración.  

● Luego se adicionó a cada dilución, 250 µL de reactivo de Folin Ciocalteu 1N, 

seguidamente se adicionó1.25 mL de la disolución de carbonato de sodio al 20 % a 

cada dilución, para llevarlo a un volumen final de 2 mL con agua destilada. 

●  Finalmente, se tomó lectura de la absorbancia a 765 nm en un espectrómetro 

ultravioleta-visible. 

El modelo que representa la curva patrón fue el siguiente: 

y = 0.0315(x)+0.0692; R=0.99; (3.1) 

Donde: 

y= concentración en mg ácido gálico (mg AG) /L  

x = absorbancia a 765 nm 
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Los pasos a seguir para determinar el contenido de fenoles totales fueron los siguientes: 

● Se pesó 2 mg de cada muestra de extracto en un matraz y se agregó 50 mL de agua 

destilada. 

● Se tomó 0.5 mL de cada disolución, las cuales se mezclaron con 0.75 mL de 

reactivo de Folin Ciocalteu, para finalmente adicionar,75 mL de carbonato de sodio 

al 20 %. 

● La aparición del color azul oscuro, indicó la presencia de compuestos fenólicos en 

las muestras. 

● Se dejaron reposar 90 min a temperatura ambiente. 

● Las caracterizaciones de los compuestos fenólicos se realizaron a una absorbancia 

de 765 nm. 

Para poder expresar los resultados en mg AG/g de Queñua, se usó la siguiente relación 

(García et al., 2015): 

𝐶 = 𝑐1 ∗
𝑉

𝑀
; (3.2) 

Donde:  

C: mg AG/g de Queñua 

c1: mg AG/L de Extracto 

V: volumen de la muestra 

M: masa de la muestra 

3.4.5. Preparación del agente precursor 

El agente precursor fue AgNO3 0.1M (Sharanappa et al., 2020), para ello se pesó 4.247 g de 

AgNO3 al 99.99% de pureza y fue disuelto en 250 mL de agua destilada.  

3.4.6. Biosíntesis de las nanopartículas de plata 

La biosíntesis de nanopartículas de plata se realizó en el laboratorio de Fisicoquímica de la 
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Escuela Profesional de Química de la UNSAAC. 

Las nanopartículas de plata fueron sintetizadas con los extractos preparados en una 

proporción de mezcla de 1:3. Se siguieron los siguientes pasos: 

 En cada ensayo se midió 10 mL de extracto de Queñua utilizando una pipeta 

volumétrica y se transfirieron a un matraz de 250 mL. Luego, se añadieron 30 mL 

de AgNO3 0.1 M. 

 A la solución formada se realizó la corrección de pH usando una solución de 

NaOH 0.1 M.  

 Cada matraz se sometió a agitación en una plancha magnética a 350 rpm durante 

24 horas. 

 Para el ensayo a 60°C se usó una plancha calefactora.  

 Las soluciones una vez preparadas se guardaron en botellas ámbar cubiertas con 

papel aluminio.  

 El mismo procedimiento se realizó para todos los ensayos. 

 Variables y parámetros  

 Variable dependiente: 

- Tamaño de las nanopartículas de plata 

- Eliminación de bacterias 

 Variable independiente: 

- Cantidad de etanol en el extracto (%)  

- pH de la solución (AgNO3 + Extracto) 

- Temperatura (°C) 

 Parámetros 

- Tiempo de agitación (h) 
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- Velocidad de agitación (rpm) 

En la Tabla 3.3 se muestra la operacionalización de las variables: 

Tabla 3.3 

Operalización de variables de la biosíntesis de nanopartículas de plata 

Variable 
Tipo de 

variable 
Definición Escala Nivel Unidad 

Cantidad de 

etanol en el 

extracto 

Cuantitativa 

Discreta  

Cantidad de 

solvente para poder 

extraer metabolitos 

secundarios entre 

ellos compuestos 

fenólicos, para la 

biosíntesis de 

nanopartículas de 

plata. Se mide con 

la ayuda del 

alcoholímetro. 

Numérica 
0%                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
50%                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
70% 

%v/v 

Temperatura 
Cuantitativa 

Continua  

Temperatura de 

reacción de la 

biosíntesis. 
Numérica 20                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

60 ºC 

pH  
Cuantitativa 

Continua  

Potencial de 

Hidrógeno de la 

solución del 

extracto precursor 

Numérica 7,10 y 
12   

Tamaño de las 

nanopartículas 

de plata 

Cuantitativa 

Continua 

Dimensiones de las 

nanopartículas de 

plata, 

caracterizadas  

mediante 

Numérica 1 – 100 nm 
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Dispersión de luz 

dinámica (DLS). 

Eliminación de 

bacterias 

Cuantitativa 

Continua 

Las bacterias 

indicadores de un 

tratamiento 

biológico eficiente 

son los coliformes 

totales y 

termotolerantes 

Numérica <1.8 

Número 
más 
probable 
(NMP) 

 

Para determinar los niveles de las variables se realizaron pruebas preliminares considerando 

los valores que se indican en la Tabla 3.4 

Tabla 3.4 

Variables independientes y niveles 

  
 
 
 
 
 

 

 
 

Nota: (*) 0% de etanol en el extracto y a etanol a 50% y 70% como solventes para la 

preparación de los extractos.  

En el caso de la variable temperatura, se seleccionaron dos niveles de investigación debido 

a consideraciones prácticas y objetivos de la investigación. Se optó por incluir un nivel bajo 

de 20 ºC y un nivel alto de 60 ºC, los cuales se consideran representativos y permiten 

evaluar de manera efectiva los efectos de la temperatura en la biosíntesis de nanopartículas 

Variables independientes Niveles 
1 2 3 

Cantidad de etanol en el extracto de  

(A) 
0%(*) 50% 70% 

pH de la solución   (B) 7 10 12 

Temperatura (C) 20 ºC  60 ºC 
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de plata. Esta elección se fundamenta en el impacto esperado de la temperatura en el 

proceso de síntesis y en la viabilidad experimental, ya que la realización de experimentos 

con más niveles de temperatura puede ser más compleja y costosa. 

Para el desarrollo de los experimentos se planteó un diseño factorial de 3 factores y 

multinivel (3 niveles para A y B, 2 niveles para C); por tanto, se desarrollaron 18 

experimentos, cuyo plan experimental se muestra en la Tabla 3.5 

Tabla 3.5 

Plan experimental 

  A B C Tamaño 
de AgNP 

Nº 
C.E (%) pH T (ºC) Nm 

Experimento 

1 70 12 20  
2 50 7 20  
3 70 10 60  
4 70 12 60  
5 50 12 20  
6 70 10 20  
7 50 7 60  
8 0 7 60  
9 0 12 20  

10 50 10 60  
11 0 7 20  
12 50 12 60  
13 70 7 60  
14 70 7 20  
15 0 10 60  
16 0 10 20  
17 50 10 20  
18 0 12 60  
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Tamaño de las nanopartículas  

Los tamaños de las nanopartículas fueron caracterizados y medidos mediante las técnicas 

de espectrofotometría UV-visible y dispersión dinámica de luz. 

Caracterización UV-visible 

Para la caracterización por espectrofotometría UV-visible se tomó una alícuota de 5 µL de 

nanopartículas de plata aforado en 3 mL del solvente en una celda de vidrio, el cual fue 

sometido al espectrofotómetro obteniéndose diagramas de absorbancia (A) versus longitud 

de onda (λ) y con picos característico, los cuales fueron analizados con ayudad del 

Software Origin 2022b. La biorreducción de plata en la solución de reacción se monitoreo 

tomando muestras periódicas de la mezcla de reacción en 4 tiempos durante el lapso de 1 

mes con el fin de observar la estabilidad de las NPs.  

Caracterización de tamaño hidrodinámico por DLS 

Para la medición de la distribución de tamaños hidrodinámicos de las nanopartículas de 

plata mediante la técnica de DLS, se tomó alícuotas de 3 µL de la solución acuosa de 

nanopartículas de plata en una celda de cuarzo, el análisis fisicoquímico por DLS se realizó 

en las instalaciones de la empresa NEOTEC CIENTIFICA S.A. en la ciudad de Lima. 

Con el fin de monitorear la estabilidad de los coloides de plata sintetizados, se midió la 

distribución de tamaño y la polidispersidad después de 11 semanas.  

3.4.7. Diseño experimental  

El diseño experimental factorial multinivel, permitió la combinación de todas las variables 

independientes con todos los niveles, así como la evaluación de cómo estas condiciones 

afectan la biosíntesis de las nanopartículas de plata. Al contar con diferentes niveles para 

cada variable independiente, se pudo analizar su influencia individual y las interacciones 

entre ellas.  
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Considerando que en las experimentaciones con extractos hidroetanólicos al 70%, se 

evidenció que los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, ya que se obtuvieron los 

mayores tamaños de AgNPs, lo cual conllevo a resultados inconsistentes o no replicables; 

por lo tanto, no se consideró el nivel superior para la variable cantidad de etanol en el 

extracto. 

El diseño experimental final que comprende variables y niveles se muestra en la Tabla 3.6 

Tabla 3.6 

Variables independientes y niveles finales  

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

Nota: (*) 0% de etanol en el solvente para la preparación de los extractos.  

Por tanto, el plan experimental final se resume en la Tabla 3.7 

 

 

 

 

 

Variables independientes 
Niveles 

1 2 3 

Cantidad de etanol en el solvente  

(A) 
0%(*) 

 
50% 

pH de la solución   (B) 7 10 12 

Temperatura (C) 20 ºC  60 ºC 
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Tabla 3.7 

Plan experimental final  

  A B C Tamaño 
de AgNP 

Nº 
C.E (%) pH T (ºC) Nm 

Experimento 

1 50 7 20  
2 50 12 20  
3 50 7 60  
4 0 7 60  
5 0 12 20  
6 50 10 60  
7 0 7 20  
8 50 12 60  
9 0 10 60  
10 0 10 20  
11 50 10 20  
12 0 12 60  

Nota: C.E, es la cantidad de etanol en el solvente 

Se procedió al análisis de resultados para determinar los valores de las variables (cantidad 

de etanol en el extracto, pH de la solución y temperatura) a los cuales se lograron menores 

tamaño de nanopartícula. 

El análisis estadístico usando el Software Statgraphics centurión 18-X64 (licencia adquirida 

de Software Shop en el 2022) consistió en:  

 Determinar el efecto de las variables independientes sobre las variables 

dependientes. 

 La significancia de las variables mediante la prueba ANOVA 

 El modelo matemático que representa a las variables en estudio  

Las hipótesis planteadas con un nivel de significancia (α) de 0.05 para el experimento son: 

Si: 
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H0 = hipótesis nula (los factores experimentales en estudio no tienen influencia en la 

respuesta) 

 P> 0.05 se acepta.  P <0.05 se rechaza 

Ha = hipótesis alterna (los factores experimentales en estudio tienen influencia en la 

respuesta) 

P <0.05 se acepta.   P >0.05 se rechaza 

De estas dos hipótesis se desea que la probabilidad explicada por el modelo sea mayor a la 

probabilidad no explicada; de este modo aceptar la hipótesis alternativa (Ha), así como 

tener un valor p ≤ α para cada término del modelo. 

3.4.8. Caracterización de las nanopartículas de plata 

La caracterización de las nanopartículas de menor tamaño y con mejores condiciones de 

operación, se encargó a la empresa HYPERION QUIMICA Y SERVICIOS E.I.R.L. en la 

ciudad de Huancayo; mediante las técnicas de Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

para conocer la morfología de las nanopartículas y distribución de tamaños; espectroscopia 

por dispersión de electrones (EDS) que permitió determinar la composición elemental de la 

muestra y Potencial Z que determinó la carga superficial de las nanopartículas. 

El análisis SEM se realizó a las 14 semanas de haber realizado la síntesis con el fin de 

analizar la estabilidad y la presencia morfológica estable de AgNPs. 

3.4.9. Aplicación antibacteriana en el afluente de la PTAR 

Se tomó una muestra compuesta de 10 L del agua residual del sedimentador primario de la 

PTAR – Cusco, posteriormente se realizó la separación de los sólidos mediante filtración en 

papel filtro, como se puede observar en la Figura 3.2. 
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Figura  3.2 

Recolección de muestra del afluente de la PTAR y proceso de filtración 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Para determinar la actividad antibacteriana se sometieron 500 mL de agua de muestra 

filtrada  

con diferentes dosificaciones (50 mL,70 mL, 90 mL, 110 mL, 130 mL) de AgNPs a una 

velocidad de agitación constante de 250 rpm durante 30 minutos y 20 minutos de reposo en 

un equipo de pruebas de jarras. En la Figura 3.3 se muestra la aplicación de las AgNPs en 

Sedimentador 
primario PTAR  

Muestra  

Muestra filtrada  

Proceso de 
filtración 
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las muestras de agua. 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Se realizó el análisis de los ensayos, con la técnica de diluciones en tubo múltiple (número 

más probable o NMP) para determinar los coliformes totales y termotolerantes de la 

muestra filtrada inicial y las que tienen dosificación. Se realizaron los ensayos 

microbiológicos en laboratorio de aguas de la Facultad de Biología de la UNSAAC.  

