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Resumen

En este proyecto de tesis se desarroll6 un filtro de poliuretano cuyo elemento base fueron
las nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata, y se evaluo su aplicacién al tratamiento de
aguas residuales. Las nanoparticulas bimetalicas se sintetizaron mediante reduccién
guimica utilizando un extracto de té verde. Las caracteristicas morfologicas fueron
analizadas por UV-Visible, AA y DRX. Se midi6 la actividad antibacteriana de las
nanoparticulas mediante una variacion del método de siembra en agar usando una cepa
de Escherichia coli. A continuacién, se armé un sistema de filtracion con los filtros
obtenidos para la cuantificacion de coliformes termo tolerantes en aguas residuales. En
el espectro UV se observo sefiales alrededor de 500 y 700 nm correspondientes a
compuestos de cobre, y 430 nm correspondientes a la plata. En Absorcion Atémica se
observé la reduccion de las sefales de cobre a medida aumentaba la concentracion de
plata, indicando un posible recubrimiento. Los filtros presentaron sefiales en DRX
correspondientes a las de cobre y plata, confirmando la exitosa deposicion de las
nanoparticulas sobre el poliuretano. La existencia de halos de inhibicion de 1.84 - 3.6 cm
confirma la actividad antibacteriana de las nanoparticulas bimetélicas de cobre-plata
frente a Escherichia coli. La efectividad de los filtros obtenidos frente a Coliformes
termotolerantes fue del 96, 99 y 97%, mostrando un mejor efecto antibacteriano a
concentraciones similares de cobre y plata en las nanoparticulas bimetéalicas. Mediante
esta investigacion se mostro la efectividad de estos filtros, presentandolos como una

alternativa viable para el tratamiento de aguas.

Palabras clave: filtros, poliuretano, nanoparticulas bimetélicas, actividad antibacteriana,

coliformes termotolerantes.

\



Abstract

In this thesis project, a polyurethane filter is developed with bimetallic copper-silver
nanoparticles as its base element, and is evaluated for its application to wastewater
treatment. The bimetallic nanoparticles were synthesized by chemical reduction using
green tea extract. The morphological characteristics were analyzed by UV-Visible, AA and
XRD. The antibacterial activity of the nanoparticles was measured by a variation of the
agar seeding method using an Escherichia coli strain. A filtration system was then
assembled with the filters obtained for the quantification of thermotolerant coliforms in
wastewater waters. In the UV spectrum, signals were observed around 500 and 700 nm
corresponding to copper compounds, and 430 nm corresponding to silver. In the Atomic
Absorption, the reduction of the copper signals was observed as the silver concentration
increased, indicating a possible coating. The filters showed XRD signals corresponding to
copper and silver, confirming the successful deposition of the nanoparticles on the
polyurethane. The existence of inhibition halos of 1.84-3.6 cm confirms the bactericidal
activity of the bimetallic copper-silver nanoparticles against Escherichi coli. The
effectiveness of the filters obtained against thermotolerant coliforms was of 96, 99 and
97%, showing a better antibacterial effect at similar concentrations of copper and silver in
the bimetallic nanoparticles. This research showed the effectiveness of these filters,

introducing them as a viable alternative for water treatment.

Key words: filters, polyurethane, bimetallic nanoparticles, antibacterial activity,

thermotolerant coliforms.
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INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas afirma que, debido a la escasez de agua en
afios proximos, se hace imperativa la necesidad de tratar las aguas residuales para
presentar alternativas de reuso de este recurso vital (ONU, 2018). Debido a esta
problematica, se hace necesaria la exploracién de la viabilidad de opciones no
consideradas anteriormente como la recuperacion de los recursos hidricos, la reduccion
del uso de las reservas de agua dulce y la reutilizacién de las aguas residuales, esta
altima presentando una manera segura de brindar agua de consumo a todos los
pobladores de la regién, en cumplimiento con los estandares medioambientales
requeridos (Abdo et al., 2023; Salhuana, 2022; Yusuf et al., 2021).

En la actualidad se realizan diversas investigaciones concernientes a las nanoparticulas
metalicas, incluyendo su deposicion sobre matrices poliméricas, fomentado su uso en
diversas industrias (Marin Silva, 2022). La adiciéon de las nanoparticulas mejora las
propiedades del soporte, sin afectar la estructura de la matriz, como en el caso del uso
de siloxanos como soporte de materiales (Balvin Beltrdn et al., 2020). Depositar
nanoparticulas sobre un soporte facilita su recuperacion, reduciendo la carga
contaminante en el medioambiente. Ademas, los nhanocompuestos metalicos poseen alta
capacidad antibacteriana, ideales para su macro produccion y su uso en la remediacion
de aguas, especialmente frente a bacterias Gram negativas, presentes en gran medida

en aguas residuales (EI-Rahman et al., 2022; Fernandez et al., 2020).

La nanotecnologia presenta gran importancia en el tratamiento de aguas. Buscar
métodos para la eliminacién de contaminantes presentes en aguas, que a su vez no
afecten el medio ambiente es de vital importancia para la poblacién, por lo que se hace
énfasis al desarrollo y optimizacion de métodos para la total eliminacion de estos
patdgenos. Entre estos métodos se encuentran la formulacion de materiales
antimicrobianos, compuestos principalmente de una matriz polimérica y compuestos con

accion antimicrobiana (Marin Silva, 2022), como es el caso de las soportes con
1



nanoparticulas metalicas, que podrian ser menos propensas a promover la resistencia

en bacterias que los filtros comunmente utilizados.

Este trabajo tiene como objetivo fabricar un filtro formado por poliuretano cuyo elemento
base seran las nanoparticulas de cobre y plata, para su aplicacion en el tratamiento de
aguas residuales. Se preparo una serie de muestras cambiando la concentracion de las
sales precursoras usando el método de reduccibn verde y se generaron las
nanoparticulas dentro de la matriz de poliuretano utilizando la técnica de generacion in
situ para reducir la aglomeracion de las nanoparticulas. Se realizé un conjunto de
caracterizaciones para verificar su estructura, composicion, actividad antibacteriana y la

eficacia de los filtros obtenidos.



GENERALIDADES

1.1.SITUACION PROBLEMATICA

La Asamblea General de las Naciones Unidas reconoce oficialmente el derecho humano
al agua y al saneamiento, afirmando que el agua potable pura y el saneamiento son
indispensables para el cumplimiento de las necesidades vitales de las personas (Chavez-
Lizarraga, 2018; Asamblea General de las Naciones Unidas, 2010). El crecimiento
desordenado de las poblaciones ha causado un alarmante incremento en la
contaminacion en cuerpos hidricos. Este es el caso de la situacién en la region del Cusco,
donde el 85% de las aguas residuales no son tratadas, y al 100% de estas aguas no se
les da un uso secundario, es decir, solo son reinsertadas en un cuerpo proximo de agua
(Salhuana, 2022).

El agua puede convertirse en un problema mayusculo para una poblacién, ya sea por su
escasez o la falta de insumos para su adecuada desinfeccion. En el Peru se hace uso de
insumos clorados para la desinfeccion de aguas que, aunque elimina la mayoria de los
agentes patdgenos presentes en estas aguas, presenta desventajas notables como la
formacion de sustancias secundarias nocivas para la salud o el costo elevado de la
compra y transporte de insumos. La cobertura de los servicios de tratamiento de agua y
desagile no alcanzan las zonas mas alejadas de nuestra region. Las denominadas zonas
rurales no cuentan con un recurso hidrico de calidad 6ptima para su consumo por lo que
se utiliza aguas poco salubres para sus actividades cotidianas, generando proliferacion
de enfermedades y contaminacion. Es por eso que es preciso la busqueda y utilizacién
de nuevas tecnologias de tratamiento de aguas residuales para su adecuada reutilizacion
(Chavez-Lizarraga, 2018).



La nanotecnologia nos ofrece una solucion a los desafios que presenta la creciente
escasez de recursos hidricos. Mientras otras ciudades cuentan con sistemas de
reutilizacion de aguas, la region Cusco aun no invierte de forma prioritaria en este campo.
La existencia de vertederos que contaminan los cuerpos de agua, amenazan la calidad
hidrica de este recurso para uso de los pobladores, no solo de la provincia sino de las
localidades mas alejadas, que al no contar con los medios adecuados para purificar estas
aguas se exponen a contaminacion quimica y/o biolégica. Por esta y las razones antes
mencionadas se hace necesaria la busqueda de alternativas econdémicas y accesibles,
ademas de facil reproduccion y transporte, que pudieran proveernos agua de una calidad
similar a la brindada por las plantas de tratamiento para los pobladores de zonas alejadas.
Mediante este estudio se espera proponer una alternativa para la desinfeccién de aguas,

facilitando su aplicacion en zonas alejadas de la region.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

A. PROBLEMA GENERAL
¢Es factible la obtencion de los filtros prototipo de poliuretano dopados con

nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata para el tratamiento de aguas residuales?

B. PROBLEMAS ESPECIFICOS

e ¢ Cuales son las condiciones Optimas para la obtencion de nanoparticulas bimetalicas
de cobre-plata?

e (Cudles son las caracteristicas espectroscopicas de los filtros prototipo de
poliuretano dopados con nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata?

e Qué efecto produciran las nanoparticulas bimetélicas soportadas en los filtros

prototipo sobre la carga bacteriana de aguas residuales?



