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RESUMEN

La desinfeccion del agua es crucial, sin embargo, el uso del cloro como desinfectante
convencional generan los subproductos de desinfeccion potencialmente tdxicos vy
cancerigenos al medio ambiente y la salud humana. Este estudio tuvo como objetivo
biosintetizar y optimizar la eficiencia bacteriana de las nanoparticulas de plata derivadas
Polylepis incarum para el tratamiento de agua cruda del rio Coata. La metodologia se
desarroll6 en tres etapas, en la primera etapa sintetizo ecolégicamente las nanoparticulas de
plata posteriormente se sometieron a una caracterizacion exhaustiva mediante
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier, microscopio de barrido
electrénico, difraccion de rayos X, en la segunda, se optimizé los factores experimentales
dosis de nanoparticulas de plata, tiempo y pH mediante metodologia de superficie de
respuesta bajo un disefio compuesto central con tres factores y tres niveles, totalizando 20
tratamientos y en la tercera etapa se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento
bacteriano. Los resultados revelaron que el extracto Polylepis incarum tuvo una
concentracion de 30.77 AGmg/L de polifenoles y las nanoparticulas de plata presentaron
una estructura cristalina tipo cubica centrada en las caras, morfologia esférica, distribucion
homogénea y un tamafio promedio de 41.9 nm, sin signos de agregacion. Se alcanz6 una
inhibicion del crecimiento bacteriano del 99.8 % en el tratamiento 12 a una dosis de 0.001
g/mL de nanoparticulas de plata, en un tiempo de 30 minutos y un pH 7. La optimizacion
de los parametros experimentales fue del 99.98 % a una dosis de 0.0009 g/100 mL, tiempo
de 29.44 minutos y pH 7.27, estadisticamente los factores de dosis de nanoparticulas de plata
y tiempo de contacto fueron significativos p<0.05, mientras que el factor pH no fue
significativo. En conclusion, las nanoparticulas de plata demostraron su excepcional
propiedad antibacteriana como una alternativa eficaz, ecoldgica y sostenible en la

desinfeccion del agua.

Palabras clave: Biosintesis, desinfeccion, inhibicion bacteriana, nanoparticula de plata,

Polylepis incarum.



ABSTRACT

Water disinfection is crucial, however, the use of chlorine as a conventional disinfectant
generates disinfection byproducts that are potentially toxic and carcinogenic to the
environment and human health. The objective of this study was to biosynthesize and
optimize the bacterial efficiency of silver nanoparticles derived from Polylepis incarum for
the treatment of raw water from the Coata River. The methodology was developed in three
stages, in the first stage the silver nanoparticles were ecologically synthesized and then
subjected to an exhaustive characterization by Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
Scanning Electron Microscopy , X-Ray Diffraction, and in the second stage the experimental
factors, doses, dosage and efficiency of the silver nanoparticles were optimized, In the
second stage, the experimental factors silver nanoparticle dose, time and pH were optimized
by means of a response surface methodology under a central composite design with three
factors and three levels, totaling 20 treatments, and in the third stage, the percentage of
inhibition of bacterial growth was determined. The results revealed that the Polylepis
incarum extract had a concentration of 30.77 AGmg/L of polyphenols and the silver
nanoparticles presented a face-centered cubic crystalline structure, spherical morphology,
homogeneous distribution and an average size of 41.9 nm, with no signs of aggregation. The
optimization of the experimental parameters was 99.98 % at a dose of 0.0009 g/100 mL,
time of 29.44 minutes and pH 7.27, statistically the factors of silver nanoparticles dose and
contact time were significant p<0.05, while the pH factor was not significant. Bacterial
growth inhibition of 99.8 % was achieved in treatment 12 at a dose of 0.001 g/mL of silver
nanoparticles, time of 30 minutes and pH 7.In conclusion, silver nanoparticles
demonstrated their exceptional antibacterial property as an effective, ecological and

sustainable alternative in water disinfection.

Keywords: Biosynthesis, disinfection, bacterial inhibition, silver nanoparticle, Polylepis

incarum.



INTRODUCCION

El agua constituye un recurso natural indispensable para el sostenimiento de la vida y por
ende su remediacion es esencial para el bienestar humano y ambiental (Borah et al., 2025).
La contaminacion del agua representa amenazas significativas tanto para los ecosistemas
(Miinzel et al., 2025) como para la salud global (Lema, 2025), generando efectos adversos
incluso tras explosiones de consumo a corto plazo (Obotilova et al., 2025). A nivel mundial,
la alta incidencias de enfermedades transmitidas por el agua se relacionan con el consumo
de fuentes de agua superficial contaminadas (Islam et al., 2021). Este deterioro de la calidad
del agua se asocia principalmente con actividades antropogenicas (Pinheiro et al., 2021),
industriales, agricolas que enmarcan el crecimiento urbano (Peng et al., 2025), los cuales
contribuyen a una contaminacion microbiana atribuyendo una variedad de microorganismos
patdgenos y no patdgenos al cuerpo hidrico (Islam et al., 2021). Asimismo, el acelerado
desarrollo socioeconomico han deteriorado la calidad del agua superficial limitando el uso

sostenible de los recursos hidricos (Gao et al., 2023).

Cada afio existen méas de 9 millones de muertes prematuras por la contaminacién del agua
(Minzel et al., 2025), la habitacion de asentamientos antropogénicos en inmediaciones de
cuencas Y rios contribuyen significativamente a una contaminacion bacteriana (Bhatt et al.,
2025), asi como a la presencia de contaminantes inorganicos como sulfatos, nitratos, metales
pesados y materia organica (Peng et al., 2025). Particularmente la contaminacion fecal de
origen humano representa una amenaza directa al ecosistema acuatico y la salud publica
debido a su posible coexistencia con patogeno (Liu et al., 2025). Ademas la carga microbiana
en los cuerpos hidricos esta influenciada por las estaciones del afio, en épocas de lluvia la
concentracion de bacterioldgica aumenta debido a la corriente superficial que permite la
entrada de estos microorganismos al agua (Pinheiro etal., 2021). En este contexto la
desinfeccion del agua es esencial para mitigar las infecciones de origen bacteriano, siendo
el cloro el desinfectante méas utilizado y tradicional (Calderdn etal., 2023; Nduli et al.,
2025). Sin embargo, en presencia de materia organica natural o amoniaco se forman
metabolitos secundarios nocivos conocidos como subproductos de la desinfeccion
potencialmente toxicos (Zhu et al., 2022) y cancerigenos (Chaves et al., 2019) como los
trialometanos (Nduli et al., 2025) y los acidos haloaceticos (Ranthom et al., 2023), estos se
asocian al cancer de vejiga (Xie et al., 2025). Representando una amenaza potencial de
citotoxicidad, genotoxicidad y carcinogénesis para el medio ambiente y la salud humana (Du
et al., 2024).



Los método tradicionales de tratamiento de agua presentan una eficiencia limitada frente a
ciertos contaminantes mientras que las tecnologias de filtracion por membrana como la
osmosis inversa (Khanmohammadi et al., 2025), microfiltracion, ultrafiltracion y filtracion
electroquimica (Qi et al., 2024) han demostrado una mayor eficiencia. Sin embargo en los
ultimos afios la nanotecnologia ha emergido como herramienta innovadora en la remediacion
del agua como los nanotubos, Oxidos de grafeno y las nanoparticulas metalicas han
demostrado capacidades excepcionales para tratar una amplia gama de contaminantes
organicas, inorganicas y microbianas (Anupam et al., 2025). El interés en las nanoparticulas
para la remediacion del hidrica radica en su gran éarea superficial (relacion
superficie/volumen) (Borah etal., 2025). La sintesis de nanoparticulas se basan en dos
enfoques fundamentales de bottom-up y top-down, manteniéndose dentro del rango
nanométrico de 1 a 100 nm (Deka et al., 2025). Estos métodos pueden desarrollarse mediante
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, siendo este dltimo el mas compatible con los
principios de sostenibilidad ambiental (Wahab et al., 2024). En este contexto la sintesis
ecologica es una alternativa viable y sostenible que utiliza agentes biolégicos como los
extractos de plantas, bacterias, hongos y algas para producir nanoparticulas de plata (Dheyab
etal., 2025). Los extractos vegetales particularmente son eficientes en este proceso de
sintesis ecoldgica, dado que son ricos en agentes reductores como fenoles, flavonoides y
terpenoides que facilitan la conversion del ion plata a nanoparticulas de plata (Deka et al.,
2025). Las nanoparticulas de plata se distinguen por su amplio espectro de propiedades
antimicrobianas y fisicoquimicos tnicas (Khan et al., 2022; Dheyab et al., 2025), dado que
la plata tiene menos reactividad y excelente estabilidad, lo que hace preferible para

aplicaciones bioldgicas como el tratamiento de agua (Tessema et al., 2024).

El crecimiento poblacional, industrial y los factores socioecondémicos en la ciudad de Juliaca
estan deteriorando la calidad de las aguas superficiales, principalmente por los vertimientos
directos e indirectos al cauce del rio Coata. En este contexto, la desinfeccion del agua es
crucial, sin embargo, uso del cloro como desinfectante convencional generan los
subproductos de desinfeccion, potencialmente toxicos y cancerigenos al medio ambiente y
la salud humana. Ante esta coyuntura surge la necesidad de desarrollar tecnologias de
desinfeccion alternativas que no generen subproductos, en este marco el presente estudio
tiene como objetivo biosintetizar y optimizar la eficiencia bacteriana de las nanoparticulas
de plata obtenidas de las hojas de Polylepis incarum para el tratamiento de agua cruda del
rio Coata.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.El problema de investigacion

A nivel mundial el cambio climatico se intensifica en el ciclo hidrologico, los
caudales de los rios se estan menguando causando sequias e inundaciones en el
mundo (UNESCO, 2024), el agua esta siendo amenazada a nivel global debido al
consumo desmensurado y la contaminacién descontrolada hacia los cuerpos
hidricos (Guterres, 2024). La industrializacion y la urbanizacion estan causando
graves impactos negativos, provocado por los vertimientos de las aguas
residuales, comerciales e industriales desencadenando impactos significativos en
los recursos hidricos (Purohit etal.,, 2020; Mansour etal., 2024). La
contaminacion de las aguas superficiales es un problema global con graves riesgos
para la salud humana (Choque et al., 2024), casos de esta situacion incluyen los
rios Kshipra-India (Purohit etal., 2020), Rispana-India (Bhatt etal., 2024),
Wharfe- Reino Unido (Karunakaran et al., 2024), Karum-Iran (Mahmodian et al.,
2024), Rachiine-Libano (Mansour et al., 2024).