En la Figura 3.4, 3.5 y 3.6 se observan los procedimientos para la determinación de 

coliformes totales de la muestra de agua filtrada, muestra de agua filtrada con dosificación 

de AgNPs y determinación de los coliformes termotolerantes respectivamente. 

 

Figura  3.3 

Aplicación de AgNPs en las muestras de agua filtrada  
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Nota: El ensayo de muestra de agua filtrada sin aplicación de AgNPs tiene alta carga 

bacteriológica y fue necesario realizar más diluciones para obtener una mejor concentración 

para el análisis 

 

 

 

 

 

 

Figura  3.4 

Procedimiento para la determinación de coliformes totales para la muestra filtrada    

Si después de incubar, hay formación de gas dentro 
del tubo Durham, significa que la prueba presuntiva 
ha sido positiva. 

Condiciones 
de asepsia 
para la 
inoculación 

Muestra 
de agua 
filtrada 

Se inoculo 1 mL de la dilución 
10-9 a cada uno de los tubos  

Mezclar e incubar a 35±0.5°C durante 24/48 horas  Las lecturas de los 
tubos positivos, se 
verán en las Tablas 
NMP de los coliformes 
totales  

A los 15 tubos de ensayo se insertó 
campanas Durham invertidas, estos 
contienen 10 mL de caldo lactosa verde 
brillante bilis 2% y se autoclavaron a 15 psi 
por 15 min; se dejaron enfriar a 
temperatura ambiente, para su posterior 
uso. 

Los 9 tubos contienen 9 mL de agua 
peptonada al 0.1%, que se usó como 
diluyente o para el enriquecimiento no 
selectivo de microorganismos, 
esterilizados en una autoclave a 121°C 
durante 15 minutos 

Se inoculo 1mL de la muestra de agua filtrada al primer tubo de 
ensayo se mezcla y se saca 1 mL para el otro tubo así 
sucesivamente para los 9 tubos de ensayo, con micro pipeta 
esterilizada   

Se inoculo 1mL de la dilución 10-7 a cada uno de los tubos  
 

Se inoculo 1mL de la dilución 10-8 
a cada uno de los tubos  
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Figura  3.5 

Procedimiento para la determinación de coliformes totales para la muestra filtrada con 

dosificación de AgNPs    

 

 

 

 

Nota: Se utilizó como medio de cultivo Verde Brillante – Bilis - Lactosa diluido en agua 

destilada, en una relación de 40 g en 1 L de agua destilada, también agua peptonada en una 

relación de 15 g diluido en 1 L de agua destilada: después se calentó hasta llegar a la 

ebullición durante 1 minuto. Adaptado de Métodos Normalizados para el Análisis de aguas 

Potables y Residuales por APHA-AWWA-WPCF, Díaz de Santos, SA. 

 

 

Se inoculo 1 mL de la muestra de agua filtrada al primer tubo 
de ensayo se mezcla y se saca 1 mL para el otro tubo así 
sucesivamente para los 6 tubos de ensayo, con micro pipeta 
esterilizada   

Los 6 tubos de ensayo contienen 9 
mL de agua peptonada al 0.1%, que 
se usó como diluyente o para el 
enriquecimiento no selectivo de 
microorganismos, esterilizados en 
una autoclave a 121°C durante 15 
minutos 

Se inoculo 1 mL de la 
dilución 10-6 a cada uno 
de los tubos  

A los 15 tubos de ensayo se insertó 
campanas Durham invertidas, estos 
contienen 10 mL de caldo lactosa verde 
brillante bilis 2% y se autoclavaron a 15 psi 
por 15 min; se dejaron enfriar a 
temperatura ambiente, para su posterior 
uso. 

Las lecturas de los 
tubos positivos, se 
verán en las Tablas 
NMP de los coliformes 
totales  

Mezclar e incubar a 35±0.5°C durante 24/48 horas  

Si después de incubar, hay formación de gas dentro 
del tubo Durham, significa que la prueba presuntiva 
ha sido positiva. 

Condiciones 
de asepsia 
para la 
inoculación 

Muestra de 
agua filtrada 
con AgNPs 
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Figura  3.6 

Procedimiento para la determinación de coliformes termotolerantes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota:  Para obtener el medio de cultivo EC (Escherichia coli.) se pesó 37 g y se diluyo en 1 

L de agua destilada, se dejó reposar 5 minutos para luego calentarlo con agitación frecuente 

y llevar a ebullición para su total disolución (Adaptado de Métodos Normalizados para el 

Análisis de aguas Potables y Residuales por APHA-AWWA-WPCF, Díaz de Santos, SA.) 

Los resultados de los coliformes totales y termotolerantes fueron comparados antes y 

después de la aplicación de nanopartículas de plata biosintetizadas con extracto de 

 Queñua para determinar el porcentaje de eliminación bacteriana. 

Para poder determinar el porcentaje de eliminación de bacterias se usó la ecuación 3.3.  

% 𝑑𝑒 𝑒𝑙𝑖𝑚𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠   =
𝑚𝑖 − 𝑚𝑓

𝑚𝑖
∗ 100; (3.3) 

 

A los 15 tubos de ensayo se insertó campanas 
Durham invertidas, estos contienen 10mL de 
caldo EC, tapados y esterilizados en 
autoclave durante 15 minutos a 121°C 

Mezclar y dejar todos los tubos en 
baño termostático a 44.5 ± 0.2°C 
durante 24 ± 2 horas. 

Si después de las 24 horas hay 
formación de gas, indica presencia de 
coliformes termotolerantes, las lecturas 
de los tubos de ensayo positivos se 
consultan a la Tabla de NMP. 

Sembrar por 
triplicado  

Condiciones 
de asepsia 
para la 
inoculación 

De las pruebas que 
resultaron positivas en 
el análisis de 
coliformes totales se 
transfieren con un asa 
de platina flameada y 
fría a cada tubo de 
ensayo con medio de 
cultivo EC. 
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Donde: 

mi = coliformes totales en la muestra de agua filtrada 

mf = coliformes totales en la muestra de agua filtrada con dosificación de AgNPs 

En la Tabla 3.8 se detalla los ensayos de la aplicación antibacteriana  

Tabla 3.8 

Plan experimental de la actividad  antibacteriana para 500 Ml de agua filtrada de la PTAR 

Ensayo  
Dosificación de 

AgNPs (mL) 

NMP coliformes 

totales /100 mL 

NMP coliformes 

termotolerantes  

/100 mL 

% de 

eliminación 

de bacterias  

1 - 
  

 2 50 
  

 3 70 
  

 4 90 
  

 5 110 
  

 6 130       
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CAPÍTULO IV: 
RESULTADOS Y 

DISCUSIÓN 
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4.1. Tamizaje fitoquímico 

Los resultados del tamizaje fitoquímico se muestran en las Figuras 4.1, 4.2 y Tabla 4.1   
 
Figura  4.1 

Reacciones del tamizaje fitoquímico del extracto acuoso de Queñua 

 
 
Nota: Donde, R: extracto acuoso, D: identificación con Dragendorff en extracto acuoso, N: 

identificación con NaOH en el extracto acuso, C: identificación con FeCl3 y S: 

identificación con espuma. 

Figura  4.2 

Reacciones del tamizaje fitoquímico de los extractos hidroetanólicos a 50% y 70%  
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Nota: R50º: extracto hidroetanólico a 50%; R70º: extracto hidroetanólicos a 70%; D: 

identificación con Dragendorff; N: identificación con NaOH; S: identificación con espuma; 

C: identificación con FeCl3. 

En la Tabla 4.1 se observará los resultados del tamizaje fitoquímico para los tres extractos.  

Tabla 4.1 

Resultados cualitativos del tamizaje fitoquímico 

Metabolito  Reacción  
Extracto 

hidroetanólico a 50% 

Extracto 

hidroetanólico a 70% 

Extracto 

acuoso  

Alcaloides Dragendorff - - - 

Flavonoides NaOH ++ +++ + 

Taninos FeCl3 ++ +++ +++ 

Saponinas Espuma + - +++ 

Nota: Interpretación, + presencia escaza, ++ presencia relativamente abundante, +++ 

presencia abundante, - no detectado. 

 
En la Tabla 4.1 se puede observar que los extractos hidroetanólicos de 50%, 70% y extracto 

acuoso no presentan alcaloides al no reaccionar con el reactivo de Dragendorff, lo cual 

indicaría según Pucurimay (2018), que los extractos no contienen características de 

toxicidad, analgésicas ni alucinógenas. En la prueba de reacción de los metabolitos de 

flavonoides se observó que hay mayor presencia en el extracto hidroetanólicos a 70% 

seguidamente del extracto hidroetanólicos a 50% y por último el extracto acuoso; este 

metabolito tiene propiedades antioxidantes, efectos antiinflamatorios, antivirales, 

antimicrobianos y antifúngicas. También en la tesis que realizó Abregu (2021), indica que 

los flavonoides tienen una fuerte actividad antioxidante, gracias a su bajo potencial de 

oxidación lo que les otorga una buena capacidad para estabilizar radicales libres donando 
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electrones o átomos de hidrógeno. 

En el metabolito taninos se observó que hay mayor presencia en el extracto acuoso e 

hidroetanólicos a 70% y en menor cantidad en el extracto hidroetanólicos a 50%, esto por el 

viraje de color a negro azulado indicando la presencia de taninos pertenecientes a los 

derivados del ácido pirogálico, tal como indica Flórez (2022); quien también menciona que 

estos compuestos tienen propiedades antioxidantes.  

Se ve también la ausencia de saponinas en los extractos hidroetanólicos, sin embargo, se 

observó la presencia abundante en el extracto acuoso. Según Mena et al., (2015), las 

saponinas son las que presentan acción de protección frente a agentes externos y también 

posee un efecto antioxidante. 

Los resultados obtenidos coinciden con la investigación realizada por Cubas y Huaman 

(2018), quienes realizaron el  tamizaje fitoquímico del extracto etanólico a 96% de las hojas 

de Queñua, evidenciando gran cantidad de compuestos fenólicos, alcaloides, taninos, 

flavonoides,  saponinas, y en pequeñas cantidades de triterpenos y esteroides.  

En la investigación de Esquivel y Mas (2021), se evaluaron los fitoconstituyentes de la 

especie Trichoderma ss., ellos resaltan que esta especie posee bioactivos tales como, 

alcaloides, flavonoides, esteroles, proteínas, saponinas y glicósidos a los cuales les 

atribuyen la capacidad de reducir los metales. Los metabolitos antes descritos son también 

fitoconstituyentes de la Queñua, lo cual explica que la planta utilizada tiene la capacidad de 

reducir los cationes de plata para formar las AgNPs. 

Se pudo evidenciar que preparar el extracto de Queñua con diferentes solventes de diferente 

polaridad afectan la extracción de metabolitos, también se corroboro que los diferentes 

extractos tienen los compuestos fitoquímicos necesarios para cumplir la función como 

agente reductor. Cabe mencionar que los metabolitos extraídos expuestos en la Tabla 4.1 
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permanecen intactos después de dos meses de mantener los 3 extractos en refrigeración a 

4ºC.  

La certificación de la determinación taxonómica de la Queñua se adjunta en el Anexo A. 

4.2. Determinación de compuestos fenólicos totales del extracto de Queñua  

Los resultados de la determinación se muestran en la Tabla 4.2: 
 
 
 Tabla 4.2 

Determinación de compuestos fenólicos 

Nota: R: repetición, AG: ácido gálico  

Las pruebas fitoquímicas preliminares revelaron que los extractos hidroetanólico son los 

que más metabolitos secundarios presenta en comparación con el extracto acuoso. Así 

mismo, en la prueba de determinación de compuestos fenólicos por el método de Folin-

Ciocalteu corrobora esta afirmación. Los extractos hidroetanólicos de 50% y 70% 

presentaron mayores concentraciones y en menor concentración el extracto acuoso. Cubas y 

Huaman (2018)  reportan una cantidad de 1.44 mg AG/ g Queñua, quienes realizaron una 

extracción con etanol de 96%, Ticllacuri y Travezaño (2019) presentaron análisis de 

compuestos fenólicos en los extractos acuosas con restos de café igual 1.27 mg AG/ g; 

ambos realizaron una extracción acuosa a 60°C por una hora con agitación constante. 

Extracto de Queñua R1 R2 R3 

Equivalentes 

de AG mg/mL 

de extracto 

Equivalentes 

de AG mg/g 

de Queñua 

Acuoso  10.98 11.09 11.15 11.07 55.38 

Hidroetanólico 50%  19.09 19.21 19.04 19.11 95.58 

Hidroetanólico 70%  19.66 19.61 19.49 19.59 97.96 
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Estas diferencias pueden explicarse tal como menciona Ranko (2014) por las circunstancias 

climáticas, la época del año en la que se recolectó el material, las características del suelo 

como: pH, cantidad de nutrientes o incluso a factores genotípicos que juegan un rol 

importante en la producción de algunos tipos de fenoles como antocianinas y flavonoides. 