1.3. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

1.3.1. VALOR TEORICO

Un problema recurrente en nuestro pais es la falta de acceso a un agua de calidad y
saneamiento en las regiones mas alejadas, es por esto que es imperativa la
implementacién de un proceso de desinfeccion no dafiino de aguas para uso humano.
Debido al efecto bactericida presente en las nanoparticulas de plata y cobre, estas son
un medio viable para el saneamiento de aguas residuales, razon por la que se realiza
esta investigacion y evaluar su uso en el proceso de desinfeccion de aguas residuales en
nuestra region. Los resultados obtenidos en la presente investigacion contribuiran a la
comprension de los efectos que generan estas nanoparticulas metéalicas sobre la carga
bacteriana de estas aguas contaminadas, aplicables a nuevas tecnologias de

purificacion.

1.3.2. RELEVANCIA SOCIAL

El agua es el recurso hidrico mas esencial para la vida, mas no es ilimitado, factor que
amenaza la supervivencia de los seres vivos. A medida que aumenta el crecimiento
demografico, se incrementa la demanda de agua para consumo humano, pero también
se acrecienta el volumen de aguas residuales domeésticas e industriales, gran parte de
éstas son liberadas sin tratamiento. La cloracion es el principal método usado para la
desinfeccién de aguas; sin embargo, no elimina la totalidad a los microorganismos
presentes en estas, ademas genera sustancias perjudiciales para el medio. Entonces, se
hace necesaria la implementaciéon de métodos de vanguardia, que puedan solucionar

estos problemas, especificamente en zonas que no cuentan con tratamientos de agua.

1.3.3. UTILIDAD METODOLOGICA

La metodologia utilizada en esta investigacion, que incluye la sintesis de las
nanoparticulas bimetalicas de plata y cobre, obtencién de los filtros prototipo y evaluacién
de su efecto sobre los microorganismos presentes en aguas residuales de la region del

Cusco; plantea un método optativo para la desinfeccion de aguas y su reutilizacion; y



podra ser utilizada como referencia en futuras investigaciones relacionadas con la

purificacion de aguas contaminadas.

1.3.4. IMPLICANCIAS PRACTICAS

En este trabajo se presentan alternativas viables y econGmicas para una mejor
desinfeccidn y reutilizacion de aguas residuales. El poliuretano, teniendo alta capacidad
adsorbente y las nanoparticulas de plata/oxido de cobre sintetizadas, haciendo uso de
plantas nativas, hacen que el costo de su produccion sea bajo, lo que la haria ideal para
su utilizacion en zonas de bajos recursos. EIl objetivo primordial de este trabajo es
verificar si este método presenta un potencial adecuado para que se considere una
alternativa viable para la desinfeccion de aguas. Para cumplir este objetivo, el nano
material obtenido fue sometido a diferentes pruebas para comprobar si, efectivamente, a
través de él se puede obtener un agua “apta” medioambientalmente para su posible

reutilizacion.

1.4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

A. OBJETIVO GENERAL
Obtener filtros prototipo de poliuretano dopados con nanoparticulas bimetéalicas de cobre-

plata y evaluar su impacto en el tratamiento de aguas residuales.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata y caracterizarlas mediante
métodos espectroscopicos.

e Caracterizar los filtros prototipo de poliuretano dopados con nanoparticulas
bimetélicas de plata y cobre obtenidos.

e Evaluar la capacidad antibacteriana de las nanoparticulas bimetalicas y los filtros

prototipo obtenidos.



CAPITULO I: MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. BASES TEORICAS

2.1.1. Nanoparticulas bimetalicas

Las nanoparticulas son definidas como particulas sélidas de 1 a 100 nm de diametro; que
pueden ser de estructuras amorfas o cristalinas, y su tamafio varia segun el método de
sintesis (Thirumoorthy et al., 2024). La formacion de una estructura en la que se presenta
la unién de dos nanoparticulas metéalicas de un tamafio menor a los 100 nm se denomina
nanoparticula bimetalica. La aleacion de dos metales implica un cambio de estructura de
estos, asi como un incremento de propiedades superiores a las propiedades individuales
de los iones metdalicos por separado; las cuales vienen influenciadas por el agente
reductor utilizado, la estructura de la nanoparticula y la distribucion de los metales (Ali
et al., 2023; Conde Rueda, 2020; Hao et al., 2024). El uso de nanoparticulas presenta un
gran potencial para purificacion de aguas; en donde la combinacion de diferentes metales
mejora la efectividad de los procedimientos, y la remocién de mayor nimero de

contaminantes presentes en aguas residuales.

La formacién de los nlcleos de nanoparticulas bimetalicas suele darse de tres maneras:
(1) deposicion del ion metalico en un material de soporte para después depositar el
segundo ion metalico sobre las nanoparticulas obtenidas; (2) reduccion de un i6n
metalico haciendo uso de un poliol o alcohol simple y promover la reduccién del segundo
precursor metalico y (3) reduccion quimica mediante accion de antioxidantes, como es el
caso de los naturales presentes en los extractos vegetales (Alvarez Bayona, 2019). Las
nanoparticulas bimetalicas sintetizadas por estos métodos presentan tres estructuras
distintivas: aleaciones, que se definen como atomos de dos metales formando una

estructura ordenada cristalina: cluster in cluster, los dos atomos se encuentran



separados, pero forman una sola particula y core-shell, ambos metales formando
interfaces donde una capa delgada de un metal recubre a otro, siendo la forma obtenida
dependiente de la interaccion con soluciones reductoras y estabilizadoras (Abdo et al.,
2023; Conde Rueda, 2020).

Figura 1

Proceso de obtencién de nanoparticulas bimetélicas de cobre-plata mediante reducciéon quimica
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Nota: Diferentes tipos de nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata obtenidas mediante reduccién quimica

Los materiales inorganicos, como las nanoparticulas metalicas, poseen buenas
propiedades antibacterianas, que anexados a una matriz pueden optimizar sus
propiedades térmicas y mecanicas, ademas de distribuirlas uniformemente en su
superficie. Estos materiales no consumen reactivos quimicos, ni energia y exhiben
rendimientos altos frente a una gran variedad de microorganismos por lo que se
consideran una alternativa ideal para la remediacion de ecosistemas (Li et al., 2022; Xu
etal.,, 2023). El nanomaterial utilizado en este trabajo tiene como componente
fundamental, las nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata, conformadas por un atomo
de cobre como nucleo, recubiertos de una capa de plata o viceversa, obtenidas mediante
la reduccién con un extracto vegetal, que caen en la categoria de nanoparticulas
inorganicas, debido a su composicion metélica (Cappadona, 2022). La capacidad
antibacteriana de las nanoparticulas de cobre aumenta al afiadir plata como
recubrimiento por lo que desarrollar agentes antimicrobianos rentables con menor carga
ambiental es una meta de la nanotecnologia actual (Echevarria Mufioz, 2021;
Rajeshkumar et al., 2019; Yusuf et al., 2021).



2.1.2. Sintesis verde de nanoparticulas bimetalicas

Los métodos tradicionales de sintesis de nanocompuestos presentan inconvenientes
como el mantenimiento de los equipos y la ecotoxicidad generada al medio ambiente, por
lo que la quimica verde es una alternativa cada vez mas aceptable para la produccion de
nanomateriales no toxicos. Este método implica la reduccion de los precursores a atomos,
seguidos de procesos de nucleacién y crecimiento (figura 2). Con esto se puede controlar
el tamafio y la forma del producto, ajustando parametros de composicion y estando
definida por el modo de distribucion de los elementos (Echevarria Mufioz, 2021; Hao
et al., 2024; Rajeshkumar et al., 2019). La obtencién de nanoparticulas bimetélicas
haciendo uso de la reduccion quimica puede darse mediante el uso de extractos
vegetales: fuentes de diversos metabolitos, que contribuyen a la estabilidad de las
nanoparticulas ya formadas. La utilizacion de diferentes formas de materia vegetal,
hongos, e incluso microorganismos contribuye a la obtencion de nanomateriales de una
calidad superior y morfologia definida, factor que contribuye al momento de darles un

uso posterior (Mogollon Cortez & Veloz Chipre, 2021; Sanchez Ramirez, 2021).

Figura 2

Proceso de obtencién de nanoparticulas bimetélicas de cobre-plata mediante reducciéon quimica
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Nota: Sintesis de nanoparticulas de cobre (nlcleo) y plata (coraza) a partir de metabolitos del extracto
hidroetandlico de té verde. Fuente: Adaptado de Biosintesis de nuevas nanoparticulas bimetalicas de Ag-
Cu a partir de extracto de hojas de Salvia officinalis y su actividad antibacteriana, por Malik et al. (2023).
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El extracto hidroetandlico de té verde actia como agente reductor y estabilizante en la
sintesis de nanoparticulas bimetalicas, en donde los compuestos bioactivos
responsables de la reducciéon de las moléculas presentan estructura polifendlica,
incluyendo flavan-3-oles (catequinas), proantocianidinas (taninos) y flavonoles. Estas
moléculas presentes en el té verde tienen actividad antioxidante que contribuye a la
formacion de las estructuras entre nanoparticulas e iones hasta su estabilizacion, ademas
de impedir su agregacion y mejorar sus propiedades antimicrobianas (Falcén & Falcén-
Guerrero, 2024; Malik et al., 2023; Thirumoorthy et al., 2024).