En Sudamérica las aguas superficiales son receptoras de distintos tipos de
efluentes urbanos e industriales que afectan la composicion natural del agua
(Jurado etal., 2021), los microorganismos patdégenos se transportan y se
transmiten mediante el agua (Ali y Fatlawi, 2023; Popa et al., 2015). En las
ultimas décadas en Uruguay existe un alto crecimiento de eutrofizacion en los
rios, lagos y lagunas (Beretta y Carrasco, 2021), a causa del crecimiento
poblacional urbano en la cuidad de Ushuaia Tierra de Fuego de Argentina esta
siendo afectada negativamente la calidad del agua en los diferentes arroyos
urbanos (Barranquero et al., 2023; Granitto et al., 2021), asi mismo este problema
se documenta en Colombia el rio de Bogota esta altamente contaminado desde la
cabecera de cuenca y a lo largo de su cauce producto del vertimiento de los
efluentes domeésticos, municipales e industriales (Sanchez et al., 2020; Venegas
et al., 2015), la fuente de agua superficial de la cuenca del rio Alto Tietéla en la
cuidad de Sao Paulo Brasil estan altamente contaminadas por microorganismos
patdgenos como los coliformes totales y termotolerantes representando un alto

riesgo para la salud de la poblacion (Aradjo et al., 2024).
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En el siglo XXI persisten vulnerabilidades documentadas en la seguridad y
proximidad de los sistemas de agua, en lIquitos los marcadores de rastreo de
fuentes microbianas han permitido rastrear las principales fuentes de
contaminacion humana y animal en entornos domésticos en las comunidades de
la Amazonia peruana (Schiaffino et al., 2020), el analisis microbiolégico revel6 la
presencia Coliformes totales y E.coli representa un riesgo microbioldgico
significativo para los consumidores en Bagua (Ferro et al., 2024), en Cajamarca
los factores domeésticos, incluidos los recipientes de agua y la presencia de fauna
doméstica contribuyen a la contaminacién microbiana del agua (Larson et al.,
2023).

El crecimiento poblacional y la industrializacion en el departamento de Puno estan
afectando negativamente la calidad de las aguas superficiales (Ferro et al., 2022),
particularmente en el rio Coata donde la Autoridad Nacional del Agua ha
identificado aproximandose a 21 puntos de vertimientos de aguas servidas hacia
el cauce del rio, provenientes de 8 municipales, 4 industriales, 7 botaderos de
residuos sélidos y 3 descargas in situ ANA (2019), ademas del aporte de la
lixiviacion de fosas sépticas, estas situaciones incrementa significativamente la
carga de microorganismos patdgenos representando un riesgo sanitario latente
para la poblacion (Diaz etal., 2024). Aungue la cloracion es el método mas
tradicional de desinfeccion (Calderdn et al., 2023), su interaccidn con la materia
organica natural genera subproductos de desinfeccién (Valenti et al., 2024), como
los trihalometanos y acidos haloacéticos (Ranthom et al., 2023). En consecuencia,
de los subproductos de desinfeccién representa una amenaza potencial de
citotoxicidad, genotoxicidad y carcinogénesis para el medio ambiente y la salud
humana. A ello se suma la mala gestion de los efluentes urbanos, industriales y la
contaminacion del agua (Pacori, 2019; Ragot et al., 2023; Choque et al., 2024),
contribuyendo a un alto indice de anemia y enfermedades diarreicas agudas
causando la mortalidad infantil en la ciudad de Juliaca (Ferro etal., 2022).
Ademas, la disponibilidad de agua en Juliaca serad cada vez mas critica para las
futuras generaciones debido a la creciente demanda de este recurso y la
disminucion del caudal del rio Coata (ANA, 2015; Tapia et al., 2022).



1.2.La pregunta de investigacion
1.2.1. Pregunta general

¢Coémo biosintetizar y optimizar la eficiencia bacteriana de las nanoparticulas de
plata obtenidas de las hojas de quefiua (Polylepis incarum) en el tratamiento de

agua cruda del rio Coata?
1.2.2. Pregunta especifica

e ;Cual es el mecanismo para biosintetizar nanoparticulas de plata a partir de los
compuestos fenolicos presentes en las hojas de quefiua (Polylepis incarum)?

e ;Cudles son los parametros experimentales dptimos en términos de dosis de
nanoparticula de plata, tiempo de contacto y pH seglin la metodologia de
superficie de respuesta?

e ;Que tan eficiente es la inhibicion bacteriana de las nanoparticulas de plata en el

tratamiento de agua cruda del rio Coata?
1.3.0bjetivos
1.3.1. Objetivo general

Biosintetizar y optimizar la eficiencia bacteriana de las nanoparticulas de plata
obtenidas de las hojas de quefiua (Polylepis incarum) para el tratamiento de agua

cruda del rio Coata.
1.3.2. Obijetivo especifico

e Biosintetizar nanoparticulas de plata obtenidas de los compuestos fendlicos de
las hojas de quefiua (Polylepis incarum)

e Optimizar los parametros experimentales en dosis de nanoparticula de plata,
tiempo de contacto y pH mediante la metodologia de superficie de respuesta.

e Determinar la eficiencia de inhibicion bacteriana de las nanoparticulas de plata

para el tratamiento de agua cruda del rio Coata



1.4 Justificacion
1.4.1. Justificacion técnica

La presente investigacion es necesaria debido a la amenaza potencial asociados a los
subproductos de desinfeccion, que se generan con la interaccion de la materia
organica, estos son perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana
(Ranthom etal., 2023). Por ello, existe una necesidad urgente de desarrollar
tecnologias de desinfeccion alternativas que no generen subproductos de
desinfeccion (Rangaraju etal., 2024), la presente investigacion aportara en el
desarrollo de nanotecnologias sostenibles para el tratamiento bacteriano del agua
(Prabula et al., 2024; Sharifi et al., 2024), mediante la biosintesis ecoldgica de las
nanoparticulas de plata obtenidas de los compuestos fendlicos de las hojas de quefiua

(Polylepis incarum).
1.4.2. Justificacion econdmica ambiental

La biosintesis de la nanoparticula de plata mediante métodos ecoldgico presenta
beneficios econdomicos accesibles, ya que emplea precursores de bajo costo y
requerimientos energéticos minimos (Vanlalveni et al., 2021). Ademas se fomenta
el aprovechamiento las hojas de la especie forestal nativa Polylepis incarum rica en
metabolitos secundarios con capacidad reductores y estabilizadora (Gutierrez et al.,
2023). Esto nos conlleva a procesos ambientalmente sostenibles que no generan
productos quimicos agresivos ni toxicos, contribuyendo asi al cumplimiento de los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) y al fortalecimiento de una econémica
circular (Bakry et al., 2022; Budhathoki et al., 2024).

1.4.3. Justificacion social

La utilizacién de nanotecnologia con los datos obtenidos, puede ser tomada en
cuenta por empresas prestadoras de servicios para el tratamiento de agua potable y
municipios siendo ellos uno de los directos beneficiarios para el tratamiento de agua
potable a parte de la poblacion urbana y rural que haga uso de estas aguas tratadas
con esta metodologia. Ademas, la presente investigacion pretende la generacion de

data base para futuras investigaciones.



1.5.Formulacidn de hipétesis

1.5.1. Hipotesis general

Las nanoparticulas de plata biosintetizadas a partir de los compuestos fenolicos
presentes en las hojas de quefiua (Polylepis incarum) pueden ser optimizadas
mediante la metodologia de superficie de respuesta para alcanzar una alta

eficiencia de inhibicion bacteriana en el tratamiento de agua cruda del rio Coata.

1.5.2. Hipotesis especifica

Los compuestos fendlicos extraidos de las hojas de quefiua (Polylepis incarum)
permiten la biosintesis eficiente de nanoparticulas de plata con propiedades
adecuadas para aplicaciones antibacterianas.

La metodologia de superficie de respuesta permite identificar los parametros
Optimos en dosis de nanoparticula de plata, tiempo de contacto y pH que
maximizan la eficiencia de inhibicion bacteriana.

Las nanoparticulas de plata biosintetizadas presentan una alta capacidad
significativa de inhibicidon bacteriana en el tratamiento de agua cruda del rio

Coata



CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1.Antecedentes de la investigacion
2.1.1. Internacional

Kodiyala et al. (2025), sintetizaron nanoparticulas de plata utilizando extracto de
Erythrina variegata y analizaron sus propiedades antibacterianas. Los resultados del
espectro de Fourier revelo picos en 1615 y 1634 cm™ correspondientes al grupo
carbonilo (C=0), la banda de 1343 cm atribuida a la flexion del grupo fenol (O-
H), y sefiales en 1020 cm™ y 1211 cm™ asociadas al estiramiento de (C-N) en aminas
alifaticas. Asimismo, el andlisis de la composicion elemental confirmé la reduccion
del nitrato de plata a nanoparticula de plata, mostrando una estructura cubica

centrada en las posiciones de los picos difraccion 38.32°, 44.47°, 64.66° y 77.55°.

Oselusi et al. (2025), sintetizaron nanoparticulas de plata a partir de hojas de Ehretia
rigida y evaluaron sus propiedades antioxidantes y antibacterianos. Los resultados
de los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier demostraron que en el
rango de 3700 cm™ a 3200 cm™ se asocia al estiramiento O-H indicando la presencia
de alcoholes y fenoles unidos por enlaces de hidrogeno, asimismo la composicion
elemental muestra sefiales de C, O y N, estas se atribuyen a la presencia
biomoléculas de recubrimiento del extracto vinculadas en la reduccion y

estabilizacion de las nanoparticulas de plata.

Khereshki et al. (2025), sintetizaron nanoparticulas de plata a partir Lantana camara
mediante la metodologia de superficie de respuesta para evaluar su actividad
antimicrobiana. Emplearon el analisis de varianza ANOVA para determinar su
significancia de las variables independientes y sus interacciones, complementando
con un diagrama de pareto para identificar los factores mas influyentes. Por su parte
Kemala etal., (2025) aplicaron un modelo cuadratico validado mediante R?
(98.91 %), R? ajustado (97.92 %) y R? predicho (91.05 %) para aceptar su modelo
matematico, mientras que Hoseini etal., (2025) recurrieron a la optimizacion

numerica para representar los graficos efectos combinatorios.



Rocha etal. (2024), valorizaron subproductos vegetales para la biosintesis de
nanoparticulas de plata con propiedades antimicrobianas y cataliticas. Evaluaron el
extracto (eucalipto, té verde y té negro) como agente reductor. Los resultados
muestran que el tamafo de las nanoparticulas fue 40.6 a 86.4 nm. Asimismo el
espectro de la composicion elemental mostr6 un pico agudo a 3 Kev confimando la
plata metélica. Las nanoparticulas de plata demuestran una capacidad inhibidora
contra las bacterias Gram-negativas (P. putida, E. coli, Vibrio spp. ) y Gram-

positivas ( B. megaterium, S. aureus, S. equisimilis).

Nassar etal. (2024), sintetizaron y caracterizacion de nanoparticulas de plata
mediadas por extracto de limén y evaluaron su eficacia antibacteriana. Los
resultados demostraron que el tamafio fue de 36 nm con una estructura cubica
centrada en las caras, el rendimiento 6ptimo para la sintesis de nanoparticula de plata
fue a una proporcion de 1:1 (AgNOs a 0.25 M: extracto de hoja del limén). Las
nanoparticulas de plata poseen una capacidad antibacteriana significativa contra la
E.coli cuyo diametro promedio de zona de inhibicidn excedian los 17 mm mientras

que para las bacterias resistentes a farmacos fue de 15 mm.

Prabula et al. (2024), investigaron la actividad del extracto de Bambusa vulgaris en
la sintesis de nanoparticulas de plata para la descomposicién del colorante de azul
de metileno y agentes microbianos. Los resultados evidenciaron la formacion de la
nanoparticula de plata al apreciar el cambio de color a un tono marrén oscuro,
tamafio 22 nm. La nanoparticula de plata alcanzo un 96 % de degradacion del azul
demostrando la eliminacién de contaminantes organicos del agua. La actividad
antibacteriana de las nanoparticulas de plata fue eficiente en contra de las bacterias

Gram-negativas.