La diferencia también podría explicarse debido a la cantidad de proporción de mezcla entre 

solventes y solutos para realizar las extracciones de estos compuestos fenólicos, así como 

también las condiciones físicas (temperatura). En caso del extracto acuoso obtenido a 

temperatura de ebullición durante 40 minutos, la temperatura fue el factor influyente para 

una buena extracción de compuestos fenólicos. Teniendo similitud a la investigación 

realizada por Muñoz et al., (2015), quienes enfatizan que la cantidad de compuestos 

fenólicos extraídos es proporcional al aumento de la temperatura.  

También Pérez (2013), menciona que la polaridad de los solventes acuosos y los 

hidroetanólicos tienen influencia en el proceso, ya que existen compuestos fenólicos 

complejos como los flavonoides que presentan grupos hidroxilos los cuales son 

considerados polares, por lo que son más solubles en etanol y agua, pero también menciona 

que los compuestos fenólicos del tipo flavonoide glicósidos y agliconas son más polares y 

aumentan su solubilidad en soluciones alcohólicas acuosas. 

En este sentido, el haber obtenido mayores concentraciones de fenoles con las mezclas 

etanólicas de 50% y 70% se podría confirmar que hay compuestos fenólicos que son más 

solubles en esta mezcla debido a la polaridad que presentan estos extractos, sin embargo en 

los disolventes puros tal como indica Muñoz et al., (2015), la solubilidad en agua y alcohol 

de los compuestos fenólicos, generalmente es mayor para los compuestos difenoles y 

polifenoles, por lo cual también se evidencia que este tipo de compuestos están presentes en 

los extractos acuosos e hidroetanólicos de Queñua. 
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Se resalta que la relación masa de planta/concentración de solvente utilizado, tiene 

significancia en la extracción de fenoles ya que se obtienen diferentes concentraciones de 

compuestos fenólicos, habiendo una diferencia de 77% al usar como solvente una mezcla 

acuosa a una mezcla hidroetanólica de 70%. 

El contenido de estos fenoles en los extractos preparados está directamente relacionado con 

la actividad antioxidante y reductora como menciona Shahidi y Ambigaipalan (2015), ya 

que estos poseen propiedades redox, y actúan como agentes reductores, donadores de 

hidrógeno. Siendo los principales compuestos que actúan para reducir la sal de plata a plata 

elemental. 

La certificación de la determinación de compuestos fenólicos totales se adjunta en el Anexo 

B.  

4.3. Biosíntesis de las nanopartículas de plata 

En la Tabla 4.3 se observa los resultados de la biosíntesis de la nanopartícula de plata. 
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Tabla 4.3 

Resultados de la biosíntesis de nanopartículas de plata 

  A B C Tamaño 
de AgNP 

Nº 
C.E (%) Ph T (°C) nm 

Experimento 

1 70 12 20 124.30 
2 50 7 20 49.82 
3 70 10 60 69.34 
4 70 12 60 136.5 
5 50 12 20 84.54 
6 70 10 20 83.78 
7 50 7 60 220.70 
8 0 7 60 111.20 
9 0 12 20 147.60 
10 50 10 60 62.70 
11 0 7 20 178.50 
12 50 12 60 268.40 
13 70 7 60 2000.00 
14 70 7 20 81.30 
15 0 10 60 52.44 
16 0 10 20 58.68 
17 50 10 20 34.77 
18 0 12 60 48.89 

 
De los 18 ensayos de AgNPs sintetizadas, siguiendo la metodología reportada, se pudo 

observar que las muestras cambiaron su apariencia visual poco después de la adición del 

extracto de la planta a la solución de AgNO3, las mezclas de reacción (extracto + AgNO3) 

eran soluciones ligeramente mostaza con los siguientes pH's expuestos en la Tabla 4.4. 
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Tabla 4.4 

pH  inicial de los 3 tipos de extractos 

 

 

 

 

Al mezclar el extracto con la sal de plata los pH's de las soluciones variaron a los valores 

expuestos en la Tabla 4.5. 

Tabla 4.5 

pH de los 3 extractos mezclados con AgNO3 

Tipo de extracto + 

AgNO3 
Ph 

Acuoso (0%) 4.59 

Hidroetanólico de 50% 4.76 

Hidroetanólico de 70% 4.81 

 

A medida que se procedía a realizar la corrección del pH las mezclas de reacción se 

volvieron marrones oscuros de forma inmediata. En la siguiente Figura 4.3 se puede 

observar que al añadir NaOH aparece el color marrón oscuro en la mezcla de reacción. 

 

 

 

 

 

 

Tipos de extractos  Ph 

Acuoso (0%) 4.74 

Hidroetanólico de 50% 5.32 

Hidroetanólico de 70% 5.35 
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En la Figura 4.3 la coloración indicó que había formación de nanopartículas de plata; tal 

como indica Rodríguez et al., (2013), quienes mencionan que este cambio de color se debe 

a la fuerte absorción de la luz visible debido a la excitación de los plasmones de la 

superficie de las nanopartículas. Cumbal et al., (2017), indica que existe una reducción de 

los iones de Ag+ para formar los átomos de Ag0, los cuales se aglomeran en clústeres para 

conformar las AgNPs. 

En la Figura 4.4 se observa el mismo cambio de coloración de las soluciones de reacción en 

los 18 experimentos realizados 

 

 

 

 

 

 

Figura  4.3  

Mezcla de reacción 
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Figura  4.4 

Cambio de coloración de las soluciones de reacción 

 

Nota: Donde, (a) se observa el color característico del extracto acuoso, hidroetanólicos de 

50% y 70%, en la Figura (b) se aprecia la mezcla de reacción de AgNO3 0.1 M y extracto, 

donde: b1: extracto acuso, b2: extracto hidroetanólicos 50% y b3: extracto hidroetanólicos 

70%, finalmente en la Figura (c) se observa el color marrón oscuro característico de la 

formación de AgNPs, donde: c1 pH :7, c2 pH: 9, c3 pH: 10. 

 
En el proceso de síntesis realizado en la presente investigación  hubo un cambio de 

coloración muy precipitada lo cual indica que hubo una reacción de reducción espontanea 

al agregar el NaOH , esto a diferencia de la biosíntesis que realizo Pardo et al., (2022), con 

extracto acuoso de hojas de Romero a una temperatura de 65 ºC y a un pH de 10, quienes 

reportaron que obtuvieron mejores longitudes de onda al tercer día donde recién las 

soluciones se tornaron de color amarillo a marrón oscuro . Del mismo modo Cardeño y 
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Londoño (2014), usaron extracto de ajo como agente reductor, el cual fue obtenido 

mediante un proceso de hervido y posteriormente le agregaron solución de AgNO3 a una 

temperatura de 50 ºC – 60ºC, mediante este método observaron la reducción de iones de 

plata en un tiempo de 30 minutos mediante el cambio de color característico. 

Se evidencio que la preparación del extracto al realizarse con los tallos y hojas de la planta, 

afectaron de manera directa en la síntesis debido a su contenido fitoquimico que 

contiene grupos hidroxilo, carboxilo, fenólicos y metabolitos que podrían estar 

involucrados en la síntesis de nanopartículas. Los resultados obtenidos en la síntesis 

coinciden con Rodríguez et al., (2013), quienes en su  trabajo prepararon extractos con 

hojas y tallos de Rumex hymenosepalus Torr, el cual contenía polifenoles, e indican que los 

mismos mecanismos moleculares que otorgan propiedades antioxidantes a estas moléculas 

promueven la reducción de iones Ag+ donde el mecanismo principal es la extracción de 

hidrógeno debido a los grupos OH- en las moléculas de polifenol. 

Esta diferencia de cambio de color en las diferentes investigaciones se puede deber como 

manifiesta Urnukhsaikhan et al., (2021), que al realizar extractos con las diferentes partes 

de las plantas afectan de manera diferente en la síntesis de nanopartículas de plata, teniendo 

una mejor formación de AgNPs usando como agente reductor toda la planta obteniendo un 

color más oscuro en comparación al usar solo el tallo y la flor.  

En la evaluación del pH como variable de estudio, observamos que el pH tiene un alto 

impacto importante en la síntesis de AgNPs, al incrementarse este hacia valores de pH 

alcalino se muestran picos de longitud de onda más característicos de las AgNPs tipo 

esféricas alrededor de los 420 nm (Singh et al., 2015). También se puede indicar que al 

aumentar el pH de las mezclas de reacción se observaron valores de absorbancia más altos, 
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lo cual indicaría según Martinez et al., (2021), un aumento en la concentración de 

nanopartícula.  

Al analizar el efecto de la temperatura en los espectros UV-visible se observaron que a 

picos de absorbancia altos y longitudes de onda bajos, el tamaño de las AgNPs sintetizadas 

disminuye con el aumento de la temperatura, lo que probablemente se podría deber a que, a 

una alta temperatura, las energías cinéticas de las moléculas aumentan y los iones de plata 

se consumen más rápido, lo que deja menos posibilidades de crecimiento de las 

partículas. A si mismo Sánchez (2017), indica que la temperatura ejerce una influencia 

importante en el control del tamaño de las AgNPs, afectando a la etapa de nucleación 

siendo está mucho más rápida a altas temperaturas generando una gran cantidad de núcleos 

de crecimientos de Ag0 (nanoclusters) permitiendo que la etapa de crecimiento de las NPs 

transcurra de manera homogénea dando lugar a partículas de tamaño similar. 

Sin embargo, las AgNPs sintetizadas a 60 ºC en su evolución de estabilidad en el tiempo se 

pudo observar un corrimiento a longitudes de onda mayores, lo cual indicaría un aumento 

en el tamaño de las AgNPs. Este fenómeno se podría deberse según Jiang (2011) que al 

aumentar proporcionalmente la temperatura se refleja un crecimiento más rápido de las NPs 

mediante un mecanismo de fusión lo que implicaría una agregación sin control durante el 

crecimiento mediante la unión entre dos o más nanopartículas. A sí mismo en su trabajo de 

investigación para seguir la formación y el crecimiento con el tiempo efecto de la 

temperatura al elevar de 17ºC a 55ºC, se comprobó que el tamaño de partícula aumenta con 

el tiempo de 25 nm a 48 nm para el diámetro de NPs esféricas. No obstante, el efecto de la 

temperatura sobre el aumento del tamaño de las nanopartículas fue significativo bajo las 

condiciones reportadas lo cual se pudo corrobar en el análisis de DLS. 

La Figura 4.5 muestra los 18 ensayos después de las 24 h de agitación. La falta de 
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semejanza en las tasas de bioreducción con otras investigaciones analizadas, puede deberse 

a que se utilizan extractos de diferentes partes de las especies vegetales como agentes 

reductores y estabilizantes. Por lo que, el presente estudio también aporta con la 

identificación de nuevas especies vegetales para la síntesis de nanopartículas de plata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 4.6 y Tabla 4.5 se muestra la relación entre la absorbancia y la longitud de 

onda máximas que muestran bandas de absorción de superficies de plasmón superficial 

(SPR). 

En la siguiente Tabla 4.6 se observa a detalle los picos de SPR de cada ensayo en las 

diferentes fechas de análisis usando el software VISION pro. 

 

Figura  4.5 

Los 18 ensayos después de las 24 horas de agitación 
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Tabla 4.6 

Lectura del espectrofotómetro UV-visible /AgNPs con extracto acuoso 

 

 

 

 

  

 

Se observó mediante los resultados del espectrofotómetro que hay formación de AgNPs con formas esféricas y en concentraciones 

altas de acuerdo a sus aspectos visuales y la relación con sus absorbancias en el rango de 400 a 470 nm; estos resultados concuerdan 

con lo reportado por Pardo et al., (2022), quienes mencionan que los mejores picos encontrados en las soluciones preparadas de NPs 

están entre las longitudes de onda mencionadas, las cuales están relacionados con nanopartículas de plata de forma esférica con 

diámetros en el orden 1 nm - 50 nm. 

En la Figura 4.6 se observan cuatro diagramas UV-visible/ AgNPs con extracto acuoso en diferentes fechas usando el software Origin 

2022b.

 
  Fecha :22/11/22 Fecha :25/11/22 Fecha :07/12/22 Fecha :22/12/22 

Ensayo 
N° 

pH T 
(°C) Absorbancia  Lambda 

(nm) Absorbancia  Lambda 
(nm) Absorbancia  Lambda 

(nm) Absorbancia  Lambda 
(nm) 

8 7 60 2.97 416 2.68 420 1.45 421 1.82 421 
9 12 20 3.02 410 2.94 410 2.34 411 3.88 411 

11 7 20 2.37 417 2.19 416 1.77 417 2.05 419 
15 10 60 4.12 413 3.49 415 1.91 414 1.57 415 
16 10 20 3.21 405 2.89 405 2.15 405 2.59 405 
18 12 60 2.83 406 2.31 407 1.63 408 1.73 408 



81 
 

 

En la primera lectura del espectro se visualiza la influencia de la temperatura de reacción en 

la muestra de los ensayos 15 (pH: 10, T:60 °C) y 8 (pH: 7, T:60 °C), en los cuales se 

aprecia  

los máximos picos de absorbancia que son atribuidos a una mayor concentración de 

AgNPs; esto coincide con Jiang (2011), quien en su investigación menciona que a mayores 

temperaturas la velocidad de reacción también se incrementa, lo cual provoca un 

crecimiento más rápido de NPs, esto debido a que aumenta la energía cinética de las 

moléculas que reaccionaron, esto indica que más iones de Ag+ colisionaron con moléculas 

reductoras del extracto acuoso. 