Las localizaciones donde con mayor probabilidad interactdan los iones metélicos y las
moléculas de té verde son las que contienen enlaces —C=C y —C=0; que también se
adhieren a la superficie de las nanoparticulas contribuyendo a su estabilizacién; y los
enlaces -OH de los grupos fendlicos aromaticos, presentes en la mayoria de estos
metabolitos; como es el caso de las catequinas, en donde la elevada cantidad de grupos
—OH y los hace un donante de electrones apto para la reduccion de los iones metalicos
utilizados, y actta como un agente de recubrimiento de las nanoparticulas (Malik et al.,
2023; Thomas etal.,, 2022). El mecanismo de reaccion para la formacién de
nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata a partir de sales de nitrato de cobre Cu(NO3),
y nitrato de plata AgNO3, utilizando extracto de té verde como agente reductor se describe

a continuacion.

1) Lasalde Cu(NOs), se disuelve en agua destilada para la obtenciéon de los iones Cu*2.
La adicion de los compuestos fendlicos, principalmente alcaloides y catequinas,
presentes en el extracto de té verde, contribuyen a la reducciéon de Cu*? a CW°. La
adicion de moléculas de OH- presentes en los compuestos fendlicos de alta polaridad
contribuyen a la estabilidad de las nanoparticulas, evitando su aglomeracion y
manteniendo su tamafo y forma (Le et al., 2024; Thomas et al., 2022).

2) La formacion de las nanoparticulas consiste en una transferencia de electrones, en
donde los compuestos fendlicos del té verde son los encargados de donar electrones
a los iones Cu*? para reducirlos a Cu®. Este mecanismo de reaccion se presenta en
la figura 3, utilizando una catequina como agente reductor. En esta reaccién la

catequina se oxida hasta convertirse en radical deshidro. Al romper el enlace -OH de
10



los compuestos fendlicos se libera un electrén que es utilizado para reducir los
metales (Le et al., 2024; Sutradhar et al., 2014).

Figura 3

Reaccion para la formacion de nanoparticulas de cobre a partir de catequinas presentes en el té verde
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Fuente: Sintesis de nanoparticulas de éxido de cobre por microondas a partir de extractos de hojas de té
y polvo de café y su actividad antibacteriana, por Sutradhar et al. (2014).

3) La formacion de las nanoparticulas bimetalicas inicia con la sintesis de las
nanoparticulas de plata sobre las nanoparticulas de cobre ya sintetizadas. Los iones
Ag*, presentes en la solucion de AgNOs se reducen siguiendo un procedimiento
similar al apartado anterior de acuerdo a lo descrito en la figura 4, en donde la
reduccion de Ag* a Ag® se da mediante metabolitos como las catequinas y los
alcaloides. La ruptura de los enlaces -OH y -CHz generan la liberacion de un electrén,
facilitando la formacién de las nanoparticulas de plata. Los Cu® ya reducidos, debido
a su tamafo menor, se van adsorbiendo en la estructura de las nanoparticulas de
plata ya sintetizadas y empieza la formacion de las bimetalicas; las cuales aumentan
de tamafo de acuerdo a la cantidad de iones Ag* presentes (Le etal., 2024,
Thirumoorthy et al., 2024).
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Figura 4

Reaccidn para la formacion de nanoparticulas de plata a partir de catequinas y alcaloides presentes en el
té verde
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Fuente: Adaptado de Sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre por microondas a partir de extractos de
hojas de té y polvo de café y su actividad antibacteriana, por Sutradhar et al. (2014).

La estructura de las bimetalicas no es estable, produciéndose una oxidacion generando
iones Cu*? a partir de los Cu®, y Ag* a partir de Ag®, por lo que la adiciéon de una matriz

de soporte es un mecanismo para la conservacion de las nanoparticulas metalicas.

2.1.3. Poliuretano como soporte de nanoparticulas

El poliuretano es un tipo de polimero que contiene grupos carbamato en su cadena
principal de macromoléculas; en donde las moléculas pueden tener uno o mas iones
hidroxilo y grupos isocianato reactivos. Esta compuesto por dos tipos de segmento, en
diferentes proporciones: un segmento duro formado por un disocianato y un diol de
cadena corta, que al poseer una alta polaridad le otorga mayor resistencia y rigidez; y un
segmento blando formado por dioles de cadena larga, con baja polaridad que los hace
flexibles, siendo mas facil su degradacion (Diaz Panea, 2022; Li etal.,, 2022). El
poliuretano es un material flexible, con resistencia moderada, ademas de que puede

adsorber agua para después liberarla mediante compresion minima (Xu et al., 2023).
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Presentan propiedades y caracteristicas generales, como alta resistencia a la intemperie,
a la abrasién y a la radiacion UV, ademas de su capacidad de resistir la accion
disociadora de solventes quimicos, aceites y grasas, que los hacen excelentes soportes
de nanomateriales (Hormaiztegui et al., 2022). Los segmentos de poliéter o poliéster en
las macromoléculas del poliuretano son fuentes de carbono para crecimiento microbiano
por lo que la adicion de aditivos antibacterianos en la matriz polimérica es una solucién

efectiva para prolongar la vida util del material (Li et al., 2022).

Figura 5
Proceso de formacion de nanoparticulas metalicas sobre una matriz de poliuretano
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Las nanoparticulas metalicas son inestables con tendencia a agregarse, lo cual ocasiona
pérdida de muchas de sus propiedades, razén por la cual requieren ser soportadas en
sélidos de elevada superficie especifica (Conde Rueda, 2020). Un método comiunmente
usado es la utilizacion de polimeros que, a su vez, actuardn como estabilizantes, como
es el caso de la figura 5. El poliuretano tiene una alta afinidad con nanoparticulas
metalicas, pues estas son capaces de interactuar con los grupos carbamato del material,
generando un nanocompuesto mas estable (Xu et al., 2023); ademés que la presencia
de nanoparticulas metalicas en su composicion no afecta las propiedades fisicas del
polimero (Savelyev et al., 2017). Las interacciones entre el metal y el soporte controlan
la dispersion y tamafio de las nanoparticulas, generando centros activos en el material y
mejorando las propiedades generales del nanocompuesto. La incorporacion de
nanoparticulas bimetalicas sobre su superficie aumentaria su estabilidad térmica, area
superficial y accidon antibacteriana; ademas de brindar opciones de facil recuperacion y
reutilizacion de reactantes (Conde Rueda, 2020; Hormaiztegui et al., 2022; Wang et al.,
2022).
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Figura 6
Formacion de la matriz polimérica conformada por nanoparticulas de cobre y poliuretano.
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Nota: La gréfica representa la reduccion del Cu®? a Cu®© sobre una estructura polimérica de poliuretano.
Fuente: Fabrication and properties of antimicrobial flexible nanocomposite polyurethane foams with in situ
generated copper nanoparticles (p. 3606), por Li et al. (2022)

En la figura 6 se observa la generacion de las nanoparticulas de cobre sobre la superficie
de una espuma de poliuretano. Los grupos funcionales de la matriz son los agentes
reductores que se encargan de la conversion de Cu?* presente en la sal metélica a Cu®
(nanoparticula); y la estabilidad de los productos originados. Se observa que, a diferencia
de la sintesis de nanoparticulas, el polimero interacciona periédicamente con el i6n
metalico, para promover la formacion de un complejo de cobre y poliuretano después de
la adicion de Cu?* a la estructura, y retornar a la estructura original después de un
segundo reordenamiento electrénico; esto debido a la condicibn metaestable de las
nanoparticulas de cobre en la que con los electrones disponibles de los enlaces C=0 y
N se logra una mayor estabilidad en la estructura al reducir el Cu*? a Cu®; por lo que los
enlaces generados en la estructura no son definitivos. La formacion de las nanoparticulas
de cobre es evidenciada por un cambio de coloracién en la espuma, indicador de la

deposicion de los nucleos metalicos sobre el poliuretano (Li et al., 2022).
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2.1.4. Meétodos de caracterizacion de nanomateriales

El objetivo de la caracterizacion de los nanomateriales es evaluar las propiedades de
estos, mediante diferentes técnicas de caracterizacion que nos informan sobre
caracteristicas basicas, como su estructura molecular, composicion y distribucion de
particulas en los sitios activos. Estos procedimientos de deteccién son herramientas
poderosas que nos permiten la caracterizacion de nanomateriales en diversas formas y

presentes en diferentes medios (Quispe Vilca, 2021; Zhao et al., 2021).