Serunting etal. (2024), sintetizaron nanoparticulas de plata altamente estables
mediada por irradiacion solar utilizando extracto de vainas de (Archidendron
bubalinum) para aplicacion de actividad antibacteriana. Los resultados demuestran
que el cambio de color fue el indicador de la formacién de las nanoparticulas ademas
el analisis del microscopio electrénico de barrido indic6 una agregacion cuyo

tamano fue de 94.40 nm, asimismo la banda del espectro de infrarrojo a una longitud



de 1607 cm™ correspondieron al grupo carbonilo (C=0) y los picos de C y O se
deben por la presencia de metabolitos secundarios.

Singhal et al. (2024), sintetizaron y optimizaron las nanoparticulas de plata a partir
de extracto de corteza de Azadirachta indica y evaluaron su aplicacion
antibacteriana. Los parametros experimentales fueron molaridad de AgNO3 (mM),
relacion de volumen de AgNO:s a extracto (v/v) y temperatura (°C). Los resultados
demostraron que las nanoparticulas fueron homogéneas sin presencia de agregados.
La actividad antimicrobiana aumentaba de manera dependiente de la dosis 2 a 8 ug

contra bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Thakur et al. (2024), optimizaron y caracterizaron nanoparticulas de plata a partir de
las hojas de Pancratium telanganense y aplicaron contra bacterias patdgenas. Los
resultados demostraron que los metabolitos secundarios son responsables de la
sintesis de nanoparticulas de plata favoreciendo a la reduccion del ion plata (Ag*),
asimismo la morfologia fue irregular con un tamafio de 20 y 35 nm. Las actividades
antibacterianas contra patdgenos bacterianos mostraron una zona de inhibicion muy

eficaz de 18 mmy 17 mm respectivamente a 60 uL de nanoparticulas de plata.

Vadakkan etal. (2024), inhibieron la colonizacién bacteriana mediada por
nanoparticulas de plata y analizaron los efectos mediante el modelado de superficie
de respuesta. Las nanoparticulas de plata se sintetizaron a partir de los extractos de
las hojas de Premna serratifolia. Los resultados demuestran que el modelado de
superficie de respuesta mediante el disefio de Box Behnken en la inhibicién
bacteriana demostré que depende en gran medida los pardmetros de concentracion
de nanoparticulas de plata, tiempo de reaccién y la presencia de estabilizadores.

Sarkar etal. (2024), utilizaron el sustrato de hongos para la sintesis de las
nanoparticulas de plata con un enfoque de optimizacidn de multiples respuestas. Los
resultados demuestran que el diametro promedio de las nanoparticulas de plata fue
de 35 £ 6 nm. La evaluacion antibacteriana de las nanoparticulas de plata en una
dosis maxima de 6.96 + 0.03 ppm frente a las bacterias Escherichi coli y Bacillus

subtilis fueron positivas llegando las UFC a cero
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Singhal et al. (2024), sintetizaron y optimizaron nanoparticulas de plata a partir del
extracto de corteza de Azadirachta indica y aplicacion antibacteriana. Los resultados
del analisis composicion elemental detectaron plata elemental a 3 Kev cuya
concentracion fue 68.1 %, asimismo el tamafio de la nanoparticula de plata fue de
30.6 nm a 76.35 nm. La actividad antimicrobiana contra la E. coli y S. aureus
aumentd de manera dependiente con la dosis de nanoparticula de plata, las bacterias

presentaron dafos celulares en la membrana.

Abareethan et al. (2024), sintetizaron nanoparticulas de plata a partir del extracto de
hojas de Solanum trilobatum y evaluaron el potencial antioxidante y antimicrobiano.
Los resultados demuestran que el tamafio de la nanoparticula de plata fue de 50 nm
cuya morfologia fue esférica ademés de ello confirmaron su cristalinidad como
cubica centrada en las caras. Utilizaron el andlisis de ANOVA para evaluar la
significancia de los factores experimentales posterior a ello dimensionaron los

gréaficos de superficie para ilustrar los efectos combinatorios.
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2.1.2. Nacional

Alvarado et al. (2023), sintetizaron nanoparticulas de plata y microcompuesto de
microfibras de celulosa a partir de residuos Musa acuminata y evaluaron su
capacidad antimicrobiana. Los resultados demuestran que el extracto hidroetanolico
es favorable para la sintesis de las nanoparticulas de plata, estructura morfoldgica es
esféricas y cuyo tamafio es 24 nm. Las nanoparticulas de plata inhibieron el
crecimiento bacteriano contra Gram-negativa (E. Coli ATCC: 25922) y Gram-
positivo (S. aureus ATCC 25923).

Gutierrez et al. (2023), sintetizaron nanoparticulas de plata y evaluaron su aplicacion
antibacteriana. Los resultados cualitativos demostraron que el extracto de Polylepis
presentd metabolitos secundarios como los flavonoides, quinonas, fenoles,
saponinas y pequefias cantidades de triterpenos, esteroides y la cuantificaron los
polifenoles totales fue segin el contenido de disolventes, en medio acuoso la
concentracion fue 11.07 AGmg/mL, en medio hidroetanolico al 50 % fue 19.11
AGmg/mL y medio hidroetanolico al 70 % fue 19.59 AGmg/MI

Laime et al. (2022), optimizaron la sintesis de nanoparticulas de plata conjugadas
con Lepechinia meyenii mediante de metodologia de superficie de respuesta en
actividad antibacteriana. Los factores experimentales fueron la velocidad de
agitacion, pH, tiempo, temperatura y volumen de fraccion etandlica. Los resultados
demuestran que las nanoparticulas de plata sintetizadas con la fraccion etandlica
presentan una actividad antibacteriana mejorada, cuyas condiciones optimizadas
para la sintesis de nanoparticulas fueron a un pH 9.45, temperatura 49.8 °C, volumen

de fraccion etandlica 152.6 pL y un tiempo de reaccion de 213.2 min.

Vera et al. (2022), sintetizaron nanoparticulas de plata conjugada con Thelypteris
glandulosolanosa (Raqui-Raqui). Para la sintesis verde de nanoparticulas de plata
se realiz6 utilizando diferentes concentraciones (5, 2, 1, 0.5, 0.2, 0.1 y 0.05 %) del
extracto vegetal en una relacion estequiométrica 1:3 como agente reductor para
nitrato de plata 0.5 mM. Los resultados muestran que la nanoparticula de plata posee
propiedades para reducir la solucién de AgNOs, el tamafio promedio las
nanoparticulas de plata fueron 39.16 nm vy utilizando el andlisis de composicion

elemental y microscopio electronico de transmision es 31.45 nm.
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Alarcon et al. (2021), emplearon extractos etanolicos de hojas y pétalos de Solanum
grandiflorum para la obtencion de nanoparticulas de plata. La sintesis se realizé con
1mL de AgNOscon4 mL de extracto etandlico (relacion 1:4), se agitd durante
60 minutos y finalmente fueron lavadas a 10 000 rpm por triplicado. Los resultados
de la espectroscopia de infrarrojo de trasformada de Fourier a una longitud de 1028
cmt correspondieron al grupo (C-0O), asimismo presentaron una morfologia esférica
con un tamafio menor a 50 nm en la primera semana y se incrementaron el tamafio

en la tercera semana posterior a la sintesis.

Gakiya etal. (2020), evaluaron la actividad antimicrobiana mejorada de
nanoparticulas de plata conjugadas con péptidos sintéticos mediante quimica de clic.
El péptido se funcionaliz6 con un alquino, mientras que las nanoparticulas se
funcionalizarén con grupos azida utilizando cadenas de tiol-polietilenglicol-azida
(HS-PEG-N 3), de modo que el acetiluro y la azida puedan experimentar una
reaccion de clic. Los resultados de las pruebas antibacterianas contra la E. coli,
muestran que la actividad bacteriana de los nanocompuestos Ag-PEG-ATCUN es

mayor que la de las nanoparticulas y los péptidos ATCUN por separado.

2.1.3. Local

Nieto et al. (2021), evaluaron los riesgos ambientales en los rios y la plantas de
tratamiento de aguas residuales municipales en la costa y sierra peruana,
especificamente Puno y Juliaca y también evaluaron las aguas superficiales de pozos
(confluendia del rio Torococha y Coata). Los resultados mostraron concentraciones
microbioldgicas elevadas de coliformes totales hasta 46000 NMP/100 mL vy
termotolerantes alcanzando los 170000 NMP/100 mL en cuerpo receptor por su
parte Espinoza (2023) reporto en su investigacion los parametros fisicoquimicos del
cuerpo receptor rio Coata un pH 7.3, temperatura 12 °C, Conductividad 460 puS/cm
y (TDS) 229 mg/L
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Cabana y Lipe (2019), evaluaron el efecto de la curticion de pieles de Cuy (Cavia
porcellus) con extracto tanico de quefiua (Polylepis incana) con respecto a la raza'y
altitud. Uno de los parametros experimentales fue las concentraciones de taninos de
quefiua (Polylepis incana) al 20 %, 40 % y 60 %. Los resultados indican que taninos
de la especie forestal de quefiua (Polylepis incana) presentaron un porcentaje de
concentracion de 0.146 %, concluyendo que las extracciones de taninos de esta

especie forestal son mas ecoldgica y amigable con el medio ambiente

Chura y Gomez (2018), evaluaron la factibilidad de la utilizacion de filtros
cerdmicos, conformados por jipi de quinua (Chenopodium quinoa Willd) y arcilla,
impregnadas con plata coloidal, como alternativa para la potabilizacion de agua
cruda de pozo para procesos agroindustriales. Los resultados evidencian que el
tratamiento 1 (filtro 01 con 20 % jipi de quinua y 80 % arcilla y concentracion de
plata coloidal 55 ppm) presenta una alta eliminacion de carga microbioldgica contra
las bacterias 0 NMP/100 mL y heterotréficas 0 UFC/mL con un caudal de 0.474

L/min.
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2.2.Marco Tedrico
2.2.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia ha surgido como un campo de investigacion interdisciplinarios
potencial (Tawade y Wasewar, 2023). EI campo de la nanotecnologia es la region
mas dinamica de la investigacion en ciencias de los materiales y la sintesis de las

nanoparticulas en todo el mundo (Mohammadlou et al., 2016).

Es la transformacion de materiales cuyas dimensiones estan en un rango de 1 a 100
nm, estos materiales poseen caracteristicas atdbmicos o moleculares (Contreras et al.,
2017). Los catalizadores nanométricos aceleran la activacion quimica y su

reactividad (Narayan et al., 2019).
2.2.2. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas que se encuentran en estado sélido cuyo tamario

molecular < 100 nm, poseen excelente propiedades fisicas (Stadler et al., 2019).

La formacion de las nanoparticulas comienza a partir de los nucleos, pasa por un
estado fluctuante metaestable donde se forma la estructura primaria, finalmente se

aprecia su forma final de las nanoparticulas (Pryshchepa et al., 2020).
2.2.3. Tipos de nanoparticulas
A. Las nanoparticulas inorganicas

Se encuentran las nanoparticulas semiconductoras que son el (ZnO, ZnS, CdS),
nanoparticulas metélicas (Au, Ag, Cu, Al) y las nanoparticulas magnéticas (Co, Fe,
Ni) (Mohammadlou etal., 2016). Las nanoparticulas metalicas y sus 6xidos
metalicos tienen estructuras cristalinas y posee propiedades fisicas, quimicas,
Opticas, electronicas y magnéticas determinadas por el componente metalico
(Huang et al., 2024).

B. Las nanoparticulas organicas

Incorporan nanoparticulas de carbono como lo fulerenos, puntos cuénticos,

nanotubos de carbono entre otros (Mohammadlou et al., 2016).
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2.2.4. Meétodos de sintesis de nanoparticulas

A. Top-down (arriba hacia abajo)
Reducen el tamafio de agregacion del material hasta llegar a un tamafio
manométrico mediante en corte a valores requeridos y utilizan reactivos
quimicos (Biswas et al., 2012).