Figura  4.6 

Lectura del UV-Visible/ AgNPs con extracto acuoso en diferentes fechas 
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En los ensayos 15 (pH: 10, T:60 °C), 16 (pH: 10, T:20 °C), 9 (pH:12, T:20 °C) y 18 (pH: 

12, T: 60 °C) que se sintetizaron con pH alcalino,  también se observó que poseen 

absorbancias altas, esto sugiere una reducción eficiente de los Ag+ en presencia de iones de 

hidroxilo (OH-), lo que es similar a los hallazgos reportados por Riaz et al., (2021). Estos 

autores encontraron que un pH mayor de 10 y una temperatura de 60 ºC de síntesis, los 

espectros de absorbancia presentaron un solo pico en forma de campana definida y 

simétrica, de lo cual indican la formación de AgNPs de forma esférica regular y 

monodispersas. 

Posteriormente, se observó en la investigación presente, que en el trascurso del tiempo 

ocurrió un corrimiento a longitudes de onda mayores del ensayo 8 (pH:7, T:60 °C) y 11 

(pH: 7, T:20 °C), por consiguiente, representa que las nanopartículas sintetizadas a esas 

condiciones tuvieron un aumento de tamaño y pasarían de ser monodispersas a 

polidispersas siendo estas dos muestras unas de las que sufrieron mayores cambios en su 

dispersión y tamaño.  

En los ensayos 8 (pH:7, T:60 °C), 11(pH: 7, T:20 °C) y 15(pH: 10, T:60 °C) se observó una 

mayor longitud de onda junto a un mayor ensanchamiento visual de los picos, lo que 

sugiere la formación de AgNPs de diferentes tamaños. Esto contrasta con lo reportado en la 

investigación realizada por Vera y Cornejo (2018), quienes registraron espectros UV-

visible en diferentes intervalos de tiempos de reacción con picos de longitud onda alrededor 

de 420 nm con un amplio ancho de pico. Sus resultados indicaron la formación de AgNPs 

estables con características de polidispersidad de tamaños. Cruz et al., (2012), también 

mencionan que las nanopartículas más grandes provocan un corrimiento a mayores 

longitudes de onda, junto con un ensanchamiento de la misma. Esto debido a que, en el 
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interior de la partícula, el campo eléctrico ya no es constante, habiendo una disminución en 

la densidad de carga en la superficie de la partícula.  

Posteriormente, durante el transcurso del tiempo, se observa en los gráficos la evolución 

UV-visible de las AgNPs. En el ensayo 8 (pH:7, T:60 °C) y 11 (pH: 7, T:20 °C), se produjo 

un corrimiento a longitudes de onda mayores, lo que indica que las nanopartículas 

sintetizadas bajo esas condiciones experimentales aumentaron de tamaño. Esto implica que 

estas muestras sufrieron mayores cambios en su dispersión y tamaño y pasaron de ser 

monodispersas a polidispersas. 

Se evidenció que el ensayo 18 (pH:12, T:60 °C) presentó un ensanchamiento en sus picos, 

así como la formación de un hombro, lo que podría sugerir una interacción entre 

nanopartículas y una polidispersidad con una amplia distribución de tamaño. Estos 

resultados coinciden con la investigación de Requejo Roque (2014) , quien también reportó 

la aparición de un hombro en las muestras de AgNPs, lo que indicaba la presencia de una 

polidispersidad en la distribución de tamaño. Además Guzman et al., (2015), reportó la 

formación de AgNPs de forma triangular con un segundo pico a una longitud de onda 

mayor a 500 nm, lo que sugiere que estas se formarían a partir de una transformación de los 

núcleos esféricos. Esto evidenciaría la posible formación de nanopartículas triangulares a 

estas condiciones. 

En las mediciones en diferentes tiempos se observó que el ensayo 9 (pH: 12, T:20 °C), es 

uno de los que no sufrió mucha variación visual de la forma y simetría de su campana, pero 

sin embargo hay un ensanchamiento del pico; así mismo la evolución de su longitud de 

onda en el tiempo se mantuvo constante; lo cual es indicativo que hay presencia de 

nanopartículas esféricas monodispersas con una distribución homogénea de tamaños. 

Los ensayos 15 (pH: 10, T:60 °C) y 18 (pH:12, T:60 °C) presentaron una disminución en 
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sus anchos de pico, mientras que en los ensayos 16 (pH: 10, T:20 °C), y 18 (pH:12, T:60 

°C) se registraron las menores longitudes de onda; estos resultados señalan que las muestras 

de estos ensayos presentan menores tamaño en dispersión de nanopartículas. Según el 

estudio realizado por Khan et al., (2013), mencionan que los coloides de plata que se 

comercializan, tienen picos de longitud de onda que oscilan entre los 395 nm a 404 nm con 

un tamaño promedio de 10 nm y 20 nm respectivamente. Por lo tanto, se podría inferir que 

las muestras de los ensayos 16 (pH: 10, T:20 °C), y 18 (pH:12, T:60 °C) presentan estas 

características. 

En la evaluación de estabilidad se observa que, en la mayoría de experimentaciones, a 

excepción del ensayo 16 (pH: 10, T:20 °C) que evidencia un espectro UV-visible 

inalterado; confirmando su estabilidad y uniformidad en disolución coloidal manteniendo 

su posible forma esférica; presentaron un corrimiento a longitudes de onda mayores, lo cual 

podría deberse a un aumento en el tamaño por agregación debido a que la reacción de 

reducción sigue avanzando haciendo crecer las partículas moldeándolas en una forma más 

energéticamente favorable. Sin embargo, también presentan la uniformidad coloidal sin 

presentar solidos decantados ni en suspensión. 

Los resultados de los tamaños hidrodinámicos se observan en la Tabla 4.7. 
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Tabla 4.7 

Tamaño hidrodinámico promedio(Z)  de las AgNPs con extracto acuoso 

N° ensayo  pH  Temperatura(°C) Pdl 
Promedio 

Z (d.nm) 

8 7 60 0.50 111.20 

9 12 20 0.43 147.60 

11 7 20 0.40 178.50 

15 10 60 0.25 52.44 

16 10 20 0.48 58.68 

18 12 60 0.48 48.89 

Nota: Distribución de tamaño por DLS, expresa un tamaño hidrodinámico promedio (Z), 

con su respectivo índice de polidispersidad de las NPs (PdI). 

 

En la Tabla 4.7 se puede observar que la mayoría de ensayos presentaron mayores índices 

de polisdispersidad, de lo cual se puede inferir que estas muestras presentan una gama 

variada de tamaños con una posible tendencia a aglomerase en el tiempo. Los resultados 

expuestos tienen contraste con Filimon et al., (2023), quienes reportaron que el tamaño de 

las nanopartículas de plata medidas con DLS y con Pdi mayores de una matriz de 

hidroxipropil metil celulosa tienden a aglomerarse; además, la distribución de tamaños fue 

más amplia en comparación con las nanopartículas de plata en una matriz de poly N – 

vinilpirrolidone que presentaron un menor Pdi, 

El ensayo 15 (pH:10, T:60°C) presenta el menor Pdi, lo que reflejaría una distribución de 

tamaños homogéneos de NPs; esto coincide con lo reportado por Geeta Arya R. (2017) , 

quien indica un tamaño hidrodinámico promedio de las AgNPs determinadas por DLS, de 

aproximadamente 54 nm junto con PdI de 0.2; ellos  mencionan que las AgNPs, empleando 

extracto de corteza de Prosopis juliflora fueron homogéneos en términos de tamaño. 
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En el ensayo 18 (pH:12, T: 60ºC) presentó un Pdi similar al ensayo 8 (pH:7, T: 60ºC). La 

alta temperatura en el ensayo 8 (pH:7, T: 60ºC), podría haber causado un proceso rápido de 

nucleación, pero la tendencia a la aglomeración podría ser el resultado del pH neutro de la 

solución. Según la investigación realizada por Reddy Bogiredd (2020), un pH menor en la 

mezcla de reacción producen NPs más grandes debido a la disponibilidad limitada de 

grupos funcionales OH-, mientras que a pH 10 se producen partículas casi esféricas de 

menor tamaño y con menor tendencia a aglomerarse. Esto se debe a que las NPs adquieren 

una mayor densidad de carga negativa, lo que las estabiliza e impide su agregación debido a 

la repulsión de cargas. Mientras en el ensayo 18 (pH:12, T: 60ºC), el valor relativamente 

alto de Pdi podría deberse a la formación de NPs de forma cuasi esféricas o triangular, lo 

que contrastaría con la formación de un hombro en la lectura UV- visible.  

Los resultados indican que es bastante posible controlar la morfología y el tamaño de las 

AgNPs a través de la biosíntesis modificando el pH. 

En los ensayos 15 (pH: 10, T:60 °C) y 18 (pH:12, T: 60 ºC), los cuales mostraron los 

menores tamaños hidrodinámicos se puede evidenciar el efecto de la temperatura y pH de 

síntesis alcalino lo que conlleva a un proceso de nucleación muy rápido en un inicio, 

derivándose en una fase de crecimiento continuo de las AgNPs. Estos resultados coinciden 

con lo reportado por Khan et al., (2013), quienes indican que cuando comenzó a hervir una 

solución de reacción, el pico de absorción cambió gradualmente de 400 nm a 430 nm, 

acompañado del aumento continuo en la intensidad de absorbancia, a lo que les atribuyeron  

un crecimiento homogéneo en las nanopartículas de plata con tamaños entre 20 nm y 50 

nm. En el Apéndice Nº5 y Tabla 4.8 también observa que, en la mayoría de ensayos, se 

produjeron distribuciones multimodales por intensidad de tamaño, lo que indica la 

polidispersidad de las muestras. 
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Los picos de mayor tamaño (>1000 nm) en los gráficos de intensidad, están presentes 

debido a que estos cuerpos se interponen en el camino del láser del equipo, por lo cual su 

aporte a la dispersión de luz es mucho mayor en comparación con las partículas pequeñas. 

Además, tomando como referencia a Botasini (2016) es importante aclarar que el diámetro 

efectivo medido por el promedio Z, tienden a sobrevalorar los tamaños reales de las 

muestras polidispersas, dado que expresa el promedio aritmético de todas las poblaciones 

presentes, en dónde las partículas de gran tamaño tienen un peso relativo mayor en la 

cantidad de luz dispersada que las partículas pequeñas. 

Tabla 4.8 

Distribución de tamaños de AgNPs por intensidad del extracto acuso  

N° 
ENSAYO Pico  Diámetro 

(nm) 
% 

Intensidad  

8 
1 173.30 86.50 
2 16.90 7.10 
3 2357 6.40 

9 
1 24.85 54.30 
2 1036 29.90 
3 2.19 15.80 

11 
1 177.50 80.90 
2 35.31 19.10 
3 0 0 

15 
1 39.77 98.20 
2 5560 1.80 
3 0 0 

16 
1 102 88.40 
2 9.83 9.80 
3 4457 1.80 

18 
1 31.47 70.50 
2 1097 26.40 
3 5198 3.10 

Los resultados permitieron identificar de 2 a 3 poblaciones en los ensayos 8 (pH:7, T: 60 

ºC), 9 (pH:12, T: 20 ºC), 15 (pH:10, T: 60 ºC), 16(pH:10, T: 20 ºC) y 18 (pH:12, T: 60 ºC), 

quienes presentaron picos de intensidad en tamaños mayores a 1000 nm (pico 3: 2357 nm 
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6.4%; pico 2: 1036 nm 29.9%; pico 2: 5560 nm 1.8%; pico 3: 4457 nm 1.8%; pico 3: 5198 

nm 3.1% respectivamente), estos tamaños están relacionados con material orgánico en 

suspensión del extracto que enmascara a las nanopartículas lo cual contribuye a una mayor 

dispersión de luz, el cual es captado por el DLS y se ve reflejado en los gráficos por 

intensidad, teniendo coherencia con el fenómeno de la dispersión de Rayleigh quien 

postula, que la contribución a la luz total dispersada por las partículas pequeñas será 

extremadamente pequeña a la luz dispersada por las partículas más grandes (Malvern, 

2017) . A si mismo Reddy (2020), reporta un mayor tamaño de NPs en las mediciones de 

DLS en comparación con el histograma SEM y los resultados de XRD a lo cual le atribuye 

la contribución adicional de la biomasa que fue confirmado en su análisis  SEM. 

 
Los picos con mayor intensidad (pico 1 y 2), tienen un tamaño proporcional de 178 nm 

hasta los 2 nm, evidenciando claramente la polidispersidad en cuanto al tamaño de las NPs 

obtenidas. Los resultados de tamaño coinciden con los informados por Sinhg et al., (2015), 

quienes obtuvieron un rango de tamaños de 50 nm – 150 nm y un diámetro hidrodinámico 

de 97 nm. También contrasta con lo expuesto por Tippayawat et al., (2016), quienes, 

mediante una síntesis verde usando como agente reductor la  planta de Aloe Vera, 

sintetizaron AgNPs de forma esférica con un tamaño de partícula que oscilaba entre 70.70 

nm a 192.02 nm Además, informaron que el tiempo de reacción y la temperatura influyen 

significativamente en la fabricación de nanoestructuras de plata. 