Figura 7

Espectros UV-visible de nanoparticulas de cobre, plata y bimetalicas core-shell de cobre-plata.
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Nota: SPR de nanoparticulas bimetalicas obtenidas utilizando extractos vegetales. Fuente: Biosintesis de
nuevas nanoparticulas bimetalicas de Ag-Cu a partir de extracto de hojas de Salvia officinalis y su actividad
antibacteriana, por Malik et al. (2023); y Actividad antimicrobiana mejorada de las nanoparticulas de AgCu:
el papel del tamafio de las particulas y la composicion de la aleacion, por Le et al. (2024)

La espectrofotometria UV-visible es la técnica mas utilizada para identificar compuestos,
basada en la absorcion de radiacion electromagnética para el reconocimiento de los
saltos electronicos en los enlaces de una molécula. Este método se basa en la medicion
de la absorbancia de una muestra antes y después de ser atravesada por la luz, siendo
esta medicion comprendida en el rango de 100-400 nm para luz visible, y de 400-700 nm.
Los analisis UV-visible son utilizados para la identificacion de nanoparticulas metalicas,
donde la resonancia es maxima y genera picos de absorbancia producidos en el campo

visible del espectro electromagnético de formas especificas para cada nanoparticula,
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dependientes de la naturaleza del metal, el potencial electromagnético, el tamafio y su
distribucion, aunque estas pueden variar segun su interaccion con factores externos
(Mogollon Cortez & Veloz Chipre, 2021; Quispe Vilca, 2021). Se ha encontrado que al
momento de sintetizar nanoparticulas bimetalicas, la sefial caracteristica de una particula
predomina por sobre la otra, ocasionando una superposicion en los picos de absorbancia,
dependiendo del grosor de la capa del metal depositado al exterior (Echevarria Mufioz,
2021). Esto se observa en la figura 7, en donde la sefal de la particula mas fuerte, la de
la plata, se superpone por encima de la del cobre, presentando los picos de absorbancia

en el rango caracteristico de la plata.

Para la cuantificacion de iones presentes en una muestra se usan técnicas como la
espectroscopia de Absorcion Atdmica (AA), con un tratamiento preliminar de digestion
acida, usualmente utilizado para deteccion de metales pesados. La Espectrofotometria
de Absorcion Atdmica (AA) se basa en la descomposicion de una muestra en atomos
mediante la utilizacion de una llama o un plasma propia de cada elemento quimico, en
donde los elementos absorben radiacion independiente de los otros compuestos,
proporcionando analisis sin interferencias por lo que se utiliza esta técnica para la

identificacién y cuantificacion de elementos metalicos.

La cuantificacion e identificacion de los estados quimicos de nanoparticulas y soportes
pueden ser identificado mediante espectroscopias de absorcidén de rayos X como el DRX
y FRX (Calderon Herrera, 2022; Zhao et al., 2021). La Difraccién de Rayos X es una
técnica que informa sobre la estructura y cristalinidad de los materiales analizados. Se
basa en la emision de rayos X hacia una muestra sélida, en donde a medida impactan
con los componentes cristalinos, son recolectados por un detector que registra la
informacion en picos cuya altura indica la intensidad de la radiacion recibida. Es una
técnica no destructiva, que no requiere de un proceso especifico de preparacion de
muestras para poder ser analizadas (Marin Silva, 2022; Pacco Yuca & Hurtado Ojeda,
2020). En la figura 8 se muestran los patrones de difraccion de nanoparticulas de cobre
y plata respectivamente. Se muestran los picos caracteristicos para estos elementos, su
posicionamiento y su intensidad, en materiales cuya composicion contiene moléculas

metélicas de cobre y plata, obtenidas mediante reduccion quimica con extractos
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vegetales. La figura muestra los picos caracteristicos, asi como la diferencia entre los

difractogramas debido a la interferencia de los reductores vegetales.

Figura 8
Patrones de difraccién de Rayos X de nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata
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Nota: La grafica presenta los patrones DRX de las nanoparticulas bimetélicas de cobre y plata obtenidas
mediante reduccién quimica utilizando dos extractos vegetales. Fuente: Biosintesis de nuevas
nanoparticulas bimetélicas de Ag-Cu a partir de extracto de hojas de Salvia officinalis y su actividad
antibacteriana, por Malik et al. (2023); y Sintesis bimetalica fitofabricada de nanoparticulas de plata y cobre
utilizando extracto de Aerva lanata para evaluar sus potenciales actividades citotdxicas y antimicrobianas,

por Thirumoorthy et al. (2024).

2.1.5. Aguas residuales

Se define agua potable como la extraida de cuerpos hidricos que pasa por una serie de
tratamientos quimicos y biolégicos hasta obtener una calidad adecuada para el consumo
humano; siendo las aguas residuales el resultado del uso del agua potable en actividades
antropogénicas. Las aguas residuales son aguas procedentes del uso en viviendas,
comercios e industrias, en las que se depositan diversos elementos y cuerpos, ya sean
de naturaleza organica e inorganica, cuyo destino final son las plantas de tratamiento
(Abdo et al., 2023; Quispe Pérez et al., 2020). El fin del tratamiento de aguas es la
erradicacion total o parcial de las sustancias contaminantes presentes, los cuales pueden

ser agrupados en tres grandes categorias, desarrolladas a continuacion.
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Contaminantes fisicos:

Se considera el olor, temperatura, color y solidos presentes en las aguas, facilmente
detectables sin necesidad de tecnologias para su identificacion. ParAmetros como sélidos
suspendidos producen obstrucciones en la recepcion de la luz, factor que perjudica las
reacciones que ocurren en estas aguas (Yusuf et al., 2021). Mientras que la temperatura
interfiere directamente con el metabolismo de los organismos presentes en las aguas,

ademas de disminuir la solubilidad de otros compuestos (Ramalho, 2021).

Contaminantes quimicos:

Son componentes de naturaleza organica, inorganica o gas. En general se presentan (1)
sustancias que requieren de oxigeno, con alto contenido de componentes organicos y
amoniacales, presentes en desechos de origen animal y vegetal y consumidas por
microorganismos que las utilizan como sustento para su metabolismo. (2) Nutrientes,
compuestos de carbono CO2, HCOgs, nitrogeno NO, NO: y fosforo HPOs", de rapida
transformacion en otras sustancias, algunas utilizables por los organismos vegetales y
otras capaces de producir sabores y olores desagradables en las aguas y la eutrofizacion
de los ecosistemas adyacentes. (3) Productos quimicos organicos y sintéticos,
incluyendo detergentes, metales pesados, pesticidas, que no suele eliminarse por
completo con las técnicas convencionales de tratamiento de aguas debido a su alta
toxicidad a concentraciones muy bajas, constituyendo una amenaza para la vida acuatica

y la salud de las personas (Guyer, 2019; Yusuf et al., 2021).

Contaminantes bioldgicos:

Son microorganismos patdégenos presentes en aguas residuales, como bacterias, virus,
protozoos, algas y hongos microscopicos. A causa de la gran cantidad de nutrientes
presentes en las aguas residuales, los microorganismos presentes en éstas presentan
un metabolismo acelerado, utilizando cantidades proporcionales de oxigeno a su
asimilacion de materia organica y nitrogenada (Ramalho, 2021). En estas aguas
predomina la presencia de organismos patdgenos provenientes del tracto intestinal,
altamente peligrosos y causantes de enfermedades mortales para el hombre, por lo que
es obligatorio dar un tratamiento adecuado antes de su descarga en cuerpos de agua o

suelo (Cappadona, 2022). Entre los organismos analizados en aguas residuales se
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encuentra el género de coliformes (E. coli, colifagos, Bifidobacterium sp., Clostridium

perfringens) y estreptococos fecales (S. faecalis, S. faecium, y S. equinus).

La presencia del género de coliformes en aguas es un indicio de contaminacion o
presencia de material de descomposicion en aguas, encontrandose estas bacterias en
mayor medida en la capa superficial o en los sedimentos del cuerpo de agua (Mogollon
Cortez & Veloz Chipre, 2021). De los coliformes, una de las especies mas estudiadas es
el Escherichia coli, debido a su rapido crecimiento y amplio rango de distribucion en el
medio, y debido a que es integrante de la flora intestinal de los animales de sangre
caliente se le considera un indicador de contaminacion fecal en aguas (Calderon Herrera,
2022). La deteccion de estos microorganismos se da por distintos métodos basados en
la utilizacion de cultivos, donde se incentiva el crecimiento de la bacteria en cuestion
sobre un medio adecuado para su crecimiento, mientras que su cuantificacion es la
estimacion de la cantidad aproximada de bacterias presentes por mililitro de muestra,
mediante la inoculacion de muestras de agua contaminada en medios de cultivo

selectivos, especificos para cada microorganismo (Ramalho, 2021).

2.1.6. Nanotecnologia para el tratamiento de aguas residuales

Los procesos convencionales de tratamiento de aguas tienen por finalidad la conversion
de contaminantes en compuestos inertes seguros para su eliminacion, siendo la cloracion
y ozonizacion las tecnologias principales para controlar los patégenos en aguas (Abdo
et al., 2023; Xu et al., 2023); mas los elevados costos de los insumos y la formacion de
cloraminas, sustancias dafiinas para el medio, hacen evidente la necesidad de
implementar métodos mas accesibles para todas los pobladores del pais (Urdapilleta
Inchaurregui, 2020). La nanotecnologia tiene el potencial para proveer una rapida y
efectiva remediacion de areas contaminadas, sin embargo al ser transferidas a un medio
distinto a donde fueron sintetizadas, sufren diversas transformaciones quimicas con los
compuestos presentes, transformaciones que no fueron previstas al momento del
planteamiento de la investigacién, que alteran sus propiedades superficiales y su
disponibilidad, reduciendo su velocidad de disolucion y formando iones metalicos,

disminuyendo su toxicidad (Zhao et al., 2021).
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Las interacciones de las nanoparticulas con otras moléculas y sus transformaciones en
diferentes medios son influenciadas por parametros dependientes de las condiciones
ambientales del medio donde son liberadas que reducen su repulsién electrostatica
favoreciendo la agregacion; o la presencia de materia organica, que se acumula en la
capa externa de las nanoparticulas, impidiendo la liberacién de iones, cambiando las
propiedades de las nanoparticulas (Cappadona, 2022; Zhao etal., 2021). En la
desinfeccién de aguas residuales se ha aprovechado las propiedades antimicrobianas de
las nanoparticulas, caracterizadas por inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y mohos
nocivos. Las nanoparticulas de cobre poseen elevada capacidad antibacteriano y pueden
integrarse mas facilmente a la matriz polimérica (Li et al., 2022). Las nanoparticulas de
plata son consideradas agentes bactericidas por excelencia, debido a su mayor superficie
y liberacién de iones que desintegran la pared celular microbiana, que al ingresar a
diferentes medios se transforman en diferentes compuestos como el Ag2S, AgCl y Ag®,
siendo una de las formas mas toxicas el AgzS, producida por la reduccion de las Ag NP
con especies sulfurantes presentes en aguas residuales, siendo su nivel de toxicidad
dependiente de pardmetros como la concentracién, temperatura, periodo de contacto,
pH, tipo y naturaleza de los microbios (Jatoi, 2020; Yusuf et al., 2021; Zhao et al., 2021).