B. Bottom-up (abajo hacia arriba)
Son variedades de técnica sintéticas que utilizan materiales y dispositivos
nanoestructurares multifuncionales mediante el autoensamblaje de &tomos o
moléculas para producir sistemas y ensamblajes a escala nanométrica mas

compleja (Biswas et al., 2012).
2.2.5. Meétodo biolodgico

La quimica verde y la nanotecnologia buscan mejorar la calidad del medio ambiente
y sostenibilidad del ecosistema (Goyal etal., 2024). Los métodos de sintesis
bioldgica son considerados ecoldgicos debido a que utilizan agentes reductores y de
recubrimiento de origen bioldgico y estas no generan productos quimicos nocivos y
son amigables con el medioambiente (Pryshchepa et al., 2020; Vanlalveni et al.,
2021).

2.2.6. Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de cobre, titanio, zinc, magnesio, plata y oro poseen capacidad
antimicrobianas (El-Berry et al., 2020). Las nanoparticulas de plata actualmente
poseen un alto interés en la comunidad investigadora debido a su amplia gama de
aplicaciones en tecnologia, microbiologia, farmacologia y parasitologia (Changmai
et al., 2020).

Las nanoparticulas de plata poseen estudios amplios debido a su reactividad,
estabilidad, selectividad y reciclabilidad en reacciones organicas cataliticas (Veisi,
Dadres, et al., 2019; Veisi, Razeghi, et al., 2019). Las nanoparticulas de plata no
dependen Unicamente en la liberacion de iones metalicas sino también incide en la

membrana celular de los microorganismos (Zhao et al., 2020).
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2.2.7. Sintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de las nanoparticulas de plata se utilizan varias técnicas como el sol-
gel, método hidrotérmico, deposicion quimica de vapor, descomposicion térmica,

método de combustion asistida por microondas entre otros (Wu et al., 2012).

En los ultimos afios se viene utilizando la sintesis verde para la obtencion
nanoparticulas de plata, cuya materia prima son las partes de las planta como la hoja,
la corteza y las raices (Vanlalveni et al., 2021). La sintesis de nanoparticulas de plata
mediante extractos de plantas y microorganismos que contienen saponinas,
aminoacidos y compuestos fenolicos (Fouad etal., 2017), poseen una mayor
estabilidad debido a que reduce espontaneamente los iones metalicos permitiendo
una aplicacion méas sencilla que la biosintesis utilizando microorganismos
(Mohammadlou et al., 2016).

Para la sintesis de las nanoparticulas de plata se utiliza los extractos vegetales estas
se oxidan de Ag" a Ag° mediante diferentes biomoléculas como los taninos,
flavonoides, alcaloides, cetonas, aldehidos, acidos carboxilicos y saponinas en
seguida se afiade una solucion de sal metalica a temperatura optima, la reaccion se
completa cambiando de color y se aprecia la formacién de las nanoparticulas de
plata (Rafique et al., 2017).

A. Extracto acuoso de la planta

El potencial de los fitoquimicos en los extractos de plantas sirve como un agente
reductor y estabilizador para ayudar en la biorreduccion de iones de Ag* en una
nanoforma estable Ag® (Saifuddin et al., 2024). Para la sintesis de nanoparticulas de
plata se usan varias partes de las plantas como las hojas, raices, frutos, rizomas, entre
otros (Vanlalveni etal., 2021). Para preparar el extracto acuoso de la planta
previamente se debe lavar con agua corriente y después con agua destilada o etanol,
en seguida se coloca en agua desionizada o alcohol el polvo molido de la planta 'y se

calienta por debajo de los 60 °C durante algunas horas.
B. Contenido fendlico

Los grupos funcionales o biomoléculas son responsables de la reduccion de iones de
plata (Ibrahim et al., 2024).
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Figura 1. Biosintesis de nanoparticulas de plata
Fuente: Rafique et al., (2017)

2.2.8. Aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento convencional

Son aguas destinadas al abastecimiento de agua para consumo humano, sometidas a
un tratamiento convencional, mediante dos o mas de los siguientes procesos:
Coagulacion, floculacion, decantacion, sedimentacion, y/o filtracién o procesos

equivalentes e incluyendo su desinfeccion (ECA, 2017).

La muestra es el volumen minimo representativo de un cuerpo de agua que permite
obtener informacion sobre su calidad (NTP 214.003, 2021).

2.2.9. Bacterias
A. Coliformes totales

El grupo coliforme esta conformada de bacterias aerdbicas y anaerdbicas
facultativas, gramnegativas, nos esporuladas y de forma alargada que desarrollan
una colonia roja con un brillo metélico en un medio que contenga lactosa tras una
incubacion de 24 horas a 35 °C (APHA-AWWA-WPCF, 1992). El grupo coliformes
se caracteriza por producir aldehidos a partir de la fermentacion de la lactosa (NTP
214.003, 2021).
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2.2.11.

B. Coliformes termotolerantes

Son un grupo de organismos coliformes que pueden fermentar la lactosa a 44-45 °C,
estas bacterias provienen de aguas de los efluentes industriales (APHA-AWWA-
WPCF, 1992).

2.2.10. Filtro de membrana

La técnica del filtro de membrana es extraordinariamente eficaz para estudiar agua
potable, aguas naturales, aguas saladas, pero no al agua residual debido a su elevada
turbidez, compuestos organicos y contenido de metales. La técnica de filtro de
membrana nos proporciona resultados numéricos mas rapidos y precisos que el
método de tubos multiples, sin embargo esta técnica tienen limitaciones para
estudiar aguas con elevada turbidez (APHA-AWWA-WPCF, 1992). El volumen de

muestra de agua estandar a filtrar es de 100 mL.
Actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata

La actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata posee una mejor eficiencia
en las bacterias Gram-negativas (Prabula et al., 2024). Cuanto mas pequefia sea la
nanoparticula de plata mayor es la actividad antimicrobiana (Vanlalveni et al.,
2021). Las nanoparticulas de plata causan cambios estructurales y dafios en la
membrana exterior de las células bacterianas, penetrando a la célulay conllevandolo
a la muerte celular (Sondi y Salopek, 2004; Sukdeb et al., 2007).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1.Ambito de Estudio

El presente estudio se desarrollé utilizando muestras de agua cruda provenientes
del agua superficial del rio Coata, situada al noreste de la ciudad de Juliaca. Esta
ciudad conocida como la “Ciudad de los vientos” se caracteriza por un clima seco
y frio tipico de la regidn altiplanica. EI punto de muestreo se encuentra a una
altitud de 3 859 metros sobre el nivel del mar con coordenadas UTM zona 19L:
0381318 E y 8289707 N. Asimismo, los anélisis de laboratorio fueron realizados
en las instalaciones de Universidad Nacional de Juliaca.
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Figura 2. Punto de muestreo del agua cruda procedente del rio Coata

3.2.Tipo de investigacion

La presente investigacion tuvo un alcance explicativo, enfoque cuantitativo-
experimental. Asimismo, se contemplaron submétodos dentro de esta categoria,
por lo que la investigacion fue considerada como experimentos puros (Sampieri
etal., 2014). En este disefio se manipularon intencionalmente las variables
independientes con el proposito de analizar los efectos de dicha manipulacién

sobre las variables dependientes.
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3.3.Poblacion y muestra
3.3.1. Poblacién

El presente estudio estuvo comprendido por una poblacion infinita (Gutierrez y
Vara, 2008), constituida principalmente por agua cruda procedente del rio Coata
(Espinoza, 2023).

3.3.2. Muestra

La muestra de la presente investigacion fue una muestra puntual y no
probabilistica optada por conveniencia del investigador (Sampieri et al., 2014).
Dado que la poblacion fue considerada infinita, se optd por tomar una muestra

representativa con un volumen de 4 litros (Gutierrez y Vara, 2008).
3.4.Descripcion de métodos
3.4.1. Equipos, materiales, reactivos e insumos

a. Materiales

Frascos de vidrio 1 L, frasco ambar de vidrio 1 L, probetas de vidrio 100 mL,
matraz erlenmeyer de vidrio 250 mL, bureta de vidrio 25 mL, fiolas de 250 mL,
vasos de precipitado de 500 mL y 250 mL, papel filtro whatman N°40, luna de
reloj, espétulas metélicas, mortero de porcelana, varilla de vidrio, termémetro de
mercurio, tubos de ensayo, soporte universal, mechero de bunsen, micropipetas
10 pL, placas petri, filtros de membranas pre-esterilizadas (poro de 0.45 um),
almohadillas abdorbentes de (48 mm de didmetro)

b. Equipos

Balanza analitica, tamizador eléctrico, agitador, centrifuga, bomba de vacio de
alta presion, contador de colonias, equipo de bafio maria, incubadora, destilador
de agua, multiparametro, pH metro, estufa, autoclave, equipo de filtracion por
membrana, microscopio electronico de transmision, espectroscopia de infrarrojo
por transformada de Fourier, difraccion de rayos X y fluorescencia de rayos X.

c. Reactivos e insumos

Agua destilada, agua ultrapura, etanol 96 %, acido clorhidrico (HCI al 37 %),
hidroxido de sodio (NaOH 99 %), nitrato de plata (AgNOz al 99 %) y medio de

agar para la nutricion bacteriana
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3.4.2. Biosintesis de las nanoparticulas de plata obtenidas de los compuestos

fendlicos de las hojas de quefiua (Polylepis incarum)

a. Preparacion de extracto

La preparacion del extracto de las hojas de quefiua (Polylepis incarum) se llevé a

cabo aplicando el método propuesto por Dhanalakshmi y Losetty (2024), el cual

se detalla a continuacion:

— Las hojas quefiua (Polylepis incarum) fueron recolectadas del distrito de
Lampa, Puno. Las hojas de la especie arborea obtenidas fueron lavadas,
inicialmente con agua corriente de la red publica en seguida con agua
destilada, para eliminar cualquier particula o coloide impregnada en el
material vegetal, posteriormente las hojas de quefiua se secaron en sombra a
temperatura ambiente durante 1 semana.

— Para la obtencion del extracto vegetal, se pesaron 10 gramos de hojas secas de
quefiua y se mezclaron con 200 mL de agua destilada. La mezcla se coloco
sobre un agitador magnético. Posteriormente la solucion se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se filtré con papel filtro Whatman y se centrifug6
durante 10 minutos a 10 000 rpm. El extracto resultante fue almacenado 4 °C.

b. Determinacion de los compuestos fenolicos totales del extracto

La determinacion de los compuestos fenolicos del extracto de quefiua (Polylepis

incarum) se enviaron a un laboratorio externo para la determinacion de los

compuestos fenolicos mediante el método de Folin Ciocalteu (Kim et al., 2024).

c. Sintesis de la nanoparticula de plata

La sintesis de nanoparticula de plata a partir del compuesto fendlico de las hojas

de quefiua (Polylepis incarum) se llevd a cabo aplicando el método de

Dhanalakshmi y Losetty (2024).

Inicialmente se preparé 90 mL de AgNOs 1 mM bajo agitacion constante. Luego,

se afiadieron 10 mL del extracto de hoja bajo agitacion constante durante 3 horas

a una temperatura de 80 °C hasta observar la formacion del precipitado. La

solucion se centrifugd a una velocidad de 10 000 rpm durante 10 minutos,

posterior a ello se lavd tres veces con agua destilada y una vez con etanol y

finalmente se sec6 en un horno a 60 °C durante 24 horas. Las nanoparticulas

obtenidas se almacenaron en pequefios viales para su caracterizacion.
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3.4.3. Optimizacion de los parametros experimentales dosis de nanoparticula
de plata, tiempo de contacto y pH mediante la metodologia de superficie

de respuesta.

a. Toma de muestra

Se ubicd en un punto de féacil acceso, donde la corriente es homogénea y poca
turbulencia, cuya denominacién es captacion, lugar ya estd establecida por la
empresa Seda Juliaca (EPS Sedajuliaca, 2010).