También Vera y Tamo (2018), indica que los tamaños más grandes por intensidad podrían 

hacer referencia a que fracciones del extracto no se encapsulan y se mantiene en solución y 

una mayor parte del extracto si fueron incorporados en las nanopartículas.  
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Los ensayos 8 (pH:7, T: 60 ºC), 9(pH:12, T: 20 ºC) y 11 (pH:7, T: 20 ºC) que mostraron 

longitudes de onda en el UV-visible característicos de menores tamaños de AgNPs, no 

coinciden con los resultados obtenidos por DLS. Como explicación a esta diferencia 

referenciamos a Moreno (2021), quien menciona que los diámetros obtenidos en esta 

técnica son mayores debido a que se mide el radio hidrodinámico el cual está definido no 

solamente por el tamaño del núcleo metálico sino también por la doble capa eléctrica que se 

genera entre la superficie de la partícula y el seno de la solución. Botasini (2021) también 

menciona que estas variables puede variar en función de la carga superficial, el agente de 

recubrimiento, el pH y la fuerza iónica de la solución. Teniendo en cuenta que el análisis 

DLS se realizó después de 7 semanas de la última lectura UV-visible, podría significar que 

hubo una agregación de NPs, pero sin embargo refleja que aún se mantienen estables y en 

solución coloidal. 

En las distribuciones por volumen y número (ver Apéndice Nº5), presentaron un solo pico 

de distribución de tamaño, por lo cual se puede afirmar que las soluciones están 

conformadas por más de un 94% de NPs con tamaños menores a 100 nm, siendo las 

muestras 9 (pH:12, T: 20 ºC) y 16 (pH:10, T: 20 ºC) las que presentan una distribución 

porcentual con menores volúmenes y tamaños de NPs menores a 100 nm. En general todas 

las muestras mantienen una cierta estabilidad a las 11 semanas de su síntesis, pero con una 

tendencia a aglomerarse en el tiempo. 
 
En las Tablas 4.9 y 4.10 se muestran las lecturas UV-visible de la síntesis de AgNPs 

sintetizado con extracto hidroetanólicos a 50% y 70%, las mediciones se realizaron en 

diferentes tiempos para poder observar la estabilidad de las muestras. 
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Tabla 4.9 

Lectura del espectrofotómetro UV-visible /AgNPs con extracto hidroetanólico a 50% 

 
  Fecha :25/11/22 Fecha : 07/12/22 Fecha :21/12/22 Fecha :28/12/22 

Ensayo 
N° 

Ph T(°C) Absorbancia  Lambda 
(nm) Absorbancia  Lambda 

(nm) Absorbancia  Lambda 
(nm) Absorbancia  Lambda 

(nm) 
2 7 20 2.05 429 2.05 429 3.67 422 3.35 428 
5 12 20 3.65 419 2.84 420 1.87 415 1.46 412 
7 7 60 1.83 428 1.83 428 1.52 429 1.92 429 

10 10 60 2.96 419 2.96 419 3.42 420 3.24 422 
12 12 60 2.62 415 2.62 415 1.27 410 0.54 411 
17 10 20 1.96 425 1.96 425  3.08  422 3.48 424 

 

Tabla 4.10 

Lectura del espectrofotómetro UV-visible /AgNPs con extracto hidroetanólico a 70% 

 

 
  Fecha :25/11/22 Fecha : 07/12/22 Fecha :21/12/22 Fecha :28/12/22 

Ensayo 
N° 

Ph T(°C) Absorbancia  Lambda 
(nm) Absorbancia  Lambda 

(nm) Absorbancia  Lambda 
(nm) Absorbancia  Lambda 

(nm) 
1 12 20 2.34 422 2.26 422 1.08 435 1.34 419 
3 10 60 4.40 415 3.24 419 1.38 420 2.99 418 
4 12 60 1.93 420 2.46 421 1.43 431 1.50 425 
6 10 20 1.79 423 1.79 423 1.05 424 1.87 422 

13 7 60 1.94 425 1.94 425 4.22 427 2.30 427 
14 7 20 3.17 426 2.24 429  2.17 429 2.42 429 
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Se visualizó que las muestras cambiaron de color, lo que indicó la formación de AgNP en 

la solución y los SPR se registraron mediante espectroscopia UV-vis. En todos los casos, 

los espectros UV-vis exhibieron una banda de absorción de energía entre 415 y 429 nm, lo 

que sugiere una excitación de las vibraciones longitudinales del plasmón de las AgNPs en 

las soluciones. Todos las AgNPs sintetizadas con extracto hidroetanólico, presentaron picos 

de SPR a mayores longitudes de onda comparadas con los extractos acuosos. Esta 

diferencia de longitudes de onda que hace referencia a la formación de NPs más grandes, 

está relacionado a con los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico, se obtuvo una 

mayor concentración de compuestos fenólicos en los extractos hidroetanólicos a 

comparación del extracto acuoso. Yousaf et al., (2020), mencionan que la variación en 

tamaño y forma, puede deberse a la presencia de diferentes grupos funcionales en los 

extractos, también indica que los compuestos presentes en los extractos etanólicos suelen 

ser de mayor tamaño molecular y tienen una mayor capacidad de unión a las 

nanopartículas, lo que puede llevar a la formación de partículas de mayor tamaño. 

Las nanopartículas sintetizadas con extracto hidroetanólicos de 50% y 70% a pH de 7 

presentaron un corrimiento a longitudes de onda mayores, esto muy independientemente de 

la variación de temperatura. Mientras que, para todas las muestras sintetizadas con pH 

alcalino, sus picos se centraron entre 415 nm y 425 nm, lo que sugiere tamaños de 

partículas más pequeños para estas muestras. De lo cual podemos inferir, que hubo una 

diferencia entre la síntesis con pH alcalino y pH neutro. 

En los ensayos donde se sintetizo con pH alcalino y con temperatura alta (60 ºC) se observó 

un corrimiento a longitudes de onda mayores en el tiempo entre 418 nm y 425 nm; y a 

temperatura ambiente de síntesis, los plasmones obtenidos se encontraron alrededor de 412 

nm y 424 nm. Una de las posibles razones de la generación de NPs de mayor tamaño al 

https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/surface-plasmon-resonance
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sintetizar a 60 ºC, como ya se mencionó podría ser porque hay una rápida degradación del 

extracto que favorece el proceso de nucleación aumentando la tasa de reacción de 

reducción de los iones de plata. La presente investigación denota que en el tiempo aumenta 

la tasa de agregación y crecimientos de las AgNPs cuando se sintetizó a una temperatura de 

60 ºC.  

Los resultados expuestos coinciden con Pontaza et al., (2019) , ellos reportaron que al 

sintetizar AgNPs con extracto acuoso de Paulownia tomentosa a temperaturas bajas sus 

picos de SPR eran mucho menor que al sintetizar con temperaturas altas, las cuales 

bordeaban alrededor de 420 nm, seguidamente también sintetizaron NPs con extracto 

etanólico, reportándose que los picos de SPR al sintetizar con una temperatura de 80 ºC, se 

centralizaron en un rango de longitud de 460 nm y 480 nm y al sintetizar con una 

temperatura de 30 ºC los picos SPR se encontraban alrededor de los 420 nm; resaltan que 

según el solvente de extracción utilizado se pueden obtener diferentes tamaños de 

partículas. 

Campos et al., (2021), sintetizaron AgNPs con extractos etanólicos de Eucalyptus globulus 

donde también mostraron picos de resonancia entre 410 nm y 430 nm, ellos mencionan que 

la mejor síntesis fue con valores de pH aproximados o  iguales a 10. 

En la Figura 4.7 se observa 4 gráficos de la lectura del UV-Visible/ AgNPs con extracto 

hidroetanólicos de 50% de igual manera en la Figura 4.8 de la lectura del UV-Visible/ 

AgNPs con extracto hidroetanólicos de 70% en diferentes fechas usando el software Origin 

2022b. 
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C) 21/12/22 
 D) 28/12/22 

 

Figura  4.7 

Lectura del UV-Visible/ AgNPs con extracto hidroetanólico de 50%  en diferentes fechas 

 A) 25/11/ 22 
 

 
A) 07/12/22 
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En las Figuras 4.7 y 4.8 se muestra los espectros UV-visible de las NPsAg, sintetizadas con 

extracto hidroetanólico a 50% y 70%, para evaluar la estabilidad en el tiempo de las SPR, 

se observo en un inicio la formación de los picos de resonancia dipolar característicos lo 

que  indica la presencia de NPs. A diferencia de las NPs sintetizadas con extracto acuoso, 

visualmente se observó anchos de bandas mayores en un inicio, lo cual es indicativo de 

formación de NPs de mayores tamaños. Se observó que a los 12 dias de la sintesis hubo un 

aumento visual significativo en los anchos de banda. Según Egga et al., (2020), quienes 

B) 07/12/22 
 
B) 07/12/22 
 
B) 07/12/22 
 
B) 07/12/22 

C) 21/12/22 
 
C) 21/12/22 

 
C) 21/12/22 

 
C) 21/12/22 

D) 28/12/22 
 

D) 28/12/22 
 

D) 28/12/22 
 

D) 28/12/22 

Figura  4.8 

Lectura del UV-Visible/ AgNPs con extracto hidroetanólico de 70%  en diferentes fechas 
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sintetizaron NPsAg con extracto de Diospyros maritima Blume, el fenomeno observado 

puede explicarse a que una concentración de compuestos fenólicos muy elevados en el 

extracto, hace que este reduzca las Ag+ muy rapidamente acelerando las formación de 

AgNPs, lo cual causa agregación y aglomeración con llevando a producir NPs muy 

polidispersas.  

A los 26 días se observó un achatamiento de la banda SPR del ensayo 12 (pH:12, T: 60 ºC) 

biosintetizado con extracto hidroetanólico a 50%; esto se debe a que el efecto cuantico se 

ha reducido significativamente debido al tamaño de las partículas. En otras palabras, las 

partículas de plata han crecido hasta un tamaño en el que ya no exhiben el comportamiento 

cuántico observado en las partículas más pequeñas. La aparición de un hombro en el ensayo  

5 (pH:12, T: 20 ºC) con extracto hidroetanólico a 50%, indica según Patil y Chougale, 

(2021) ,una resonancia cuadripolar, a lo cual le atribuye la distribución heterogénea del 

tamaño de las AgNP. 

En caso de los ensayos 1 (pH:12, T: 20 ºC),4 (pH:12, T: 60 ºC) y 6 (pH:10, T: 20 ºC) 

biosintetizados con extractos hidroetanólicos a 70%, todos a pH alcalino, se observó que 

sus picos sufireron una deformación y un ensanchamiento. Feng et al., (2018), mencionan 

que  estas formaciónes ocurren debido a la presencia de partículas no esféricas en AgNPs 

aglomerados o a las transiciones morfológicas de las AgNPs. Dichos cambios se hicieron 

mas visibles a los 33 días de la sintesis junto a un mayor ensanchamiento de los picos  

 
Por lo cual inferimos que a pH mayores a 10, temperatura de 60 ºC y una concentración 

muy alta de compuestos fenolicos se genera un crecimiento acelerado y descontrolado de 

las NPs, lo cual  que contribuye a una aglomeración y polidispersidad que se ve reflejado 

en el tiempo. 
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Las Tablas 4.11 y 4.12 muestran el tamaño hidrodinámico promedio Z y el índice de 

polisdispersidad de las AgNPs sintetizada con extractos hidroetanólicos.  
 

Tabla 4.11 

Tamaño hidrodinámico promedio(Z)  de las AgNPs con extracto hidroetanólico 50% 

 

 

 

 

 

 
 

Nota: Distribución de tamaño por DLS, expresa un tamaño hidrodinámico promedio (Z), 

con su respectivo índice de polidispersidad de las NPs (PdI). 

En casos de los extractos etanólicos a 50%, los valores altos de PdI indican una distribución 

heterogénea de tamaños; lo cual concuerda con los gráficos UV-visible, contrastando que, a 

las 11 semanas de síntesis, las AgNPs tienen una tendencia a aglomerarse y son altamente 

polidispersas. Los ensayos 7 (pH:7, T: 60 ºC) y 12( pH:12, T: 60 ºC) muestran los mayores 

PdI y los tamaños promedios más altos, por lo que uno de los factores que pudo influenciar 

fue la temperatura de síntesis, lo cual es análogo con la investigación de Liu et al., (2020), 

quienes demostraron que la alta temperatura favorece tanto a la nucleación, como la de 

crecimiento; siempre y cuando haya suficiente agente precursor de Ag+, pero si hay una 

deficiencia, sucede una nucleación muy rápida que consumirá la gran cantidad de Ag+, por 

lo que el crecimiento se restringiría debido a la falta de precursores de Ag+.  

N° 

ensayo  
pH  Temperatura(°C) Pdl 

Promedio 

Z (d.nm) 

2 7 20 0.56 49.82 

 5 12 20 0.24 84.54 

7 7 60 0.71 220.7 

10 10 60 0.50 62.7 

12 12 60 0.60 268.4 

17 10 20 0.60 34.77 
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Tabla 4.12 

Tamaño hidrodinámico promedio(Z)  de las AgNPs con extracto hidroetanólico70% 

 

 

 

 
 

Nota: Distribución de tamaño por DLS, expresa un tamaño hidrodinámico promedio (Z), 

con su respectivo índice de polidispersidad de las NPs (PdI). 