Figura 9
Esquema de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata
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Nota: La grafica representa las principales acciones realizadas por las nanoparticulas bimetdlicas al entrar
en contacto con organismos bacterianos. Fuente: Elaboracion propia a partir de datos de Sanchez Ramirez
(2021) & Yusuf et al. (2021).
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En la figura 9 se muestra un esquema de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas
de cobre y plata, que al entrar en contacto con el microorganismo liberan iones metalicos,
que inhiben el crecimiento bacteriano, mediante la inactivacion de enzimas cruciales y la
modificacion de las membranas, y en concentraciones elevadas inhibiran el crecimiento
de microorganismos y bacterias. Las nanoparticulas de plata inhiben el crecimiento de
un gran numero de bacterias, como es el caso del E. coliy S. aureus (Abdo et al., 2023;
Heidari et al., 2022; Li et al., 2022a; Yusuf et al., 2021) y las nanoparticulas de 6xido de
cobre presentan resultados alentadores frente a E. coli, S. aureus, K. pneumonaie,
destacandose su accién antifungica, comun en nanoparticulas 6xido-metélicas (Sanchez
Ramirez, 2021; Yusuf et al., 2021). Las nanoparticulas metalicas u 6xido-metalicas son
guimicamente inestables, pues en presencia de oxigeno forman iones metalicos y
especies reactivas al oxigeno (Yusuf et al., 2021), por lo que su agregacion directa y su
separacion posterior en el agua tratada conlleva a una pérdida de efectividad de estas,
ademas del impacto ecoldgico que causa en el medio tratado, por lo que se ha estudiado
la inmovilizacién de los agentes desinfectantes sobre una superficie (Xu et al., 2023). Por
tanto, el uso de nanoparticulas bimetélicas con accién antibacteriana soportadas en una
matriz polimérica en el tratamiento de aguas residuales es un area de investigacion
emergente que presenta un gran potencial para abordar la creciente crisis del agua a

nivel global.
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2.2. MARCO CONCEPTUAL

Nanotecnologia: Vocablo designado a la aplicacién de la ciencia e ingenieria de los
fendmenos ocurridos en escala nanométrica. Este estudio comprende el analisis, disefio,
caracterizacion, produccion y aplicacion de materiales, estructuras, dispositivos y
sistemas (Cappadona, 2022).

Nanomateriales: Se define de este modo a los materiales en donde uno o varios de sus
principales componentes se encuentra en escala nanométrica, es decir, con una
dimension comprendida entre 1y 100 nm (Cappadona, 2022). Una de sus caracteristicas
principales es que la aplicacion de un compuesto nanométrico mejora en demasia las
propiedades del otro material anexado a este, razén por la que son ampliamente usados
en la industria. De igual modo que las nanoparticulas, los nanomateriales se clasifican de
acuerdo a su composicion, siendo inorganicos los metales y oOxidos metalicos
incorporados a arcillas o biopeliculas, y organicos, como los nanotubos de carbono en

polimeros (Marin Silva, 2022).

Agua residual: Se denomina asi al agua que contienen elementos contaminantes
guimicos y bioldgicos peligrosos para el medio ambiente, procedentes de resultado de
vertimientos producidos por actividad antropica. Las actividades humanas, tales como el
excesivo uso de productos quimicos y el vertimiento de residuos al medio, son factores
gue incrementan la carga contaminante de estas aguas, contaminando el entorno
(Quispe Pérez et al., 2020).

Desinfeccion: Proceso de destruccidn o inactivacion de patdégenos que no han sido
exterminados en las primeras etapas de tratamiento, mediante el uso de un agente
desinfectante. La desinfeccidon es una de las practicas mas seguras y econémicas para
la destruccion de los microorganismos pero su uso no necesariamente garantiza la total

eliminacién de todos los microorganismos (Vejar Gereda, 2020).

Coliformes fecales: Subconjunto de las bacterias Gram negativas, encontradas en el

tramo intestinal de animales y humanos, utilizados como indicadoras de contaminacion
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de agua (Diaz Bayuelo & Soler Cediel, 2021).Entre estas se encuentran incluidas las

bacterias del género Escherichia, Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter.
Escherichia coli: Bacilo Gram negativo parte del grupo de los coliformes
termotolerantes, encontrado en el tracto gastrointestinal de animales de sangre caliente

(Diaz Bayuelo & Soler Cediel, 2021).

Halo de inhibicién: Zona generada por un agente donde no se produce el crecimiento

microbiano, utilizada mayoritariamente en pruebas antimicrobianas.

NMP: Numero mas probable, medida utilizada para cuantificacién de bacterias, que

indica la cantidad aproximada de microorganismos por mililitro de muestra.
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2.3. ANTECEDENTES EMPIRICOS DE LA INVESTIGACION

2.3.1 Antecedentes internacionales

Malik et al. (2023) desarrollaron nanoparticulas bimetalicas de Ag-Cu a través de un
método ecoldgico a partir de extractos de S. officinalis. Los autores realizaron la
caracterizacion mediante DRX, UV-Visible, FTIR, SEMy EDX, y el efecto antibacteriano
se evalud con ensayos de difusion y difusién en disco. Los espectros UV de las Ag-CuNP
sintetizadas obtuvieron longitudes de onda de 433 y 572nm; y la presencia de patrones
de XRD discretos se utilizd para verificar la naturaleza cristalina de las Ag-CuNP. El
tamafio de las nanoparticulas de Ag-Cu era de 50 nm. Las nanoparticulas de Ag-Cu
exhiben propiedades antibacterianas y antibiofilm contra bacterias Gram+ y Gram-. La
zona de inhibicion contra E. coli fue de 17,3 mm a una concentracion de 75 pug/mL. Los

autores concluyen que las Ag-CuNP podrian servir como un nuevo agente antibacteriano.

El-Rahman et al. (2022) analizaron la actividad antibacteriana y superficial de los
compuestos sintetizados con poliuretano y nanoplata, ademas de evaluar su efecto sobre
bacterias Gram(+) y Gram(-). La sintesis de nanoparticulas fue realizada mediante
reduccion quimica, y la caracterizacion mediante espectrofotometria UV-visible y DLS.
Los andlisis microbioldgicos fueron por medicidén de zona de inhibicion. La absorcion en
el UV-visible mostré plasmones caracteristicos de la plata, en 434-436 nm y absorcion
maxima de 1.95 u.a. El DLS indicé un tamafio de particula de 28 nm. Los resultados
antibacterianos del poliuretano y nanoplata mostraron halos de inhibicion frente al E. coli
de 27 y 28 mm. Los autores concluyen que las propiedades antibacterianas de la matriz

de poliuretano mejoran con la incorporacion de las nanoparticulas de plata.

Li et al. (2022) tuvieron por objetivo fabricar un nanomaterial utilizando como matriz un
polimero sintético, evaluando sus propiedades antibacteriales para su aplicacion en
tratamiento de aguas. Las nanoparticulas fueron generadas in situ dentro de la espuma
de poliuretano mediante método hidrotermal. La caracterizacion se realizO mediante
SEM, EDX y F-TIR. Las pruebas antibacteriales fueron realizadas mediante el método
del disco, observandose una actividad antibacteriana considerable frente a todos los
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microorganismos, y unos halos de inhibicién para E. coli entre 28 y 40 mm, segun se
incrementa la concentracion de la sal precursora. La adicion de las nanoparticulas mejoro
las propiedades de la matriz; y al poseer alta capacidad antibacteriana se posibilita su

uso en el tratamiento de aguas contaminadas.

Marin Silva (2022) caracterizé nanoparticulas metalicas (Cu, Ag y TiO2) en una matriz de
quitosano y evaluo6 diferentes propiedades para su aplicacion en la industria. La sintesis
de las nanoparticulas se produjo mediante reduccién quimica, utilizando al quitosano
como estabilizante y reductor. La caracterizacion fue por EDS y DRX y la capacidad
antibacteriana fue evaluada frente a bacterias Gram(+) y Gram(-). El autor observo una
distribucion de nanoparticulas homogénea (EDS) y alta cristalinidad (DRX). Se obtuvo un
efecto bactericida para E. coli de las nanoparticulas de cobre del 32.7% y de las
nanoparticulas de plata del 52.2%. Se concluye que las nanoparticulas de plata interactia
mejor con el polimero, obteniendo por ende los mejores resultados antimicrobianos. Los
nanocompuestos sintetizados logran potenciar la capacidad antibacteriana de las
nanoparticulas, y las propiedades evaluadas las hacen éptimas y adecuadas para su

incorporacion en diferentes campos de accion.