Para el andlisis microbiolédgico la toma de muestra del agua se realiz6 de manera
directa dejando un espacio para la aireacion y mezcla de 1/3 del frasco de vidrio
previamente esterilizado (DIGESA, 2007).

Para la toma de muestra se utiliz6 un brazo muestreador, en seguida se tomo la
muestra del rio Coata a 20 cm — 30 cm de profundidad en direccidn opuesta del
flujo del rio, evitando los sedimentos del fondo (ANA, 2016).

b. Conservacion y almacenamiento

Las muestras recolectadas se conservaron en un cooler para el analisis
bacterioldgico de la muestra de agua y refrigerarlas a 4 °C (DIGESA, 2007).

c. Aplicacion de las nanoparticulas de plata con la muestra de agua

La preparacion de la muestra de agua y la aplicacién de nanoparticulas de plata se
realiz6 Amibo et al., (2024).

Inicialmente se elimind los s6lidos en suspensién que pueden obstaculizar en el
proceso de inactivacion bacteriana. La muestra de agua se filtr6 con papel
Whatman y posteriormente la muestra filtrada se almacenara a 4 °C
Posteriormente se introdujo la dosis de nanoparticulas de plata (0.0005, 0.00075
y 0.001 g/100mL), posteriormente se ajust6 el pH a (6, 7 y 8) con hidréxido de
sodio (0.1 M NaOH) y &cido clorhidrico (0.01 M HCI) y tiempo de contacto a (20,
30 y 40 minutos).

3.4.4. Determinaciéon de la eficiencia de inhibicidbn bacteriana de las

nanoparticulas de plata para el tratamiento de agua cruda del rio Coata.

Para el recuento de colonias bacterianas se realizado mediante el método de
filtracion por membrana NTP 214.031 (2001).
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a. Inicialmente

— Seesterilizé el equipo de filtracion

— Se saturd la placa Petri previamente esterilizada con el medio de agar para la
nutricion bacteriana

b. Filtracion

Se esterilizo la pinza y se colocé el filtro de membrana estéril sobre la base
del sistema de filtracion
— Se colocé con cuidado el embudo o vaso de filtracion sobre la base del
sistema, fijandolo con una pinza.
— Se colocd el embudo de filtracion sobre la base del sistema
o Agua tratada con nanoparticulas de plata
o Agua sin tratamiento
— Se filtr6 100 mL de muestras de agua, con el equipo generador de vacio
— Se retiro el embudo y el filtro de membrana con una pinza estéril y se colocd
la membrana en la placa Petri contenido del medio de agar para la nutricién
bacteriana.
c. Incubacion
— Seincub6 por 22 a 24 horas en la incubadora a 35 + 0.5 °C
— Se cuantifico las colonias una vez transcurridos 24 horas.
d. Cuantificacién
La densidad de bacteriana se expres6 en unidades formadoras de colonias (UFC)

por 100 mL, se aplicé la siguiente formula:

(totales) Colonias contadas
= X
100 mL  mL de muestra filtrada

Colonias bacterianas 100 2)

Para la determinacién del porcentaje de eliminacion inhibicién de crecimiento

bacteriano, se aplico la siguiente formula:

% Inhibicion del crecimiento bacteriano = % x 100 3)

3.5.Diseflo experimental

El disefio experimental del estudio de investigacién fue de disefio compuesto
central de segundo orden (Gutierrez y Vara, 2008) con tres factores y tres niveles

con un total de 20 tratamientos.
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Tabla 1
Factores y niveles para la presente investigacion

Niveles
Factores
-1 0 +1
Dosis de AgNPs (g/100 mL) 0.0005 0.00075 0.001
Tiempo (min) 20 30 40
pH 6 7 8

Tabla 2

Matriz de disefio de segundo orden

NUmero de colonias

NG Nanoparticul . . Inhibion del
Umero de Tiempo bacterianas L
. as de plata . pH S crecimiento
tratamientos (g/100mL) (min) inhibidas bacteriano (%)
(UFC/100mL)

1 1 -1 -1 - -

2 0 0 -1 - -

3 0 0 0 - -

4 1 1 1 - -

5 0 0 0 - -

6 -1 -1 -1 - -

7 1 1 -1 - -

8 0 -1 0 - -

9 -1 -1 1 - -

10 -1 1 1 - -

11 0 0 1 - -

12 1 0 0 - -

13 0 0 0 - -

14 0 0 0 - -

15 -1 0 0 - -

16 1 -1 1 - -

17 0 1 0 - -

18 0 0 0 - -

19 -1 1 -1 - -

20 0 0 0 - -

3.6.Analisis estadistico

El andlisis estadistico del estudio de investigacion de disefio de segundo orden, se
realiz6 utilizando el software estadistico (Minitab versiébn 19) para el
procesamiento de datos de los tratamientos experimentales. El contraste de la
hipotesis se efectud mediante el analisis de varianza ANOVA, diagrama de Pareto
y prueba de normalidad.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Biosintesis de las nanoparticulas de plata obtenidas de los compuestos

fendlicos de las hojas de Polylepis incarum

4.1.1. Determinacién de los compuestos fendlicos totales, metabolitos
secundarios y grupos funcionales del extracto de Polylepis incarum

a) Compuestos fendlicos totales

La concentracion de polifenoles totales en el extracto de Polylepis incarum
determinada mediante el método de Folin-Ciocalteu fue de 30.77 AGmg/L. Estos
resultados fueron superiores a la reportada por investigaciones anteriores en las se
cuantificaron los polifenoles totales en el extracto de quefiua obtenidos con
diferentes disolventes, en medio acuoso la concentracion fue 11.07 AGmg/mL, en
medio hidroetanolico al 50 % fue 19.11 AGmg/mL y medio hidroetanolico al
70 % fue 19.59 AGmg/mL (Gutierrez et al., 2023), asimismo otros investigadores
utilizaron extracto hidroetandlico de Musa acuminata (Alvarado et al., 2023),
fraccion etanolica Lepechinia meyenii (Laime etal., 2022) y Solanum
grandiflorum (Alarcén et al., 2021). La diferencia observada entre el presente
estudio y el anterior estudio se podria atribuirse al emple6 del disolvente, ya que
en esta investigacion se empleo el agua destilada mientras que el estudio anterior
utilizo mezclas hidroetandlicas, lo que habria influyo significativamente en la
extraccion de polifenoles totales.

Ademas de ello los resultados del analisis fitoquimico cualitativo mediante el
método de cromatografia en capa fina (TLC) confirman la presencia de los
metabolitos secundarios tales como flavonoides, sesquiterpenlactonas, saponinas
y terpenos. Estos resultados son consistentes con estudios previos que también
reportaron la presencia de flavonoides, quinonas, fenoles, saponinas y pequefas
cantidades de triterpenos, esteroides (Gutierrez et al., 2023), taninos (Cabana y
Lipe, 2019), compuestos fenolicos, alcaloides y glicosidos. La presencia de
metabolitos secundarios en el extracto de sugiere un rol fundamental en la
reduccion del ion plata (Ag") (Thakur et al., 2024) y en la posterior estabilizacion

de las nanoparticulas de plata.
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b) Grupos funcionales

La identificacion de los grupos funcionales presentes en extracto de hojas
Polylepis incarum se examinaron mediante espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier abarcando un espectro de niimero entre 650 cm™ y 4000

cm?
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Figura 3. Espectros de infrarrojo por transformada de Fourier

Los resultados de los espectros exhibieron varias sefiales de intensidades de pico
en 3338.24 cm?, 1619.26 cm™, 1356.97 cm?, 1187.84 cm™y 1046.68 cm™ cada
una correspondiente a grupos funcionales especificos del extracto del Polylepis
incarum. La banda ancha e intensa formada a 3338.24 cm™ corresponde a las
vibraciones de estiramiento de los grupos Hidroxilo (O-H) y amida (N-H)
indicativos de alcoholes y compuestos fendlicos. La banda registrada en
1619.26 cm™ se asocio al estiramiento del grupo carbonilo (C=0) de la amida,
asimismo también reflejaron la presencia de estructuras aromaticas (C=C) y
grupos (-COOH) de polifenoles. La banda a 1356.97 cm™ indicd la presencia de
Fenoles (O-H). Finalmente, las bandas en 1187.84 cm? y 1046.68 cm™ se
atribuyeron al estiramiento de las aminas alifaticas (C-N). Estos resultados son
similares a lo reportado por la literatura en donde reportaron picos espectrales a
3440y 1638 cm™ (Oselusi et al., 2025), en la banda a 1627 y 1037 cm™* (Serunting
etal., 2024), 3306, 1615, 1343, 121 y 1020 cm™ (Kodiyala etal., 2025) y
1028 cm'* (Alarcon et al., 2021).
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4.1.2. Caracterizacion de la nanoparticula de plata

a) Microscopio electrénico de barrido

El anélisis morfologico y quimico elemental de las nanoparticulas de plata
derivadas de las hojas Polylepis incarum se realiz6 mediante el microscopio
electronico de barrido

Figura 4. Micrografias con un aumento de 5 000 X y 200 000 X

En la figura 4 se presentan dos micrografias de microscopio electronico de barrido
obtenidas con un aumento de 5 000 X y 200 000 X. En la figura a) con una
magnificacion de 5 000 X muestra una superficie rugosa y porosa, atribuidas al
efecto del secado y la accidn de los compuestos fitoquimicos que estabilizaron las
nanoparticulas de plata. En la figura b) a una magnificacién de 200 000 X, se
observa que las nanoparticulas de plata exhiben wuna morfologia
predominantemente esférica con una distribucion homogénea y sin evidencia de
signos de agregacion. Estos hallazgos son consistentes con la literatura en donde
enmarcan que las nanoparticulas son recubiertas por los metabolitos secundarios
y usualmente exhiben una forma esférica (Alvarado et al., 2023). Asi mismo la
distribucion uniforme es significancia de que los agentes de recubrimiento
actuaron eficazmente, evitando agregaciones de las nanoparticulas de plata
(Serunting et al., 2024; Singhal et al., 2024).
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Figura 5. Histograma del tamafio de las nanoparticulas y su ajuste gaussiano

En la figura 5 se presenta la distribucion del tamafio de las nanoparticulas de plata
derivadas de las hojas de Polylepis incarum que fueron evaluadas a traves de las
imagenes del microscopio electronico de barrido. En la figura izquierda se
presenta el histograma de la frecuencia absoluta del tamafio de las nanoparticulas
de plata mientras que al lado derecho se muestra el ajuste de la curva gausiana, el
cual exhibe un coeficiente de determinacion de 0.9974 esto indica un excelente
ajuste. Estos resultados revelan gque las nanoparticulas de plata presentan una
distribucion simétrica con un tamafio promedio de 41.9 nm sugieren un proceso
de sintesis homogéneo y controlado. Estos resultados concuerdan con la literatura
en donde reportaron que las nanoparticulas sintetizadas mediante métodos
biogénicos presentaron un tamarfio de 31.45 nm (Veraet al., 2022), 40.6 a 86.4 nm
(Rocha etal., 2024). Asimismo, la forma y el tamafio son consistentes con
estudios previos que utilizaron extractos de hojas 50 nm (Abareethan et al., 2024),
36 nm (Nassar etal., 2024). Esta consistencia entre los estudios refuerza la
confiabilidad y reproducibilidad de los hallazgos actuales con respecto a la sintesis

nanoparticulas de plata.
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b) Dispersion de energia de rayos X
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Figura 6. Composicion elemental de las nanoparticulas de plata