La Tabla 4.12 contiene menores PdI, a comparación de los PdI de los extractos 

hidroetanólicos a 50%, también se observan los máximos tamaños que se obtuvieron en 

todos los ensayos. El ensayo 13 (pH:7, T: 60 ºC), donde se ve el efecto del pH y la alta 

temperatura que influyen directamente en el tamaño y forma de las NPs. Los PdI de los 

ensayos 1 (pH:12, T: 20 ºC), 3 (pH:10, T: 60 ºC),4 (pH:12, T: 60 ºC) y 6 (pH:10, T: 20 ºC) 

hacen referencia a que se tiene probablemente una dispersión homogénea de tamaños, a 

comparación de los demás que muestran sistemas polidispersos, que se puede atribuir a 

diferencias en la tasa de crecimiento de partículas individuales durante la nucleación. Los 

más grandes tamaños hidrodinámicos se obtuvieron al sintetizar con los extractos 

hidroetanólicos a 70%. Se evidencia que los fitocompuestos en los extractos 

hidroetanólicos también pueden tener un papel influenciador en el tamaño hidrodinámico. 

Estos resultados concuerdan con Kartini et al., (2020), quienes sintetizaron AgNPs usando 

extractos etanólicos a 80% de Phyllanthus niruri , Orthosiphon stamineus y Curcuma 

longa, obtuvieron tamaños por DLS en un rango de 715 nm con un PdI de 0.0085 y 918 nm 

con un PdI de 0.6040. 

N° 
ENSAYO  pH  Temperatura(°C) Pdl Promedio 

Z (d.nm) 
1 12 20 0.36 124.30 
3 10 60 0.38 69.34 
4 12 60 0.23 136.5 
6 10 20 0.30 83.78 
13 7 60 0.55 2000 
14 7 20 0.69 81.30 



98 
 

 

Se refleja que los diferentes tamaños de las nanopartículas están determinados 

principalmente por varios fitocompuestos que se encuentran en los extractos.  

En las Tablas 4.13 y 4.14 se indican las distribuciones de tamaño por intensidad de las NPs 

sintetizadas con extractos etanólicos, el tamaño expresado por el DLS también tuvo en 

cuenta la capa orgánica al calcular el tamaño total de las NPs en los coloides. 

Tabla 4.13 

Distribución de tamaños de AgNPs por intensidad del extracto hidroetanólico50% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N° ensayo Pico  
Diámetro 

(nm) 

% 

Intensidad  

2 

1 83.27 81.10 

2 14.96 12.70 

3 4516.00 6.20 

5 

1 84.66 91.10 

2 14.43 8.90 

3 0.00 0.00 

7 

1 385.80 71.20 

2 77.42 23.20 

3 5195.00 5.60 

10 

1 120.80 81.30 

2 17.07 15.20 

3 3950 3.50 

12 

1 324.90 83.60 

2 52.50 8.50 

3 5042 8.00 

17 

1 75.38 83.30 

2 7.83 16.70 

3 0.00 0.00 
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Tabla 4.14 

Distribución de tamaños de AgNPs por intensidad del extracto hidroetanólico70% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De todo lo sustentado es importante destacar que las experimentaciones con extractos 

hidroetanólicos al 70% (ensayos 1,3,4,6,13 y 14), presentaron en algunos casos  NPs de 

gran tamaño, en otros sedimentos como se observa en la Figura 4.9  y en todos los ensayos 

no presentaron estabilidad a medida que paso el tiempo, lo que pudo deberse  a una 

desestabilización de las cargas superficiales lo que conllevó a una aglomeración mediante 

N° 

ensayo 
Pico  

Diámetro 

(nm) 

% 

Intensidad  

1 

1 153.60 97.20 

2 5192.00 2.80 

3 0.00 0.00 

3 

1 85.06 84.80 

2 11.83 8.40 

3 4616.00 6.80 

4 

1 161.70 98.20 

2 4942.00 1.80 

3 0.00 0.00 

6 

1 108.50 91.60 

2 15.64 7.10 

3 5248.00 1.40 

13 

1 1107.00 88.20 

2 5560.00 6.50 

3 158.80 5.30 

14 

1 58.95 50.90 

2 383.00 39.90 

3 1.44 5.20 
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atracción electrostática entre ellas y perdidas de las propiedades superficiales. (Faridul et 

al., 2022) 

Por tanto, se descartaron estas NPs en lo que sigue de la investigación. La Tabla 4.15 

muestra los resultados de los ensayos finales. 

 

 

  

 

Figura  4.9 

 Sedimentos de las AgNPs con extractos hidroetanólicos al 70% 
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Tabla 4.15 

Resultados finales de la síntesis de AgNP 

  A B C Tamaño 
de AgNP 

Nº 
C.E (%) pH T (ºC) Nm 

Experimento 

1 50 7 20 49.82 

2 50 12 20 84.54 

3 50 7 60 220.70 

4 0 7 60 111.20 

5 0 12 20 147.60 

6 50 10 60 62.70 

7 0 7 20 178.50 

8 50 12 60 268.40 

9 0 10 60 52.44 

10 0 10 20 58.68 

11 50 10 20 34.77 

12 0 12 60 48.89 

Nota: C.E, es la cantidad de etanol en el solvente 

Los resultados indican que se obtienen mayores tamaños de NPs con extracto 

hidroetanólicos 50 % con un pH:12, T:60; se lograron menores tamaños con el extracto 

hidroetanólicos 50% con pH:10, T:20; lo que involucra que a menor pH y temperatura se 

alcanza menores tamaños de NPs a la misma concentración de extracto al 50%. 

Efectos estimados para la AgNPs (nm) 

Los efectos de las variables independientes  

(cantidad de etanol, pH y temperatura) sobre el tamaño de las NPs se muestra en la Tabla 

4.16. 
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Tabla 4.16 

Efectos estimados 

Efecto Estimado Int. Confianza V.I.F. 

Promedio 52.14  +/- 72.08  

A: C.E 20.60  +/- 83.23 1.0 

B:pH -2.70  +/- 101.93 1.0 

C:T 35.07  +/- 83.23 1.0 

AB 43.91  +/- 101.93 1.0 

AC 92.49  +/- 83.23 1.0 

BB 73.12  +/- 176.56 1.0 

BC -4.61  +/- 101.93 1.0 

Nota: Donde; A: cantidad de etanol, T: temperatura, AB: interacción de cantidad de etanol -

pH, AC: interacción de cantidad de etanol -temperatura de biosíntesis, BC: interacción pH-

temperatura de biosíntesis y BB es la interacción de pH, V.I.F: factor de inflación de 

varianza. 

El efecto estimado se determinó considerando el promedio de los valores altos y el 

promedio de los valores bajos para cada variable y la diferencia entre los valores altos y 

bajos. El factor de inflación de varianza indica que no hay multicolinealidad entre las 

variables independientes. 

La estimación del efecto de la temperatura resultó positiva, lo cual indica que al elevar la 

temperatura de 20°C a 60 °C los tamaños de las NPs también aumentan en promedio 35.07 

nm; el cambio del solvente acuoso a hidroetanólico (50%) aumenta en promedio 20.60 nm 

del tamaño de AgNPs. El efecto pH resultó negativo, por lo que disminuye el tamaño de las 
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Diagrama de Pareto Estandarizada para AgNP

0 1 2 3 4

Efecto estandarizado

B:pH

BC

A:Etan

C:T

AB

BB

AC +
-

NPs  en promedio 2.70 cuando hay un incremento de pH 7 a 12.  

En la figura 4.10 se muestra el diagrama de Pareto de efecto estandarizado para las AgNPs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Donde; A: cantidad de etanol, T: temperatura, AB: interacción de cantidad de etanol -

pH, AC: interacción de cantidad de etanol -temperatura de biosíntesis, BC: interacción pH-

temperatura de biosíntesis y BB es la interacción de pH. 

La longitud de cada barra es proporcional al valor del estadístico t calculado para los 

efectos correspondientes. Cualquiera barra fuera de la línea vertical es estadísticamente 

significativa al 5% del nivel de significancia.  

La interacción de: cantidad de etanol - temperatura de síntesis (AC), sobrepasa el nivel de 

significancia; siendo esta la de mayor efecto, resultando un mayor tamaño de 

nanopartículas, cuando dichas variables cambian de nivel inferior al nivel superior; es decir 

cuando se produce el cambio del extracto acuoso a extracto hidroetanólico a 50% y la 

temperatura de 20 °C a 60 °C aumenta el tamaño de las AgNPs en un promedio de 92.49 

nm.  

Figura  4.10 

Diagrama de Pareto efecto estandarizado para las AgNPs 
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Los resultados del análisis de varianza se muestran en la Tabla 4.17. 

Tabla 4.17 

Análisis de varianza para AgNPs 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

Medio 
Razón-F Valor-P 

A:C.E 1273.49 1 1273.49 0.47 0.529 

B:Ph 14.55 1 14.55 0.01 0.945 

C:T 3689.71 1 3689.71 1.37 0.307 

AB 3855.74 1 3855.74 1.43 0.297 

AC 25661.40 1 25661.4 9.52 0.036 

BB 19979.80 1 19979.8 7.41 0.052 

BC 42.45 1 42.4581 0.02 0.906 

Error total 10783.20 4 2695.79   

Total (corr.) 65300.30 11    

Nota: Donde; A: cantidad de etanol, B: pH, T: temperatura, AB: interacción de cantidad de 

etanol -pH, AC: interacción de cantidad de etanol -temperatura de biosíntesis, BC: 

interacción pH-temperatura de biosíntesis y BB es la interacción de pH. 

El análisis de varianza determinó que la variable significativa es la interacción de tipo de 

extracto y temperatura; esto está sustentado en el valor alto de razón F y un valor P < 0.05, 

indicando que es significativamente diferente de cero con un nivel de confianza del 95%. 

La Tabla ANOVA muestra que cada factor independiente no tiene influencia significativa 

sobre el tamaño de AgNPs, pero si la interacción de variables. De esta manera, se 

demuestra que el tamaño de las AgNPs no depende únicamente de cada factor de manera 

individual, sino que es una combinación de factores que interactúan entre sí. Por tanto, se 
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demostró la hipótesis alterna, es decir que la interacción de los factores de cantidad de 

etanol y temperatura de biosíntesis tiene influencia en el tamaño de las nanopartículas de 

plata. 

El modelo de regresión de los datos experimentales es el siguiente: 

AgNP (nm) = 1420.21 - 6.62437*C. E - 270.617*pH - 0.997704*T + 0.35126*C. E*pH 

+0.0924867*C. E*T +13.8494*pH2 - 0.046075*pH*T 

R2 = 83.48% 

Este valor indica que la variación total de la variable respuesta es explicada en un 83.48% 

por el modelo de regresión; quedando demostrada a bondad de ajuste, por tanto, significa 

que el modelo es ajustable a los datos experimentales y puede ser utilizado para predecir el 

tamaño de partícula de las nanopartículas de plata en función de los factores mencionados.  

Donde: 

E.C: cantidad de etanol 

T: temperatura de biosíntesis 

AgNP (nm): tamaño de nanopartículas de plata  

 La superficie de respuesta muestra gráficamente el modelo de regresión para la variable 

AgNP en la Figura 4.12: 

 

 

 

 

 

 

 



106 
 

 

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada 
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La superficie de repuesta estimada, muestra que se logran tamaños nanométricos (<100 nm) 

de AgNPs, en un rango de contenido de etanol de 0% hasta 50% y pH de biosíntesis 

menores a 10, los cuales están representados con los colores plomo, azul y rosado; el color 

azul muestra las condiciones favorables para poder obtener AgNPs con tamaños menores a 

50 nm, los cuales se deberían sintetizar con extractos acuosos o hidroetanólicos con un 

máximo de 20% de etanol. Además, los colores verde, naranja y celeste indica que pH 

mayores a 11.5 y cualquier tipo de extracto ya sea hidroetanólicos o acuoso no son 

favorables para la biosíntesis de AgNPs ya que se obtendría NPs de tamaños grandes. 

En base a los resultados y considerando el ensayo (Nº10) donde se logró menor tamaño de 

NPs con extracto acuoso, quedó determinado como parámetros un pH:10 y T: 20ºC, 

constituyendo estos los parámetros del proceso de biosíntesis; donde se obtiene un tamaño 

promedio hidrodinámico de  58.68 nm de NPs ; a pesar de que en otros ensayos se 

obtuvieron menores tamaño de NPs con pequeñas diferencias del orden del 1,15%  pero a 

Figura  4.12 

Superficie de respuesta estimada 
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condiciones de temperaturas y pH más elevados, lo cual implicaría mayores gastos cuando 

estos resultados se apliquen en el escalamiento a nivel piloto e industrial. 

No se consideró a los extractos hidroetanólicos, porque presentaron aglomeraciones y 

sedimentaciones en el transcurso del tiempo lo cual se evidenció en los anteriores análisis. 