Calderon Herrera (2022) soportd nanoparticulas de plata sobre zeolitas clinoptilolitas
naturales y comparé su efecto bactericida en Escherichia coli frente a plata idnica
comercial. El autor prepar6 la zeolita clinoptilolita mediante tratamientos térmicos para
luego depositar las nanoparticulas y comprobd la deposicién mediante AA, DRXy TEM, y
el analisis microbiolégico por dos métodos: diluciones y siembra en agar en muestras de
agua de estanque. Por AA se obtuvo un contenido de plata de 2.8 y 4.5 mg/100mL;
mientras que por DRX se obtuvo picos de difraccion mas intensas al incremento de la
concentracion de plata, indicando una posible aglomeracion de las particulas. Todos los
materiales sintetizados presentaron un efecto bactericida de casi el 90% sobre el E. coli.
El autor concluye que la actividad bactericida de la Ag comercial es mayor que la de las Ag

zeolitas; mas debido a su dificil recuperacién, recomienda el uso de materiales soportados.
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Mogollbn Cortez & Veloz Chipre (2021) evaluaron el efecto que producen las
nanoparticulas de plata sintetizadas en la calidad de un efluente proveniente de una
industria bananera. La sintesis se dié por reduccion verde, caracterizandolas mediante UV-
visible y evaluando pardmetros de calidad a diferentes concentraciones de nanoparticulas.
El UV-visible arrojé un tamafio de particula entre 15-34 nm. Los paradmetros de las aguas
antes de la aplicacion de las Ag NP fueron de coliformes fecales 22300 NMP/100 mL, a un
pH 7. La muestra 1 (Ag NP 0.015%) presentd una reduccion de <1000 NMP/100 mL; la
muestra 2 (Ag NP 0.01%) presentd valores <1000 NMP/100 mL y la muestra 3 (Ag NP
0.05%) presentd coliformes fecales <1000 NMP/100 mL, todas a un pH 8. Los valores
hallados en el efluente no cumplen con normativas ambientales, por lo que el uso de
nanoparticulas de plata es una alternativa viable, debido a su efecto antibacteriano

constante que logro la reduccion de los pardmetros contaminantes evaluados.

Fernandez et al. (2020) elaboraron un material compuesto de poliuretano y cascara de
nuez, modificado con nanoparticulas de plata. La sintesis de nanoparticulas fue dada por
el método de poliol asistido por ultrasonido, y la caracterizacién por TEM, HRTEM y UV-
VIS. La actividad bactericida fue medida frente a cepas de Escherichia coli. Los UV-visible
indicaron una absorbancia maxima a longitudes de onda de 400-450 nm. La actividad
bactericida fue analizada en las nanoparticulas liquidas y después de su agregacién a la
matriz. Se encontré halos de 6, 4, 4, 3 mm, estableciendo una relacién entre el tamafio de
la nanoparticula y el tiempo de inhibicion. En materiales modificados no se encontraron
halos de inhibicion. Los autores concluyen que existe mayor efecto bactericida al iniciar el
contacto del material con cepas de E. coli. La movilidad limitada de las nanoparticulas

soportadas limita su actividad antibacteriana, reduciendo su campo de accion.

Rajeshkumar et al. (2019) sintetizaron nanoparticulas de cobre utilizando extracto de una
planta medicinal para su posible aplicaciéon en el campo biomédico. La sintesis se dio por
reduccion quimica, y caracterizacion mediante UV-visible, DRX, SEMy TEM. La actividad
antibacteriana se evaluo frente a bacterias Gram(+) y Gram(-). La evaluacion del UV-
visible mostré absorbancias en el rango de 350-380 nm, mientras que el SEM y TEM
indicaron un tamafio medio de 60-90 nm con forma esférica, y el DRX demostrd la

naturaleza cristalina de los compuestos de cobre, en picos correspondientes a
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nanoparticulas de cobre esféricas. La mayor actividad antibacteriana se dio frente a
cepas de E. coli, con halos de inhibicion de 22.20 nm a una concentracion de 75 pg/mL.
Las nanoparticulas de cobre mostraron un mejor efecto inhibitorio frente al Escherichia

coli, posiblemente debido a la mayor interaccién de estos en la pared celular bacteriana.

2.3.2. Antecedentes nacionales

Echevarria Mufioz (2021) obtuvo una resina de poliéster compuesta con nanoparticulas de
cobre y cobre@plata, midiendo su propiedad antibacteriana. La sintesis fue realizada por
el método de Electroless Plating. La caracterizacion se dio por UV-visible, DRX, SEM, EDX
y FRXy la actividad antibacteriana se dio mediante método de difusién en agar. El UV-
visible mostré plasmones superficiales para cobre alrededor de los 600 nm, y para
cobre@plata en 400 nm. El autor observé los picos en el DRX caracteristicos al cobre y a
la plata. Las particulas de cobre y cobre@plata presentaron halos de inhibicién de 0.9 y
1.6 cm respectivamente frente a E. coli. Los compdsitos lograron reducir las bacterias en
un 87.41% y 96.84% respectivamente. Los nanomateriales obtenidos poseen comprobada

actividad antibacteriana por lo que son aptos para su aplicacion como aditivo antibacterial.

Balvin Beltran et al. (2020) sintetizaron un composito de polisiloxano funcionalizado con
nanoparticulas de plata. La sintesis de nanoparticulas se dio mediante reduccién quimica
con NaBHas, y caracterizacion por espectroscopia UV-Visible y DLS. La sintesis del
polisiloxano se dio mediante la hidrolizacion de clorosilano, caracterizada por FTIR. La
funcionalizacion del gel polisiloxano fue realizada mediante inmersion en soluciones de las
nanoparticulas sintetizadas, caracterizandolo mediante UV-Vis, DLS, ICP-MS. Resultados:
El UV-Visible y DLS presentaron nanoparticulas de tamafios entre 4.33-59.78nm. EIl FTIR
mostré una banda de absorcién a 3384cm correspondiente a la Ag y el ICP-MS encontré
una concentracion de Ag de 5,2 ppm. Los autores concluyeron que la agregacion de
nanoparticulas de plata a un soporte mejora sus propiedades fisicoquimicas, estableciendo

a los siloxanos como 6ptimo soporte de nanomateriales.
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2.4. HIPOTESIS
a. HIPOTESIS GENERAL

Los filtros prototipo de poliuretano dopados con nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata

son efectivos para el tratamiento de aguas residuales.

b. HIPOTESIS ESPECIFICAS

o Es factible la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas bimetélicas de cobre-
plata.

o Es factible la obtencién de los filtros prototipo de poliuretano dopados con
nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata.

o Los filtros prototipo dopados con nanoparticulas bimetalicas reducen la carga

bacteriana presente en aguas residuales.

2.5. IDENTIFICACION DE VARIABLES E INDICADORES

a) Variable independiente

Concentraciones de cobre y plata en los filtros prototipo obtenidos.

b) Variable dependiente
Capacidad antibacteriana de los filtros prototipo antes y después de la aplicacion de los

filtros dopados con nanoparticulas bimetélicas.
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2.6.

aguas residuales, Cusco: 2023-2024”

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 1: Operacionalizacion de variables de la investigacion “Obtencion de filtros prototipo dopados con nanoparticulas bimetalicas para el tratamiento de

DEFINICION UNIDAD DE INSTRUMENTO
VARIABLE OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES ANALISIS METODOLOGICO VALORES FINALES
mM [1-100] mM
SALES
PRECURSORAS
. mL [1-10] mL
PARAMETROS DE FICHAS DE
SINTESIS RECOLECCION
pH 1-14 DE DATOS [8-12]
ACTIVACION DEL .
% retencion SI/NO
] Cantidad de cobre y SOPORTE
CONCENTRACION DE  plata presente en las CuNP 350nm 500
COBRE Y PLATA EN nanoparticulas nm 700nm
FILTROS sintetizadas, y los filtros nm
(INDEPENDIENTE) de poliuretano UV-VISIBLE CuU-Ag  100nm
obtenidos. NP
o .a. 0-1] u.a.
CammTERZACI “ esvosoe b
ABSORCION LABORATORIO
ATOMICA mg/L [0-10] mg/L
| [0-100] u.a.
DIFRACCION DE u.a [0-500] u.a.
RAYOS X
20 grados [0-100]°
Analisis de la
capacidad METODO DE HALOS DE om CuNP: 22cm
antibacteriana de las  SIEMBRA EN AGAR INHIBICION Cu-AgNP: 22cm
CAPACIDAD P
nanoparticulas y los ENSAYOS DE
ANTIBACTERIANA filtros frente LABORATORIO
(DEPENDIENTE) . .
microorganismos . <[CTinicial]
presentes en aguas TECNICA NMP % CT REDUCIDOS NMP/100mL <1000NMP/100mL

residuales.
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CAPITULO II: METODOLOGIA

3.1. AMBITO DE ESTUDIO: LOCALIZACION POLITICA Y GEOGRAFICA

La presente investigacion se llevd a cabo en la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco, ubicada en la Av. De La Cultura 773, provincia de Cusco, Peru. La
primera parte de la investigacion, que es la obtencién de los filtros prototipo se realiz6 en
el transcurso del afio 2023; y la segunda parte de la investigacion, la medicion de su

capacidad antibacteriana durante la primera mitad del afio 2024.