En la figura 6 muestra un pico fuerte a 3 keV con un porcentaje de 81.37 % que
indica la presencia de plata elemental, esto confirma una sintesis exitosa de
nanoparticulas de plata con una alta pureza, la ausencia de nitrégeno en el espectro
indico una reduccion completa de la sal de nitrato precursora. Estos resultados son
consistentes con estudios previos donde el espectro muestra un pico agudo a
3 Kev que confirma la presencia de plata de valencia cero (Rocha et al., 2024)
producto de reduccion del nitrato de plata a nanoparticula de plata (Kodiyala et al.,
2025). En comparacion con Singhal et al., (2024) obtuvieron un menor porcentaje
de plata cerovalente de 68.1 % que el presente estudio

Mas alla del pico prominente de plata elemental, el espectro también presenta
sefiales correspondientes a otros elementos, en particular carbono (C) con un
15.21 %, nitrégeno 1.16 % (N) y oxigeno 2.25 % (O), indica la presencia de
metabolitos secundarios que estabilizaron las nanoparticulas de plata. Estos
resultados son consistentes con estudios previos en donde las otras sefiales de
C, Oy N se atribuyen a la presencia de moléculas funcionales presentes en el

extracto .
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c) Microscopia electrénica de transmisién

Figura 7. Micrografias de difraccion de electrones de &rea seleccionada

En la figura 7 se muestra la micrografia de difraccion de electrones de area
seleccionada, tipica de las nanoparticulas de plata derivadas de las hojas Polylepis
incarum. Los resultados evidencian que los anillos de difraccién son concéntricos
punteados, indican que las nanoparticulas de plata sintetizadas ecol6gicamente
presentan una estructura de naturaleza cristalina con diferentes formas, el cual
exhibe estructura de una red cubica centrada en las caras. Estos resultados
concuerdan con investigaciones con la literatura en donde los anillos de difraccion
son concentricos punteados indicando una forma cubica centrada en las caras
(Abareethan et al., 2024; Nassar et al., 2024; Kodiyala et al., 2025)
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d) Difraccién de rayos X
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Figura 8. Espectros de difraccion de rayos X

El espectro reveld cinco picos de difraccion con angulos de un valor de 26 de
38.10°,44.28°,64.50°, 77.46° y 81.52° correspondiente al plano reflexiones
cristalinas de (111) (200) (220) (311) (222) lo que confirma su cristalinidad con
una estructura cristalina cubica centrada en las caras. Estos hallazgos validan ain
mas la naturaleza cristalina y la integridad estructural de las nanoparticula de plata
derivadas proporcionando informacion esencial sobre sus propiedades. Estos
resultados coinciden con la literatura en donde los planos a (111) (200) (220) (311)
(222) corresponden a la difracciéon discreta a 38.04°,43.69°,64.39°, 77.07° y
81.49° (Gavade et al., 2025). Asimismo Kodiyala et al. (2025), obtuvieron picos
difraccién cercanos a 38.32°, 44.47°, 64.66° y 77.55°. Con ello se indexan como

una estructura cubica centrada en las caras (Abareethan et al., 2024)

e) Fluorescencia por rayos X

La caracterizacion elemental de las nanoparticulas de plata sintetizadas
ecologicamente se realiz6 mediante fluorescencia por rayos X con sistema de
energia dispersiva, utilizando un tubo de rayos X de 50 kV y un detector de tipo
SSD. Los resultados obtenidos revelaron una composicion predominante de
oxigeno 83.5 % y un contenido significativo de plata 8.32 %, lo cual sugiere una
alta proporcion de grupos oxigenados asociados a los grupos funcionales del
extracto vegetal que estabilizaron las nanoparticulas de plata. Este resultado
respalda la exitosa sintesis de nanoparticulas de plata derivadas de Polylepis

incarum.
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4.2.0ptimizaciéon de los parametros experimentales dosis de nanoparticula de
plata, tiempo de contacto y pH mediante la metodologia de superficie de

respuesta
4.2.1. Toma de muestra

Tabla 3

Coordenadas de la toma de muestra de agua cruda del rio Coata

Coordenadas UTM (Zona 19 L) Altitud (m.s.n.m.)
Este Norte
3859
0381318 8289707

En la tabla 3 presenta las coordenadas geograficas del punto de muestreo de agua
cruda del rio Coata, registradas mediante un dispositivo de GPS de marca
GARMIN, configurado en el sistema de coordenadas UTM, zona 19L. Las
coordenadas obtenidas fueron (Este 0381318 y Norte 8289707) con una altitud de
3859 m.s.n.m. Este punto de muestreo fue establecido por la Empresa Prestadora
de Servicios de Agua Potable Sedajuliaca como sitio de captacion de agua cruda
del rio Coata. La seleccion de este punto de muestreo responde a criterios técnicos
como la facil accesibilidad, flujo de corriente homogénea y baja turbulencia, estas

condiciones aseguran la representatividad de la muestra de agua (ANA, 2016).

La recoleccién de la muestra de agua cruda del rio Coata se efectué empleando un
brazo muestreador, lo cual permiti6 acceder a la columna de agua sin perturbar las
caracteristicas fisicoquimicas del cuerpo hidrico. La muestra fue recolectada de
manera directa del rio Coata a una profundidad de 20 cm — 30 cm en direccién
opuesta del flujo del rio, con el fin de evitar los sedimentos del fondo (ANA,
2016). Asimismo, conforme a la directrices de la ANA y DIGESA se dejo un
espacio de 1/3 del frasco de vidrio para la aireacion y mezcla de la muestra
(DIGESA, 2007).
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Tabla 4
Parametros fisicos del agua cruda del rio Coata

) ECA
Parametro Unidad Valores ]
(Categoria 1-A2)

pH - 7.01 5.5-9.0
Temperatura °C 12.7 A3°C
Turbiedad NTU 26.1 100
Solidos totales

_ mg/L 267 1000
disueltos
Conductividad

o uS/cm 561 1600
eléctrica

En la tabla 4 se presentan los resultados de los parametros fisicos del agua cruda
del rio Coata, los cuales fueron comparados con los estandares de calidad
ambiental (ECA) para aguas en la Categoria 1, subcategoria A2 correspondiente
a Aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento convencional (MINAM,
2017). El valor del pH registrado fue de 7.01 este valor indica la una condicion
neutra, mientras que la temperatura del agua fue de 12.7 °C valor caracteristica de
zonas alto andinas debido a su altitud. La turbiedad registrada alcanzo los
26.1 NTU este valor nos indica que el agua fue turbia debido a las particulas
suspendidas y coloides que limitan el paso de la luz a través del agua. En cuanto
a la concentracion de solidos totales disueltos se obtuvo una concentracion de
267 mg/L, mientras que la conductividad eléctrica fue de 561 puS/cm ambos
valores son indicativos de una mineralizacion baja. La salinidad estimada a 0.3 %
es compatible con cuerpos hidricos de agua dulce. Todos los parametros
mencionados se encuentran por debajo del umbral de los estandares de calidad
ambiental (ECA) para aguas. Estos valores de los resultados son consistentes con
estudios previos realizados en la misma cuenca hidrogréafica, como Espinoza
(2023), quien reporto un pH 7.3, temperatura 12 °C, Conductividad 460 uS/cmy
(TDS) 229 mg/L.
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4.2.2. Aplicacion de las nanoparticulas de plata con la muestra de agua

El andlisis bacteriologico del agua cruda del rio Coata se llevd a cabo mediante el
método filtraciobn por membrana, inicialmente se introdujo la dosis de
nanoparticulas de plata (0.0005, 0.00075 y 0.001 g/100 mL), posteriormente se
ajusto el pH a (6, 7'y 8) con hidroxido de sodio (0.1 M NaOH) y &cido clorhidrico
(0.01 M HCI) y tiempo de contacto a (20, 30 y 40 minutos). Después de ello se
incubd durante de 24 horas durante 37°C. Finalmente se cuantificacion las
unidades formadoras de colonias (UFC), totalizando 571 (UFC).

Este resultado evidencia una elevada carga microbiana en el margen izquierdo del
rio Coata, correspondiente al punto de muestreo del presente estudio. Esta
observacion concuerda con evaluaciones previas realizadas por la EPS
Sedajuliaca, que sefialaron una mayor carga bacteriana en el margen izquierdo en
comparacion con los margenes derecho y central del cauce del rio Coata. Esta
elevada carga microbiana ha sido atribuida principalmente a procesos de
lixiviacion de fosas sépticas que favorecen el ingreso de microorganismos
patdgenos al cuerpo hidrico. Estudios anteriores han documentado niveles
alarmantes desde reportes de coliformes fecales de 574 MNP/100 mL, coliformes
totales hasta 46000 NMP/100 mL y termotolerantes alcanzando los 170000
NMP/100 mL (Nieto et al., 2021) .
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Tabla 5
Tratamientos mediante metodologia de superficie de respuesta

Numero de Inhibicion
Orden de Nanoparticulas Tiempo colonias del
ejecucién de plata (min) PH  bacterianas  crecimiento
(9/100 mL) inhibidas bacteriano
(UFC/100 mL) (%)

1 0.001 20 6 564 98.774
2 0.00075 30 6 545 95.447
3 0.00075 30 7 547 95.797
4 0.001 40 8 567 99.299
5 0.00075 30 7 545 95.447
6 0.0005 20 6 497 87.04
7 0.001 40 6 566 99.124
8 0.00075 20 7 524 91.769
9 0.0005 20 8 489 85.639
10 0.0005 40 8 523 91.594
11 0.00075 30 8 541 94.746
12 0.001 30 7 570 99.825
13 0.00075 30 7 546 95.622
14 0.00075 30 7 543 95.096
15 0.0005 30 7 518 90.718
16 0.001 20 8 561 98.249
17 0.00075 40 7 536 93.87
18 0.00075 30 7 542 94.921
19 0.0005 40 6 514 90.018
20 0.00075 30 7 548 95.972

36



En la tabla 5 presenta los resultados experimentales obtenidos mediante la
metodologia de superficie de respuesta, los resultados revelaron que a una
concentracion de 0.0005 g/mL el nimero de colonias bacterianas inhibidas fue de
523 UFC/100 mL, mientras que a una concentracion de 0.00075 g/mL el nimero
de colonias bacterianas aumentaron a 548 UFC/100 mL y finalmente a una
concentracion de 0.001 g/mL numero de colonias bacterianas inhibidas se
maximiz0 a 570 UFC/100 mL. Evidenciando un efecto antimicrobiano
directamente proporcional con el aumento la concentracion de nanoparticulas de
plata. Estos resultados concuerdan con estudios previos que enmarcan que las
capacidades antibacterianas de las nanoparticulas de plata son dependientes de la
dosis (Singhal et al., 2024) de manera similar mostraron actividad inhibitoria a

concentraciones de 25 50 y 100 microgramos/ml (Prabula et al., 2024).