4.4. Caracterización de las nanopartículas de plata  

En la Figura 4.13 se observa las microfotografías de las NPs emitidas por el Microscopio 

electrónico de barrido para el ensayo N°10 (pH :10 y T:20°C), nanopartículas 

biosintetizadas con extracto acuoso de queñua, obteniendo un tamaño hidrodinámico de 

58.68 nm. 
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Se usó SEM para describir la morfología de la Ag0 sintetizada y se observa en la imagen 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
El análisis SEM mostró la presencia de formaciones metálicas de plata pura (Figura 4.13-a, 

señalado con flechas verdes), las cuales son visibles en las imágenes gracias a su 

característica lumínica Pardo, Arias, y Molleda (2022)  

 

Se observa una nube de color gris más tenue (Figura 4.13-b –señalado con una flecha 

naranja); Zahir et al., (2021), atribuye a esta película como la fase orgánica. Esta fase según 

Asif et al., (2022), está compuesto por los metabolitos extraídos de la planta y la biomasa 

Figura  4.13 

Microfotografías de las nanopartículas  

a) 
 

b
) 

c) 
 

d
) 
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que esta alrededor de las NPs, la cual se observa como una cobertura de capa gruesa (flecha 

amarilla en la Figura 4.13-b), siendo estas las responsables de la estabilización de las 

AgNPs.  

Los tamaños observados en el análisis SEM, fueron en promedio de 45.53 nm de radio, 

teniendo presencia de pocas NPs grandes con tamaños de 119.30 nm y abundantes 

partículas de 36.06 nm. Además, se observó la presencia de subpartículas de menos de 60 

nm de diámetro, que por limitaciones de la técnica no se pudieron medir los tamaños de 

estas. Se confirmó que la muestra está compuesta por más del 85% de nano estructuras de 

formaciones  

esféricas y en estas el 95% está compuesta por AgNPs y un 5% de material vegetal. Los 

resultados tienen relación con lo expresado en el análisis de DLS que mostró una 

polidispersidad en la muestra. 

Se observa en la Figura 4.13-c y d (flechas naranjas), como las partículas más pequeñas 

rodean a las partículas más grandes, formando coágulos. Koehler et al., (2014), sugieren 

que este fenómeno sucede porque la probabilidad de agregación de las NPs depende de la 

fuerza de repulsión electrostática entre ellas, que a su vez depende del número de cargas 

eléctricas en exceso en la superficie de las partículas. Lo que significa, que cuando dos 

nanopartículas tienen una alta carga en exceso en sus superficies, se repelen fuertemente 

entre sí, lo que evita su agregación. Sin embargo, cuando las partículas tienen menos cargas 

en exceso en sus superficies, hay menos repulsión entre ellas y tienen más probabilidad de 

agregarse. 

Joudeh y Link (2022), mencionan que para la preparación de muestra para un análisis de 

microscopia electrónica de barrido de NPs orgánicas (o NPs recubiertas con materiales 

biológicos), se requieren técnicas de preparaciones de muestras sofisticadas que constituyen 
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importantes restricciones para su uso. La preparación de la muestra para estas técnicas 

puede provocar la deshidratación de la muestra, lo que podría conducir, por ejemplo, a la 

reducción y agregación de la muestra. Otra posible causa de la aglomeración de las NPs 

podría atribuirse a las condiciones ambientales a las que estuvo expuesta la muestra, ya que 

tuvo que ser enviada por courier y también que al usar una técnica donde se requiere 

muestra solida se realizan procesos fisicoquímicos para su secado.   

En la Figura 4.14 y Tabla 4.18 se observan los resultados del análisis de Espectroscopia de 

rayos X, que muestran la composición elemental de las AgNP en un pico intenso a 3 keV el 

cual está relacionado con la presencia de plata elemental según Paulkumar et al., (2017).  

 

 

 

Los resultados indican a la plata (69.31 %) como elemento constituyente principal en 

comparación con el oxígeno (22.57%), sodio (6.66%) y en menor cantidad cloro y potasio, 

estos últimos picos se puede atribuirse a biomoléculas unidas a la superficie de las AgNPs 

involucradas en la protección de estas.  

 

Figura  4.14 

Composición elemental de la muestra 
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Tabla 4.18 

Porcentaje de la composición elemental de las AgNP por Espectroscopia de rayos X (EDS) 

 

 

 

 

 
 

El análisis EDX confirmó la presencia de elementos presentes en las AgNPs después de 14 

semanas de su síntesis, obteniendo Ag0 69.31%. Los resultados tienen relación con la 

investigación realizada por Menon et al., (2017), que mediante análisis EDX afirmaron la 

presencia de Ag0 junto con cloro, carbono y oxígeno; mencionan que estos son grupos 

funcionales adsorbidos en las nanopartículas. También  Srirangam y Parameswara  (2017), 

realizaron una síntesis con extracto Malachra capitata L., los cuales mostraron espectros 

EDX con un porcentaje de peso de plata de 70.36 %. y carbono 35.13%, mencionan que la 

cantidad de Ag0 en porcentaje representa la eficiencia de conversión. En la investigación 

que realizaron Femi et al., (2019), mostraron espectros EDX de AgNPs sintetizados con 

Gleichenia pectinata (Willd.) C. Presl, encontraron Ag0 (16%) un pico característico de 

absorción óptica a 3 keV en presencia con otros elementos químicos como oxígeno (68%), 

silicio (12%), aluminio (5%), potasio (4%), mencionan que estos elementos sirvieron como 

agentes orgánicos de recubrimiento unidos a la superficie de las nanopartículas de plata. 

El resultado de la medición del potencial Zeta de las AgNPs, dio -10 mV; al respecto 

Bhattacharjee et al., (2018), mencionan que esta técnica sólo evalúa los efectos 

electrostáticos e indica la carga superficial de las NPs, los valores Z de dispersión más 

ELEMENTO % PESO 
O 22.57 
Na 6.66 

Cl 0.84 

K 0.62 

Ag 69.31 
Total 100 
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bajos conducirán a la agregación, la coagulación o la floculación debido a la atracción entre 

partículas de Van der Waals. Mientras que en las NPs con altos valores de potencial Z es 

contrario.  

Este valor indicó evidentemente una carga negativa sobre la superficie de las AgNPs 

cuando esta dispersada en agua, también proporcionó evidencia satisfactoria sobre su poca 

tendencia a la agregación y la polidispersidad de la muestra, ya que según Elamawi et al., 

(2018), las AgNPs son de naturaleza polidispersa, debido a su alto potencial Zeta 

negativo; por lo tanto, la fuerza de repulsión electrostática entre ellos da como resultado la 

prevención de la aglomeración de las nanopartículas y también es muy útil para la 

estabilidad a largo plazo en la solución. Teniendo en cuenta que la síntesis se realizó a un 

pH alcalino, es posible que el valor Z de la muestra en un inicio de síntesis era superior a 

los resultados expuestos después de 14 semanas, esta posible disminución del valor Z se 

podría explicar referenciando la investigación realizada por Bélteky et al., (2019), quienes 

demuestran que los grupos funcionales presentes en las superficies de las nanopartículas 

pueden desprotonarse en soluciones básicas, lo que produce un aumento en la cantidad de 

carga superficial negativa de las partículas. Este incremento en la carga negativa de la 

superficie puede mejorar la repulsión electrostática entre las partículas, lo que disminuiría 

el tamaño promedio de los agregados y, por ende, explicaría los valores promedios 

negativos de potencial Z; adicionalmente mencionan que al agregar NaCl observaron 

agregación en sus muestras mediante análisis DLS; lo cual explican que estos cambios 

drásticos en la agregación se debió al aumento de la concentración de Na+ , ya que en 

grandes cantidades estos iones pueden proteger los grupos superficiales cargados 

negativamente, proporcionando estabilización electrostática y con la disminución de la 

repulsión, las partículas podrían formar agregados más grandes tras la colisión. En 
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analogía, es posible que el valor Z disminuyo en el tiempo debido a una posible oxidación 

de la superficie de las nanopartículas de plata a Ag+, debido a la presencia de grupos 

funcionales en la superficie de las NPs que se unen al extracto acuoso y se ionizan 

electrostáticamente disminuyendo su capacidad de estabilización, aunque es importante 

señalar que la naturaleza atenuante de la matriz biológica nuevamente pudo evitar aumentos 

drásticos en el diámetro hidrodinámico, lo cual sugiere la existencia de la acción de 

protección de las biomoléculas presentes en el extracto de Queñua para estabilizar las 

NPsAg mediante la introducción de suficientes cargas negativas que mantienen todas las 

partículas alejadas unas de otras, lo cual explica que a pesar de 14 semanas y sin el uso de 

otro compuesto estabilizante aún se mantienen en solución coloidal estable manteniendo 

formas esféricas en tamaños nanométricos, pero con una tendencia a la aglomeración.  

Los resultados expuestos guardan relación con la investigación que realizaron Feng et al., 

(2022), quienes sintetizaron NPsAg con extracto acuoso de Glycyrrhizin y reportaron 

valores Z de -16 mV el cual es atribuido con una relativa estabilidad coloidal en suspensión 

con poca tendencia a aglomerarse, también menciona que el Z negativo afirma la presencia 

de moléculas del extracto en la superficie de la AgNPs. Así  mismo Pontaza et al., (2019), 

afirman  que las biomoléculas de los extractos se unen a la superficie de las NPs y 

aumentan significativamente su carga superficial, lo que mejora su estabilidad al inhibir la 

agregación debido a la repulsión negativa-negativa; así mismo reportaron que para las 

AgNP sintetizadas con extracto acuso de Paulownia tomentosa el valor Z fue 31 ± 0.79 

mV. 
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4.5. Aplicación antibacteriana    

En la Tabla 4.19 se muestra los resultados de los ensayos antibacterianos para las muestras 

de agua filtradas de la PTAR y con diferentes dosificaciones de AgNPs. 

Tabla 4.19 

Ensayos de la aplicación antibacteriana para 500 mL de agua filtrada de la PTAR 

Ensayo  Dosificación de 
AgNPs (mL) 

NMP coliformes 
totales /100 mL 

NMP coliformes 
termotolerantes  

/100 mL 

% de 
eliminación 
de bacterias  

1 - 33*106 33*106 - 
2 50 <1.8 <1.8 100 
3 70 <1.8 <1.8 100 
4 90 <1.8 <1.8 100 
5 110 <1.8 <1.8 100 
6 130 <1.8 <1.8 100 

 

Los resultados del análisis bacteriológico de los coliformes totales y coliformes 

termotolerantes de la muestra de agua filtrada de la PTAR, resultó un valor de 33 x 106 

NMP/100 mL, mientras que aplicando las diferentes dosis de AgNPs dio por resultado un 

contenido de < 1.8 NMP/100 mL; lo cual refleja que al aplicar las AgNPs se eliminó el 

100% de los coliformes totales y termotolerantes, lo que confirma lo reportado por 

Ticllacuri y Travezaño (2019), quienes indican que a tamaños nanométricos de las 

nanopartícula, se presenta mayor superficie de contacto, por ende, mayor será su actividad 

antibacteriana.  

Con los resultados obtenidos en esta investigación  se comprobó la alta eficiencia de AgNP 

en el tratamiento antibacteriano, por tanto el cumplimiento de los límites máximos 

permisibles para los efluentes de la PTAR y los Estándares de Calidad Ambiental para 

Aguas de categoría 1 (El Peruano, 2008), que pueden ser potabilizadas por desinfección, 

que establece un nivel de 50 NMP/100 mL de coliformes totales para un agua apta para la 
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población. 

Los resultados coinciden con Peña y Quispe (2022) quienes determinaron que con  AgNPs 

de 22.4 nm con una polidispersidad de 0.148, obtuvieron  mejores resultados en el 

tratamiento de aguas grises domésticas, aplicando una dosis de 10 mL de AgNPs en un 

tiempo de 75 minutos, logrando reducir los coliformes totales al 100%, mejorando con ello 

la calidad de las aguas grises. 

Menon et al., (2017), mencionan que la acción antibacteriana de las AgNP, se debe a su 

capacidad para alterar la permeabilidad de la membrana celular y la respiración de las 

células bacterianas. Las AgNP interactúan con grupos que contienen tiol, lo que genera 

especies reactivas de oxígeno y dañan la célula. Además, las AgNP pueden causar la 

formación de pequeñas depresiones o cavidades que se forman en la pared celular de las 

bacterias en la pared celular de las bacterias, lo que aumenta la permeabilidad de la 

membrana y provoca la muerte celular. También sugiere que las AgNP interactúan con 

enzimas y proteínas esenciales para la producción de ATP, lo que interrumpe la función 

celular y causa la muerte bacteriana.  

La certificación de la acción antibacteriana se adjunta en el Anexo N°9. 
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CONCLUSIONES 

1. Se determinó los fenoles totales, los extractos acuosos presentaron menor 

concentración de compuestos fenólicos a comparación de los extractos 

hidroetanólicos al 50% y 70%. Por ende, el etanol es un solvente más eficiente para 

la extracción de compuestos fenólicos de Queñua. 