Las muestras de té verde se obtuvieron de un productor local, siendo estas procedentes
del distrito de Alfamayo, provincia de Huayopata, La Convencion. Las instalaciones
usadas para la realizacion de los ensayos de laboratorio fueron los laboratorios de
Fisicoquimica y Nanotecnologia de la Escuela Profesional de Quimica y el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco. Los equipos utilizados para la caracterizacién de los materiales
en la investigacion pertenecieron al laboratorio de Fisicoquimica de la Escuela
Profesional de Quimica y el laboratorio de Cromatografia y Espectroscopia de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco; ademas del laboratorio de la
Escuela Profesional de Quimica de la Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional
de Ingenieria. El sitio de toma de muestras para la cuantificacion antibacteriana se
localiza en un vertimiento de aguas residuales domésticas en el rio Huatanay, distrito de
San Jerénimo, Cusco (13°33'13.3"S 71°52'26.3"W). Se contrat6 un servicio externo para
el andlisis de Coliformes Termotolerantes en estas muestras, que fue el laboratorio Louis
Pasteur S.R. LTDA, ubicado en la Urbanizacion Velasco Astete D-18-B, provincia del

Cusco, Peru.
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3.2. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

El estudio realizado tiene un enfoque cuantitativo, pues mediante recopilacion de datos y
andlisis estadisticos, se evaluaron si las hipétesis planteadas son veridicas. El estudio
tiene un alcance explicativo correlacional, ya que vinculan y relaciona dos variables de
estudio, como son la concentracion de nanoparticulas en los filtros prototipo y la
capacidad antimicrobiana de estos. El disefio de la investigacion es experimental, ya que
se manipul6 la variable independiente y se observo su efecto en la variable dependiente
mediante andlisis quimicos, espectroscépicos y microbiologicos realizados en

laboratorios.

3.3. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Materiales utilizados en la investigacién
o Pipetas graduadas de 2y 5 mL

. Mortero de cuarzo

. Probetas de 100 mL

o Matraces Erlenmeyer de 100 y 500 mL
o Frascos ambar de 50 y 100 mL

J Celdas de cuarzo de 10y 12 mm

o Fiolas de vidrio de 25 ml con tapa

o Crisoles de porcelana

o Tubos de ensayo de vidrio de 25 mL
o Embudo de vidrio de 50 y 100 mL

o Papel filtro n°41 y n°42

o Placas Petri con tapa

. Mechero Bunsen

o Pipetas Pasteur

o Vasos de precipitados de 250 mL

. Soporte para filtracion

o Jeringas de 100 cc
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Algodon

Gasa estéril

Frascos de plastico de 250 y 500 mL
Cooler

Refrigerantes

Reactivos utilizados en la investigacion

Nitrato de plata grado reactivo AQNOs
Nitrato de cobre grado reactivo Cu(NOs3)2
Hidroxido de sodio grado reactivo
Cloruro de sodio grado reactivo

Azul de metileno grado reactivo

Acido nitrico grado reactivo

Alcohol etilico al 70%

Agar Muller-Hilton

Caldo BHI

Equipos utilizados en la investigacion

Agitador magnético IKA RHbasic KT/C

Balanza analitica A&D, HR-250AZ

Estufa por conveccion MEMMERT

pHmetro Portable meter Ph70+DHS

Espectrofotdmetro UV-visible THERMO Evolution 300
Espectrofotbmetro de Absorcion Atdmica VARIAN Spectra AA240PS
Difractor de rayos X

Autoclave esterilizador de vapor

Incubadora MEMMERT IN 260
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3.4. METODOS
El procedimiento experimental se realizo en tres fases, las dos primeras realizadas en los
laboratorios de Fisicoquimica y Nanotecnologia de la Escuela Profesional de Quimica, y

la tercera en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana.

Figura 10

Flujograma del procedimiento experimental de la investigacion

ETAPA 1: BIOSiNTESIS DE LAS
NANCOPARTICULAS BIMETALICAS .
ETAPA 2: PREPARACION DE LOS

FILTROS PROTOTIPO
Obtencién de Activacion de
extracto vegetal Poliuretano
¥ ¥
Obtencion de | Obtencion de
Cu-Ag NPs " filtro prototipo
i Y
Caracterizacion Caracterizacion
por UV-visible y
AA por DRX
y
Método de B Actividad y Muestreo de
difusion en agar | antibacteriana | agua residual
¥ Y
Halo de Determinacién de Determinacion de
inhibicién MIMP del agua NIMP del agua antes
después del filfrado del filtrado
Agua tratada
libre de
bacterias

ETAPA 3: EVALUACION ANTIBACTERIANA
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1)

2)

3)

ETAPA 1: SINTESIS DE LAS NANOPARTICULAS BIMETALICAS

Preparacion del extracto hidroetandlico de té verde al 70%

Se realiz6 una clasificacion de las muestras de té verde, retirando ramas e
impurezas presentes en la muestra, y obteniendo los especimenes de mejor
condicion. Las hojas fueron lavadas con agua destilada para retirar la mayor
cantidad de impurezas, y secadas a temperatura ambiente, en un area fresca y
protegidos de la luz solar. Una vez secas las hojas se procedioé a molerlas con ayuda
de un mortero de cuarzo.

La preparacion del extracto hidroetandlico se realizé utilizando 25 gramos de hojas
secas de té verde sobre las que se agregaron 200 mililitros de etanol al 70% y se
colocod en bafio maria con una agitacion constante de 350 RPM por una hora,
dejando macerar el extracto por 72 horas a 4°C (figura 11).

Transcurrido el tiempo se filtré el extracto para retirar impurezas y sobrenadantes.

El liquido resultante fue almacenado en un frasco ambar y reservado a 4°C.

Figura 11

Preparacion del extracto hidroetandlico de té verde

Té verds

200 mL
EtOH 70%

1 hora
I _—
Baiic maria

Molienda T2 horas

E ———

257
1é verde

1)

Sintesis de nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata

La formacién de las nanoparticulas de cobre inicié con la reduccion de la sal de
cobre con la ayuda del extracto hidroetandlico de té verde, que fue agregado gota
a gota a una solucion de 10 mL de Cu(NOs)2 10, 15y 20 mM, en proporcion de 5:6;

a temperatura ambiente y agitacién constante durante 15 minutos.
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2) Parafavorecer la formacién de las nanoparticulas se agregé un basificador, en este
caso el hidréxido de sodio 0.1N hasta llevar la solucion al pH deseado (8-12).

3) Terminado el tiempo de agitacion se reservaron las soluciones de nanoparticulas
de cobre a 4°C hasta la siguiente parte experimental. La figura 12 muestra el

proceso de obtencidn de las nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata.

Figura 12
Sintesis de las nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata

o]
=
10 mM —

15 mM "
20 s 15 minutos : =

o
_ —_—— .
Agitacién i
Extracto de . =
té verde L
=
Nitrato de Cobre =

NANOPARTICULAS
DE COBRE
|
==
1 mM —
10 mM

100 mM ) T
30 minutos o
B — — o
Agitacion =
S5 .
10
=
=5
Nitrato de Plata NANOPARTICULAS o
]

DE COBRE NANOPARTICULAS
DE COBRE-PLATA

4) Se tomaron 5 ml de la solucion de nanoparticulas de cobre obtenidas anteriormente,
para agregar por goteo soluciones de nitrato de plata de tres concentraciones
distintas (ImM, 10mM, 100mM).

5) Aligual que con las nanoparticulas de cobre se afiadié hidréxido de sodio 0.1N hasta
lograr el pH deseado (8-12). Las condiciones evaluadas fueron el pH, la
concentracion y el volumen de AgNOz (tabla 2).



6)

7)

Se realizaron un total de 8 experimentos para la obtencion de las nanoparticulas de
cobre, y 27 experimentos para la obtencion de las nanoparticulas bimetéalicas de
cobre-plata, variando los pardmetros descritos en la tabla.

La obtencion de las nanoparticulas se realiz6 con foto proteccion, para evitar
reacciones de la plata metalica. Las muestras obtenidas fueron reservadas a 4°C en

frascos ambar hasta su caracterizacion posterior.

Tabla 2

Parametros evaluados en la sintesis de las nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata

N° experimento pH [AgNO3] mM [AgNO3s] mL
1 8
1
9 1
2
10 10
5
11 100
10
27 12

Nota: Parametros constantes: temperatura: 20°C, velocidad de agitacion: 250 RPM, tiempo de reaccion:
30 minutos

1)

2)

3)

Caracterizacion de las nanoparticulas por espectroscopia UV-Visible

Se realiz6 la verificacion de la presencia de las nanoparticulas de Ag y Cu en un
equipo UV-visible de doble haz, marca Thermo, modelo Evolution 300 perteneciente
al laboratorio de Fisicoquimica; donde también se visualiz la estabilidad de éstas.
Se realizé la medicion en un rango visible de 350 a 700 nm para observar la
presencia de metales en tamafio nanométrico, registrando las absorbancias y
longitudes de onda de las nanoparticulas en las diferentes muestras obtenidas,
utilizando la linea base mas adecuada para la lectura de las muestras.