El mecanismo de la accién antibacteriana de las nanoparticulas de plata se
enmarcan a la literatura en donde las fuerzas van der Waals y la atraccion
electrostatica, conducen a la formacion de especies reactivas de oxigeno,
inhibicion de la replicacion del ADN y dafio de los organulos, asi como fuga de
citoplasma resultante de la perforacion de la membrana celular (Ferreyra et al.,
2025). Estos resultados subrayan la importancia de optimizar los parametros
experimentales para maximizar la efectividad de la eficiencia de las
nanoparticulas de plata e ion plata en aplicaciones ambientales especificamente

en potabilizacién de agua (Chura 'y Gomez, 2018).
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Figura 9. Efecto de la dosis de nanoparticulas de plata

37



El efecto de la dosis de nanoparticulas de plata sobre la inhibicion del crecimiento
bacteriano evidencio6 una relacion directa y una sinergia elevada, evidenciada por
un incremento tasa de inhibicidon del crecimiento bacteriano, que paso de un
90.7 % a 99.8 % al aumentar la concentracion de nanoparticulas de plata de
0.0005 g/mL a 0.001 g/mL. Este comportamiento se atribuye a una mayor
expansion de la superficie de contacto entre las nanoparticulas de plata y los
microorganismos patogenos, lo que favorece a la interaccion celular y potencia el

efecto antibacteriano.

Estos resultados son consistentes con estudios previos que destacan como el
aumento de concentracion de nanoparticulas de plata contribuyen al incremento
de la actividad bacteriana (Vadakkan etal., 2024). Esta evidencia resalta la
importancia de la optimizacion de la dosis como pardmetro fundamental en la
maximizacion de la eficiencia de los procesos de desinfeccion basados en

nanoparticulas de plata (Singhal et al., 2024).
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Figura 10. Efecto del tiempo de contacto

El tiempo de contacto se consolido como un parametro critico en la optimizacién
la inhibicion del crecimiento bacteriano, mostrando una influencia significativa
sobre la eficiencia del tratamiento. Se observé un incremento en la taza de
inhibicién del 91.8 % al 99.3 % al aumentar el periodo de exposicién de
20 minutos a 40 minutos, lo que indica que un mayor periodo de contacto permite
que las nanoparticulas de plata interactuen eficazmente con las bacterias,
favoreciendo su adhesién, penetracién y accién biocida. Estos resultados se
alinean estrechamente con la literatura existente, que destacan como la tasa de
desinfeccion se mantiene elevada con un buen periodo de tiempo de contacto entre
las nanoparticulas de plata con las bacterias (VVadakkan et al., 2024).
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El efecto del pH sobre la inhibicién del crecimiento bacteriano fue menos
significativo en comparacion que los otros parametros evaluados, como la dosis
de nanoparticulas de plata y el tiempo de contacto. Los hallazgos de este estudio
revelaron que un aumento de pH de 6 a 7 estuvo asociado con una mejora en la
tasa de inhibicion del crecimiento bacteriano mientras que un incremento
adicional de pH de 7 a 8 condujo a una la tasa de inhibicién decreciente. Estos
resultados concuerdan con la literatura que destacan que las bacterias aumentan
su capacidad de supervivencia al adaptarse al medio basico, esta adaptabilidad
subraya la compleja interaccion entre los factores ambientales y el
comportamiento microbiano (Amibo et al., 2024).
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Figura 11. Optimizacion del porcentaje de inhibicion bacteriano

En la figura 11 se ilustra los parametros éptimos obtenidos a través del analisis de
optimizacion numeérica, los cuales permitieron maximizar el porcentaje de
inhibicién del crecimiento bacteriano considerando los factores experimentales
dosis de nanoparticulas de plata, tiempo de contacto y pH dentro de sus
respectivos limites superior e inferior. La eleccion de estas condiciones se basé en
obtencidn de una deseabilidad compuesta maxima de 1.000, realizando ensayos
por triplicado para confirmar atin mas la condicion ideal. Las condiciones 6ptimas
obtenidas del software fueron de 99.98 % lograda a una dosis de
0.0009 g/100 mL, tiempo de 29.44 minutos y pH 7.27 respectivamente. Hubo una
variacion muy pequefia entre el resultado predicho y el experimental, este logro
maximo indica el potencial del antibacteriano de las nanoparticulas de plata
sintetizadas con Polylepis incarum. Estos resultados coindicen con estudios
anteriores en donde destacan y utilizaron la optimizacion numérica para predecir

con mucha mas precision los parametros 6ptimos (Hoseini et al., 2025)
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4.3.Determinacion de la eficiencia de inhibicion bacteriana de las nanoparticulas
de plata para el tratamiento de agua cruda del rio Coata

Figura 12. Gréfico de superficie 3-D efecto de interaccion en la inhibicion
bacteriana

En la figura 12 se presenta el diagrama de superficie de respuesta, en la figura a)
se presenta el grafico de 3D y la figura b) presenta el grafico de contorno, ambos
graficos demuestran el efecto de interaccion de la dosis de nanoparticulas de plata
y el tiempo de contacto en la inhibicién del crecimiento bacteriano. Asi mismo
aumento de dosis resulto mayor eliminacién bacteriana, del mismo modo la
eficiencia de la desinfeccion también incremento con tiempos de contacto mas
prolongados. La interaccidn entre ambos parametros tuvo un impacto significativo
en la eliminacion de bacterias con un valor (p < 0.05) segun el analisis de varianza
de ANOVA.

La inhibicion de crecimiento bacteriano maximo del 99.8 % se logré con una dosis
de nanoparticulas de plata de 0.001 g/mL, un tiempo de contacto de 30 minutos y
un pH 7. Sin embargo, otras combinaciones de variables como dosis de
nanoparticula de plata y pH no mostraron efectos notables. Esto explica porque,
aunque una dosis mayor facilita la eliminacion bacteriana, un aumento de pH
reduce la eficiencia es debido a la adaptabilidad de las baterias a medio alcalinos
dado a ello la variable respuesta no logra una variacion significativa, de forma
similar la interaccion entre tiempo y pH sigue esta tendencia. Estos resultados
coinciden con investigaciones anteriores en donde utilizaron los graficos de
superficie para ilustrar los efectos combinatorios (Abareethan et al., 2024; Hoseini
et al., 2025)
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4.3.1. Contraste de hipotesis

Tabla 6
Andlisis de varianza ANOVA

Grados
Suma de Cuadrado
Fuente de _ Valor F Valor-p
cuadrados ) medio
libertad
Modelo 294.14 9 32.68 100.45 <0.0001
A-AgNP 252.63 1 252.63 776.44 < 0.0001
B-Tiempo 15.46 1 15.46 47.52 < 0.0001
C-pH 0.0767 1 0.0767 0.2359 0.6377
AB 7.09 1 7.09 21.8 0.0009
AC 0.0345 1 0.0345 0.1059 0.7516
BC 1.69 1 1.69 5.19 0.0459
A2 0.3074 1 0.3074 0.9447 0.354
B2 12.33 1 12.33 37.9 0.0001
C2 0.0698 1 0.0698 0.2145 0.6532
Residual 3.25 10 0.3254
Falta de
_ 2.43 5 0.486 2.95 0.1301
ajuste

En la tabla 6 los resultados indicaron que los factores lineales A, B, el factor de
interaccion AB y BC y los factores cuadraticos B? fueron estadisticamente
significativos (p < 0.05). En este contexto la dosis de nanoparticulas de plata
(A-AgNP) mostro una influencia estadisticamente muy significativa sobre el
porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano (p < 0.0001), de igual modo
el tiempo de contacto (B-Tiempo) presento un efecto significativo (p < 0.0001).
Por el contrario, el factor (C-pH) no mostro un efecto estadisticamente
significativo (p = 0.6377), los cual sugiere que este parametro no tiene impacto en
la inhibicion bacteriana. Sin embargo, la interaccidn entre dosis de nanoparticulas
de plata y tiempo (AB) resulto significativa (p = 0.0009), lo que evidencia un
efecto sinérgico entre ambos factores que optimiza la eficiencia del tratamiento.
Las interacciones de BC (p = 0.0459) y el termino cuadratico de B2 (p = 0.0001)

también demostraron ser significativos.
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Por otro lado, la falta de ajuste de no fue significativa (p = 0.1301), lo cual
confirma la adecuacién del modelo propuesto y respaldan estadisticamente la
viabilidad del uso de nanoparticulas de plata en la inhibicién del crecimiento
bacteriano siendo la dosis de nanoparticulas de plata y el tiempo de contacto los
factores criticos para maximizar su efectividad. Estos resultados son consistentes
con la literatura en donde utilizaron el andlisis de varianza ANOVA para
determinar la significancia de las variables independientes y sus interacciones
(Abareethan et al., 2024; Khereshki et al., 2025), el valor p determina si el efecto
del modelo y de cada factor es significativo estableciendo una significancia de
p <0.05 (Sarkar et al., 2024).

Término

88 |
As

8C

<C
AC

o 5 10 15 20 25 30

Efecto estandarizado

Figura 13. Diagrama de pareto

En la figura 13 las barras correspondientes a los factores lineales A, B, asi como
a sus interacciones AB y BC junto con el termino cuadratico B2 superaron el
umbral critico de 2.23, esto nos indica un efecto estadisticamente significativo. En
contraste con factor C, AC, A2y C2 no superaron dicho umbral, lo que sugiere que
no ejerce una influencia significativa. Este analisis confirma los hallazgos del
analisis de varianza de ANOVA y respalda del modelo cuadratico. Ademas estos
resultados coinciden con estudios previos que utilizaron el diagrama de Pareto
para para identificar los factores mas significativos que afectan el la variable
respuesta (Khereshki et al., 2025).
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Tabla 7
Estadistica del modelo cuadratico

R2 Rz(ajustado) Rz(predicho)

98.91 % 97.92 % 91.05 %

En la tabla 7 se presenta la estadistica de ajuste del modelo cuadrético,
evidenciando un excelente grado de ajuste, con valores maximos de R? (98.91 %),
R? ajustado (97.92 %) y R? predicho (91.05 %). Estos indicadores respaldan la
idoneidad del modelo cuadratico como el mas adecuado, empleando para su
validacion estadistica los valores de p y F, los coeficientes de determinacion, asi
como la falta de ajuste y la consistencia de correlacion entre variables. Asimismo,
la concordancia razonablemente entre R? ajustado y el R? predicho con una
diferencia inferior a 0.2, indica una buena capacidad predictiva. Este conjunto de
indicadores respalda la seleccion del modelo cuadratico como una herramienta
estadistica para optimizar la eficiencia de inhibicién bacteriana. Estos resultados
son consistentes en donde la aceptacion de un modelo matematico se basan en
técnicas de regresion, Kemala et al., (2025) reporto resultados similares con esta
investigacion, en donde el R? fue de 98.91 % y el R? ajustado fue de 97.92 %. De
manera similar Hoseini et al., 2025 report6 que R? fue de 98.22 %, el R? ajustado
fue de 96.15 % y el R? predicho fue de 89.97 %.