2. Del estudio de la biosíntesis de AgNPs en función de la  temperatura, pH de 

biosíntesis y el tipo de extracto , se ha determinado que las mejores condiciones 

para replicar con facilidad y mejor control es de T:20 °C, pH:10 y extracto acuoso, 

así mismo se evidencio que las solas influencias de los niveles de las variables no 

tienen significancia en el tamaño de las AgNPs, sin embargo, las interacciones de 

los niveles si influyen significativamente en el tamaño de las AgNPs, siendo la 

interacción de cantidad de etanol y temperatura de síntesis la significativa.  

3. La espectrofotometría UV-visible ha permitido determinar que las nanopartículas de 

plata sintetizadas tienen un pico de absorción en torno a 420 nm, lo cual es 

característico de las AgNPs de forma esférica, también se observó la estabilidad del 

tamaño en el tiempo, siendo las más estables las AgNPs sintetizadas con extracto 

acuoso. Con la técnica de DLS se obtuvieron tamaños hidrodinámicos de AgNPs, 

demostrando que las sintetizadas con extractos hidroetanólicos al 70% poseen un 

tamaño hidrodinámico en el rango de 69.34 nm a 2000 nm, los hidroetanólicos al 

50% en un rango de 34.77 nm a 268.40 nm y los mejores tamaños hidrodinámicos 

se obtuvieron con extractos acuosos en un rango de 48.89 nm a 178.50 nm.  

4. La técnica de SEM indican un tamaño promedio de 45.53 nm de las nanopartículas 

de plata biosintetizadas con extracto acuoso a temperatura de 20 ºC y pH 10, 
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además la técnica EDX ha confirmado la presencia de plata en un 69.31% en las 

partículas sintetizadas y el valor del potencial Z de -10 mV indicando que tienen 

una carga superficial negativa moderada, debido a la presencia de grupos 

funcionales en la superficie de las partículas que contribuyen a la estabilidad 

coloidal teniendo un tamaño y forma uniforme. 

5. Se ha demostrado el 100% de eliminación de bacterias (coliformes totales y 

termotolerantes) en la muestra de agua del afluente de la PTAR- Cusco con AgNPs 

biosintetizadas con extracto acuoso de Queñua.  
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RECOMENDACIÓNES 

1. Realizar experimentaciones disminuyendo la concentración de AgNO3 a pH de 

10 y temperatura de 20 ºC con extractos acuosos y evaluar la influencia en el 

tamaño de las AgNPs. 

2. Evaluar la eliminación de coliformes totales y termotolerantes con 

dosificaciones de AgNPs menores al 10% del volumen de la muestra a 

diferentes condiciones a las reportas en la presente investigación. 

3. Se recomienda hacer análisis de DQO y DBO después de la dosificación de las 

AgNPs en las muestras de agua. 

4. Realizar el análisis de caracterización de DLS y SEM inmediatamente después 

de realizar la biosíntesis, para tener así la diferencia precisa del tamaño real de 

la AgNP. 
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APÉNDICES 

Apéndice Nº1, Recolección de muestra de Queñua 
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Pesado de 
muestra 

Extracto 
hidroetanólico al 
50% 

Extracto 
hidroetanólico al 
70% 

 

Extracto 
acuoso Baño termostático 

Extractos 
hidroetanólicos 

 

Apéndice Nº2, Procedimiento de preparación de extractos 
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Apéndice Nº3, Imágenes de la determinación de compuestos fenólicos totales 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota : a) Extactos hidroetanólico a 50% ,70% y extracto acuoso de Polylepis racemosa 

Ruiz y Pav, b) Reactivo Folin – Ciocalteu phenol reagent, c) Pesado de ácido gálico y 

carbonato de sodio, d) Disolucion de carboanto de sodio , reactivo Folin - Ciocalteus y 

acido galico, e) Tubos de ensayo con las diluciones de los extractos, carbonato de sodio, 

Folin - Ciocalteu y  la preparación de la curva patrón con acido galico, se dejo reposar por 

90 minutos y f) Espectrometro de UV – visible. 

 
  

 
 
 
 
  
 



139 
 

 

Apéndice Nº4, Imágenes de las preparaciones de muestra de nanopartículas de plata 

con UV-Visible, DLS y SEM 

 

Nota: Preparación de muestras y lectura por espectrometría UV-visible en el laboratorio de 

Fisicoquímica de la Escuela Profesional de Química de la Universidad Nacional de San 

Antonio Abad del Cusco.  

 

Nota: Preparación de muestras y lectura de tamaño de nanopartículas por DLS en el 

Laboratorio de la empresa NEOTEC CIENTIFICA S.A. en la ciudad de Lima. 
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Nota: Preparación de muestras y lectura de las AgNp en el SEM.  
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Apéndice Nº5, Reporte de Dispersión de luz Dinámica (DLS) 
 

DIAGRAMAS DE LAS LECTURAS DE LA DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS) / NANOPARTÍCULAS DE 
PLATA CON EXTRACTO ACUOSO 

N° 
ENSAYO  

Distribución de tamaño por 
Intensidad  

Distribución de tamaño por 
Volumen  Distribución de tamaño por Número  

8 

   

9 

   

11 
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15 

   

16 

   

18 

   

 
Elaboración usando el software Size Distribution Report MALVERN 
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LECTURAS DE LA DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS) / NANOPARTÍCULAS DE PLATA CON 

EXTRACTO ACUOSO 
N° 

ENSAYO  Distribución de tamaño por Intensidad  
Distribución de tamaño por 

Volumen  
Distribución de tamaño por 

Número  

8 

Pico  Tamaño 
(dnm) 

% 
Intensidad  

St Dev 
(dnm) 

Tamaño 
(dnm) 

% 
Volumen 

St Dev 
(dnm) 

Tamaño 
(dnm) 

% 
número 

St Dev 
(dnm) 

1 173.3 86.5 86.52 152.5 4.7 15.6 15.31 10 2.47 
2 16.9 7.1 2.337 16.07 92.8 2.745 83.16 0 30.09 
3 2357 6.4 1036 3094 2.5 1278 0 0 0 

9 
1 24.85 1036 2195 2.172 99.7 0.2765 2.138 100 0.2704 
2 54.3 29.9 15.8 23.98 0.3 3.7333 0 0 0 
3 2.989 197.3 0.1567 0 0 0 0 0 0 

11 
1 177.5 80.9 48.4 169.2 8 56.65 129.1 0.1 10.12 
2 35.31 19.1 7.07 31.77 92 6.921 29.06 99.9 5.661 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

15 
1 39.77 98.2 5.914 39.77 97.4 6.789 35.3 100 6.133 
2 5560 1.8 6.1E-04 5590 2.6 5.8E+02 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

16 
1 102 88.4 51.46 58.67 2.3 32.22 7.44 100 1.634 
2 9.838 9.8 2.392 8.417 97.5 2.114 40.14 0 12.9 
3 4457 1.8 897.7 4789 0.2 953.6 0 0 0 

18 
1 31.47 70.5 5.271 29.24 94.6 5.617 27.33 100 4.889 
2 1097 26.4 305.5 1123 2.8 351.6 0 0 0 
3 5196 305.5 475.1 5303 2.6 704.6 0 0 0 
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DIAGRAMAS DE LAS LECTURAS DE LA DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)/NANOPARTÍCULAS DE 
PLATA CON EXTRACTO HIDROETANÓLICO A 50° 

N° 
ENSAYO  

Distribución de tamaño por 
Intensidad  

Distribución de tamaño por 
Volumen  

Distribución de tamaño por 
Número  

2 

 

 

 

5 

 

 

7 
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10 

 

 

 

12 

 

 
 

17 
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LECTURAS DE LA DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS) /NANOPARTÍCULAS DE PLATA CON EXTRACTO 

HIDROETANÓLICO A 50° 
N° 

ENSAYO  Distribución de tamaño por Intensidad  
Distribución de tamaño por 

Volumen  
Distribución de tamaño por 

Número  

2 

Pico  Tamaño 
(dnm) 

% 
Intensidad  

St Dev 
(dnm) 

Tamaño 
(dnm) 

% 
Volumen 

St Dev 
(dnm) 

Tamaño 
(dnm) 

% 
número 

St Dev 
(dnm) 

1 83.27 81.1 32.92 57.31 6.5 22.9 12.12 99.9 2.421 
2 14.96 12.7 3.097 13.35 91.2 3.036 43.52 0.1 12.71 
3 4516 6.2 870.4 4826 2.2 935.1 0 0 0 

5 
1 84.66 91.1 25.39 67.15 6.8 21.77 54.37 0.1 14.73 
2 14.43 8.9 2.926 12.85 93.2 2.917 11.57 99.9 2.424 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 
1 385.8 71.2 137.3 465.8 28.3 156.6 51.77 99.7 13.29 
2 77.42 23.2 23.23 62.18 28.3 19.06 324.7 0.3 126.2 
3 5195 5.6 477.3 5300 43.4 705.3 0 0 0 

10 
1 120.8 81.3 61.61 75.9 4.2 46.13 13.3 99.9 2.837 
2 17.07 15.2 3.915 14.89 94.5 3.59E+00 53.69 0.1 15.91 
3 3950 3.5 1100 4480 1.2 1104 0 0 0 

12 
1 324.9 83.6 118.6 394.4 23.2 142.4 41.06 99.7 8.858 
2 52.5 8.5 11.46 46.15 23.4 11.2 252.2 0.3 108.3 
3 5042 8 586.9 5189 53.4 760.4 0 0 0 

17 
1 75.38 83.3 28.38 52.95 1 20.19 6.573 100 1.227 
2 7.836 16.7 1.508 7.116 99 1.486 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Elaboración usando el software Size Distribution Report MALVERN 



147 
 

 

 
DIAGRAMAS DE LAS LECTURAS DE LA DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)/NANOPARTÍCULAS DE 

PLATA CON EXTRACTO HIDROETANÓLICO A 70° 
N° 

ENSAYO  Distribución de tamaño por Intensidad  Distribución de tamaño por 
Volumen  

Distribución de tamaño por 
Número  

1 

 

3 

 

4 
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6 

 

13 

 

 

14 
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LECTURAS DE LA DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS) / NANOPARTÍCULAS DE PLATA CON EXTRACTO 
HIDROETANÓLICO A 70° 

N° 
ENSAYO  Distribución de tamaño por Intensidad  

Distribución de tamaño por 
Volumen  

Distribución de tamaño por 
Número  

1 

Pico  Tamaño 
(dnm) 

% 
Intensidad  

St Dev 
(dnm) 

Tamaño 
(dnm) 

% 
Volumen 

St Dev 
(dnm) 

Tamaño 
(dnm) 

% 
número 

St Dev 
(dnm) 

1 153.6 97.2 66.47 116.3 61.7 68.75 68.43 100 23.35 
2 5192 2.8 479.1 5298 36.6 706.2 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 
1 85.06 84.8 25.03 68.99 4.1 21.21 11.05 100 1.616 
2 11.83 8.4 1.408 11.43 93.6 1.761 57.57 0 14.48 
3 4616 6.8 819.7 4891 2.3 902.3 0 0 0 

4 
1 161.7 98.2 64.02 137.4 68.5 70.89 88.08 100 30.7 
2 4942 1.8 640.8 5114 31.5 792.3 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 
1 108.5 91.6 38.75 81.85 7.1 32.04 13.64 99.9 2.407 
2 15.64 7.1 2.566 14.56 91.5 2.77E+00 62.35 0.1 18.26 
3 5248 1.4 443.7 5342 1.4 688.5 0 0 0 

13 
1 1107 88.2 293.5 1130 59.8 338.6 914.2 26.7 256 
2 5560 6.5 0 5590 39.6 579.8 5590 0.1 579.8 
3 158.8 5.3 17.66 157.4 0.6 24.15 151.9 73.3 22.82 

14 
1 58.95 50.9 15.87 1.425 100 0.1812 1.402 100 0.1795 
2 383 39.9 137.5 49.07 0 13.55 0 0 0 
3 1.44 5.2 0.09962 0 0 0 0 0 0 
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Apéndice Nº6, Preparación de caldos para los análisis de coliformes totales y termo 

tolerantes 

 
 
Nota : a) Reactivos: caldo verde brillante- bilis- lactosa, caldo EC  y agua peptonada 
(tamponada ), b) Caldos preparados, c) y d)  Autoclave con los caldos preparados, e) 
Resultados de coliformes totales del afluente de la PTAR, f) Resultados de coliformes 
termotolerantes del afluente de la PTAR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) b) c) 

d) e) 

f) 
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ANEXOS 

Anexo A, Certificado de determinación taxonómica de Queñua 
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Anexo B, Certificado de determinación de compuestos fenólicos totales 

 

 



153 
 

 

Anexo C, Reporte de la microscopia electrónica de barrido (SEM) y 
Espectroscopia de Dispersión de energía (EDS) para la AgNPs con extracto acuoso  
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Anexo D, Convenio de cooperación específico para ejecución de tesis con la 
empresa prestadora de servicios de saneamiento pública de accionario municipal 

SEDA CUSCO S.A. 
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Anexo E, Índice NMP y límites de confianza del 95 % para varias combinaciones de 
resultados positivos cuando se utilizan cinco tubos por dilución. 

 
 



164 
 

 

Anexo F, Límites Máximos Permisibles para los efluentes de PTAR 
 

 
           Fuente: (El Peruano , 2010) 
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Anexo G, Certificado de análisis bacteriológico 
 

 