Ecuacion del porcentaje de eficiencia de inhibicion del crecimiento
bacteriano
Eficiencia de inhibicion del crecimiento bacteriano (%)

= 95.26 + 5.034 + 1.24B — 0.0876C — 0.9416AB

— 0.0656AC + 0.4596BC + 0.33434% — 2.12B%

+0.1593(? (4)
Donde:

— Aces ladosis de nanoparticulas de plata(g/100mL)
— B Representa el tiempo de contacto en (minutos)

— Cesel pH.
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La ecuacion del porcentaje de eficiencia de inhibicion del crecimiento bacteriano
se expresa en términos del factor codificado, demostrando las relaciones entre los
factores como la (dosis de nanoparticula de plata, tiempo de contacto y el pH) y
la respuesta (porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano). En
investigaciones recientes manifiestan que las ecuaciones vinculan los factores de

entrada y salida mediante técnicas de regresion (Kemala et al., 2025)
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Figura 14. Criterios de anélisis ANOVA

En la figura 14 se presentan los graficas que permiten validar los supuestos de
ANOVA, el supuesto de la normalidad se confirma mediante la alineacion de los
puntos en la grafica de probabilidad normal, asi como en la prueba de Ryan-Joiner
(p > 0.100), lo que indica una distribucion normal de los residuos. La
homogeneidad de varianzas se evidencia en la dispersion aleatoria de los residuos
estandarizados frente a los valores ajustados, sin formacion de patrones
sistematicos. Finalmente, la independencia se valida por la ausencia de tendencias
en el gréafico de residuos respecto al orden de observacion. Estos resultados
respaldan el cumplimiento de los supuestos de ANOVA, en concordancia con
estudios previos que utilizaron herramientas graficas similares para su validacion
(Sarkar et al., 2024).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Se logro biosintetizar nanoparticulas de plata a parir de los compuestos fenolicos
presentes en las hojas de Polylepis incarum. El extracto vegetal presentd una
concentracion de polifenoles de 30.77 AGmg/L y revelo la presencia de
flavonoides, sesquiterpenlactonas, saponinas y terpenos como metabolitos
secundarios. Las nanoparticulas de plata obtenidas exhibieron una naturaleza
cristalina cubica centrada en las caras, con morfologia esférica predominante,
distribucién homogénea y un tamafio promedio de 41.9 nm, sin evidencia de

signos de agregacion, confirmando una sintesis eficiente y estable.

Mediante la aplicacion de la metodologia de superficie de respuesta bajo un disefio
compuesto central, se optimizaron los parametros experimentales que influyen en
inhibicion del crecimiento bacteriano, evaluando 20 tratamientos. El incremento
de la dosis de nanoparticulas de plata de 0.0005 g/mL a 0.001 g/mL elevo la
eficiencia de inhibicion de 90.7 % a 99.8 %. Asimismo, al aumentar el tiempo de
exposicion de 20 minutos a 40 minutos mejoro la taza de inhibicién de 91.8 % al
99.3 %. Ambos factores fueron estadisticamente significativos, mientras que el
factor pH no mostro una influencia relevante, posiblemente debido a la capacidad
adaptativa de las bacterias en medios alcalinos. La optimizacion de los parametros
experimentales fue del 99.98 % a una dosis de 0.0009 g/100mL, tiempo de
29.44 minutos y pH 7.27 respectivamente

La eficiencia de inhibicion del crecimiento bacteriano se maximizo en el
tratamiento experimental N° 12 en condiciones de dosis de nanoparticulas de plata
de 0.001 g/mL, un tiempo de contacto de 30 minutos y un pH 7, logrando una
mayor eficiencia de inhibicion del crecimiento bacteriano del 99.8 %. Este
hallazgo respalda el potencial de las nanoparticulas de plata sintetizadas de las

hojas de Polylepis incarum como una alternativa efectiva y sostenible.
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5.2.Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios que incorporen el uso de solventes alternativos
como el etanol o metanol con el objetivo de mejorar la obtencién la extraccion

mayor de compuestos bioactivos de las hojas de Polylepis incarum

Asimismo, se sugiere incorporar y evaluar el efecto de la temperatura como
variable experimental en futuras investigaciones considerando rango controlado
de15°C,20°Cy25°C

Finalmente se recomienda investigar la influencia del pH en la adaptabilidad y
persistencia de bacterias patdgenas presentes en aguas superficiales ubicadas a

maés de 3500 m.s.n.m.
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ANEXOS

Anexos 1

Recolecta del material vegetal

Figura 16. Herborizacién
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Anexos 2
Sintesis de nanoparticulas de plata

L —
Figura 18. Sintesis de nanoparticulas de plata
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Anexos 3
Recoleccion de muestra de agua cruda del rio Coata

Figura 19. Toma de muestra de rio Coata

Figura 20. Ubicacion GPS del punto de toma de muestra
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Anexos 4
Identificacion taxonomica de la especie vegetal

INSTITUTO CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON (IMOD) A :
Investigacion, Conservacién, Educadion y Trandlormacion de Recursos Iki%fl;

Reconocido por Resolucion de Direccion General Nro. 140-2016-SERFOR /DGGSPFFS

" Afio de la recuperacién y consolidacién de la economia peruana”

El Director del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon (IMOD).

HACE CONSTAR:

Que la muestra presentada por Lisbeth Yeni Mamani Chuquimamani, recolectada
en el distrito de Lampa, provincia de Lampa, departamento de Puno, para la
realizacion de la tesis titulada: “BIOSINTESIS Y OPTIMIZACION DE INHIBICION
BACTERIANA DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA DERIVADAS DE QUENUA
(Polylepis sp.) PARA EL TRATAMIENTO DE AGUA CRUDA DEL RIO COATA, PERU”,
presentada en la Universidad Nacional de Juliaca. Fue determinada taxonémicamente
en las instalaciones del Herbario Sur Peruano (HSP), del Instituto Cientifico Michael

Owen Dillon; corresponde a:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novik ex Takht.
Orden: Rosales Bercht. & |. Presl
Familia: Rosaceae Juss.
Género: Polylepis Ruiz & Pav.
Especie: Polylepis incarum (Bitter) M. Kessler &
Schmidt-Leb.

La clasificacion se ha realizado segtn la propuesta por: Angiosperm Phylogeny Group
(APG) IV en: "An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for the orders
and families of flowering plants: APG IV” (2016).

Se expide la presente a solicitud de la interesada para los fines que estime

conveniente.
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Anexos 5
Cuantificacion de los polifenoles totales del extracto de Polylepis incarum

INFORME DE ENSAYO N* ANA06C25.005609

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Lisbeth Yeni Mamani Chuquimamani
Direccion del cliente : Jr.Santa Elena MZ.L Lt.9 Urb. San Carlos |
RUC : No corresponde

Identificacion del contacto : Lisbeth Yeni Mamani Chuquimamani
Descripcion de la muestra : Extracto de Quenua (Polylepis incarum)
INFORMACION DEL ENSAYO

Condicion del muestreo : Por el cliente

Tamano de muestra :50mL

Fecha de recepcion : 06/03/2025

Fecha de ejecucion de ensayo : 06/03/2025 al 13/03/2025
Fecha de emision de informe  : 18/03/2025

_P_agina :1de3

L ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS UNIDADES | RESULTADO

DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

, mg/L 30,77
Método espectrofotométrico FOLIN-CIOCALTEAU

OBSERVACIONES:

- La informacion proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.

- El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a
la muestra tal como se recibio.

- Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan unicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utdizados como una centificacion de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad.

F Ricafdo 4 Abfriy
AQ‘D‘IX".'J‘
s STa e, Con

“;‘:'A"sl,t‘_‘

Ra"lue‘.
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TROL o

Codigo: LECC-15INF.002F EDO1 Focha de Aprabacion: 2022.08-16 Aprabacian por: DT
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Anexos 6

Estandares de calidad ambiental (ECA) para aguas

Categoria 1: Poblacional y Recreacional
Subcategoria A: Aguas superficiales destinadas a la produccién de agua potable

A A2 A3
Parimetros Unidad de medida Aguas que pueden Aguas que pueden ser Aguas que pueden
ser potabilzadas con potabilizadas con tratamiento |  ser potsbilizadas con
FISICOS- QUIMICOS
Acazs y (rasas mgl 05 17 17
Clanuro Total moL 007 [ “
Clanwo Lixe mgl o 02 02
Cloruros mgL 250 20 20
Coler (5) %ﬁ'&%&m 15 100 (a) -
Conductividad (Siom) 1500 1600 .
m%ﬁm“ mgL 3 5 10
Dureza mgl 500 [y e
WQ“‘"‘““O’W mal 10 2 »
Fencles mglL 0,003 " -
Fluoeuros mol 1.5 " .
Fésforo Total moL 0.1 015 0.15
Materiales Fiotantes de Ongan Ausenoa de materal fotante de | Ausencia de matenal flotante os | Ausenca de material fotants
Antropogénion origen antrapico arigen anirpico de origen anlropico
[Niratos (NO) (c) mgL 5 50 5
Nitnos (NO. } (d) mgL 3 3 L
Amonaco- N mgl 15 15 ”
g.ffgmmm mglL 26 25 24
Potencial de Hidrageno (oH) Uridad de pH 65-85 55-90 55-90
Soldos Disuelios Totales mgl 1000 1000 1500
Suffatos mgl 20 500 -
Tempesetra ki Al Al =
Turtiedad UNT 5 ) W
INORGANICOS
Aluming mal 04 5 5
Antimonio mgl 002 [ -
Arsérico mgl 00t 001 0,15
Bario mot 07 1 "
[Baro mgl 0012 0.0 X
Baro mgL 24 24 24
Cadmio mal 0,003 0,005 001
Cobre mgl 2 2 2
Cromo Toial mal 0.05 0,05 0,05
Hiarmn mgl 03 ! 5
Manganeso mgl 04 04 05
Mercurio mgL 0,001 0,002 0,002
Malibdeno mglL 007 % "
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Al A2 Al
=% 3
Faramatros Uniddad de mecidda Aguss que pusiin. 9 pedunses ‘F‘: g
desinfoccion comvencional tratareiento avarzado
[Nigee mol .t N =
Plama ngl 201 0.0% 004
Ssien mpl o0 004 0,08
Usano ngl e 0.02 002
2inc ol 3 ) 5
ORGANICOS
[Peviott c"": s gl oo 02 19
Trhaiometance (2] 10 10 18
|Boacfome ngl 0. - e
Cofomo =l 03 g =
Dibromodicronetano nol 2.1 ° -
|Somodciormmeting ngl .00 = =
L COMPUESTOS ORGANICOS VOLATLES
1.1, Tricksoetaro ngl 02 0.2 =
1, Oxcioroetenc =l 088 s =
1.2 Oxdoroetano ngl Q.00 0.0 L2
12 Dxdormbencens ngl 1 = .
Hmadontutadens ml 0 000d 2.000¢ pos
Terackometeco mgl 04 X v
Tetacionn de carbone mol 0.004 0.0 =
Tecloroateno ol Ly 007 »
Iw mgl oo 0.0 =
[Estercenc mgl 03 03 v
Toloeno mol 0.7 0.7 =
Yenos mol 05 05 -
Imqapm ngl 00007 20007 s
|Pestaciorcfend BLF) mpl ome 0.029 v
lm ngl 018 | 00001 -
Azrin + Dudrin ngl 0,00003 2.00001 s
Clordano mngl 00002 0.0002 -
Oxdoro Ddend Trcioroetano -
[iory ngl 2,00 0.001
|Encrin mol 00008 0,006 -
Meptaciore « Meptackom v
c mpl 0.00003 0.00001
Lindano =l o002 0032 .
AHRICED -
nacat =gl a0 0,08
Mordsisa iR mgl o.m | 0.001 -
Ertenios Posdorizos (PCH) =gl 00005 | 0.0008 -
|MCR0AILOGEECE ¥ PARASTOLOGLOS
Coldonmes Toaes NUP(100 mi ) - ”
Cotormes Termotoleranies NNP/100 =i 2 200 20000
|Formas Parastarias N* Organamol 0 X1 ¥
Exchenicha cof NP100 mi ) - -
Vitro cholerae Presenciai 100 = Ausencis Auserca Jusonoa
Crganismes de wda ke
g;ns wifers, N* Organamol 0 S <sc i
. <
nematocos, an iDdos sus
esianos evolsnvos) )
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