Para el analisis se utilizaron 8 muestras de nanoparticulas de cobre, y las 27
muestras de nanoparticulas bimetélicas descritas en la tabla 5. Las nanoparticulas
fueron medidas preparando soluciones diluidas con etanol al 70% con el objetivo de

asegurar una adecuada lectura de absorbancia en el equipo, también se midio la
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estabilidad de las nanoparticulas en el mismo instante, a las 24 horas y una semana

de realizada la sintesis (figura 13).

4) Las muestras que continuaron presentando plasmén superficial fueron
almacenadas y se realizd un control mensual de la estabilidad.
Figura 13

Diagrama para la lectura de las muestras en el espectrofotometro UV-Visible

2
1.5
™

Dilucién 0.8 \
—_— .-'—---\_
e
o _—
QRN _ s s

NANOPARTICULAS LECTURA EN UV-VISIBLE PLASMON SUPERFICIAL
DE COBRE-PLATA

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Caracterizacion de las nanoparticulas por Absorcién Atémica

La cantidad de plata y cobre total presente en las nanoparticulas se analizé en un
espectrofotometro de Absorcién Atomica de Llama (Varian, modelo Spectra
AA240FS) perteneciente al laboratorio de Cromatografia y Espectroscopia.

Antes de realizar las mediciones se prepararon las nanoparticulas mediante
digestion acida con acido nitrico al 50%, segun método EPA 3050B.

Se tom6 1 mL de cada muestra de nanoparticula bimetalica, colocandola en un
crisol y procediendo a realizar la digestion en una campana de extraccion.

Se afadio 5 mL de HNO3s 1:1, con el objetivo de eliminar cualquier presencia de
materia organica que interferiria en la lectura en el equipo, previniendo la
evaporacion total del liquido afiadiendo agua destilada.

Transcurrida 1 hora se filtraron las soluciones resultantes con agua destilada y se
aforaron a 50 mL, reservando las muestras preparadas hasta el analisis en el
espectrémetro de Absorcion Atémica (figura 14).

Se prepard una curva patrén absorbancia vs. concentracion de 1, 1.5, 2 y 4 ppm
partiendo de una solucién de 1000 ppm de AgNO3z y Cu(NOs3)2 grado reactivo.

Las muestras fueron leidas en el equipo, registrando los datos en la curva patrén

respectiva para cada elemento. En la lectura de algunas muestras los valores
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hallados superaron los registrados en la curva patron, por lo que fue necesario diluir

las muestras a concentraciones del 10%.

Figura 14

Diagrama para la preparacion de las muestras para su lectura en Absorcion Atémica
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8) Latabla 3 muestra el nUmero de muestras leidas en el espectrometro de Absorcion

AN

A

LECTURA EN ABSORCION ATOMICA

NANOPARTICULAS
DE COBRE-PLATA

Atémica, asi como las concentraciones de las sales precursoras de cobre y plata

respectivas y su denominacion.

Tabla 3

Concentraciones de sales precursoras utilizadas en las muestras de nanoparticulas bimetalicas para su
lectura en el espectrometro de Absorcion Atémica

N° experimento [Cu(NO3)2] mM [AgNO3] mM Denominacion
1 10 1 M A
2 10 10 MB
3 10 100 MC

Nota: La lectura de las muestras se realizé por triplicado en el equipo de Absorcion Atémica
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ETAPA 2: OBTENCION DE LOS FILTROS PROTOTIPO

a. Activacion del soporte de poliuretano

1) Se prepar6 el poliuretano para su utilizacion como soporte de las nanoparticulas.
Para realizar el proceso de activacion del material cuatro muestras de espuma de
poliuretano fueron lavadas con acetona durante 1 hora, y 3 veces con agua destilada,
con el objetivo de eliminar residuos presentes en el material.

2) Una vez concluido este proceso la muestra fue sumergida en 25 mL de una solucién
(H20:2 al 10%, NaOH 3 M, HCI 3M y HNOz 3M) con agitacion constante por dos horas,
segun lo descrito por Ziegler Benitez (2013).

3) Paraterminar, se enjuagé las muestras con agua destilada, y secado a 35°C por 24
horas (figura 15). Este proceso se realiz0 para cada solucién, y analizar cual es el

agente ideal para el proceso de activacion de la matriz de poliuretano.

Figura 15
Diagrama para la activacion del soporte del poliuretano
Acetona Hz0210%  HCI3M
l NaOH 30 l HNO3 3M ﬂ
1 hora 2 horas EavEds 24 horas a 35°C
o . — =
Agitacin Agitacion A S J
POLIURETANC POLIURETANO ACTIVADO

4) Se evaluo la retencion de las nanoparticulas en la superficie del soporte utilizando
las cuatro soluciones, realizando esta prueba mediante la deposicion de
nanoparticulas bimetalicas en la superficie y su posterior filtracién con agua destilada.

5) Una vez obtenidos las espumas de poliuretano activadas se colocaron en soluciones
de nanoparticulas previamente sintetizadas por 24 horas y sin exposicion a la luz,

para luego llevarlas a la estufa a 35°C.
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6)

7)

Se procedi6 a realizar una prueba de filtrado en donde el agua destilada interactu6
con las espumas con nanoparticulas obtenidas. Para verificar si efectivamente las
nanoparticulas se fijan en el soporte se evaluo las aguas filtradas frente al reactivo
NaCl 1M, que genera turbidez al reaccionar con la plata; y el azul de metileno, que
reacciona con la plata provocando decoloracion (figura 16).

Se eligio el agente tratante que no produjo las caracteristicas descritas anteriormente,
es decir, generd una adecuada deposicion de nanoparticulas en su superficie ya que

no se encontraron iones plata en las aguas del filtrado.

Figura 16

Diagrama para la evaluacién de la retencion de las nanoparticulas en la superficie del poliuretano
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1)

2)

3)

Obtencion de los filtros prototipo dopados con nanoparticulas bimetélicas

Se inici6 este procedimiento con la sintesis de las nanoparticulas de cobre sobre el
poliuretano tratado (figura 17). La obtencién de los filtros se dio in situ, para asegurar
la adecuada deposicion de las nanoparticulas sobre los centros activos de la matriz
de acuerdo a la metodologia descrita por Li et al. (2022).

Se coloc6 espumas de poliuretano activadas de 3 cm?® de volumen en un vaso de
vidrio de boca ancha, al cual se agreg6 5 mL de nitrato de cobre 10 mM, en agitacion
constante durante 15 minutos.

Transcurrido el tiempo, a temperatura ambiente y agitacién constante, se agrego el
extracto vegetal de té verde, llevando el pH a un valor de 10 mediante el uso de
hidroxido de sodio 0.1N para una idénea obtencion de nanoparticulas. La solucién

fue dejada en reposo y a 4°C durante 24 horas.
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Figura 17

Generacion in situ de nanoparticulas de cobre sobre las espumas de poliuretano
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Nota: Se parti6 de los datos obtenidos en el apartado de sintesis de nanoparticulas bimetalicas para elegir
los parametros idoneos para la obtencion de los filtros prototipo.

4) Después de las 24 horas se procedio a realizar la sintesis de las nanoparticulas
bimetalicas, afiadiendo una sal precursora de plata sobre el hanocobre presente en

la superficie del poliuretano, segun la metodologia de Balvin Beltran et al. (2020).

Figura 18

Generacion in situ de nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata sobre las espumas de poliuretano
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Nota: Se partié de los datos obtenidos en el apartado de sintesis de nanoparticulas bimetalicas para elegir
los pardmetros idoneos para la obtencion de los filtros prototipo.
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5)

6)

1)

2)

3)

Se agreg6 por goteo 5 mL de una solucién de 1 mM de nitrato de plata, llevando la
solucion a un pH de 10 con hidroxido de sodio 0.1N. La agitacion fue constante por
un tiempo de 30 minutos, para después reservar las muestras obtenidas a 4°C
durante 48 horas. Se realizé el mismo procedimiento con concentraciones de nitrato
de plata de 10 y 100 mM.

Las espumas de poliuretano fueron retiradas de las soluciones, para después lavarlas
con agua destilada para retirar los residuos vegetales que quedaron en el soporte y
secarlas a 25°C. Los filtros obtenidos con nanoparticulas bimetalicas fueron

reservados en placas esterilizadas para evitar posible contaminacion (figura 18).

Caracterizacién de los filtros mediante Difraccion de rayos X

Los filtros obtenidos en el apartado anterior fueron empaquetados en frascos ambar
para evitar su exposicion prolongada a la luz y realizar su caracterizacion.
caracterizados en un equipo de Difraccion de Rayos X perteneciente a la Escuela
Profesional de Quimica de la Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional de
Ingenieria, Lima.

Se enviaron tres muestras de los filtros con las caracteristicas descritas en la tabla 4,
siendo estas denominadas A, B y C; en donde solo varia la concentracién de sal
precursora de plata con el objeto de evaluar el efecto antibacteriano que presentan
los filtros, mediante la interaccién cobre-plata.

Los resultados fueron analizados en el software Origin para su visualizacion y

Microsoft Excel para su interpretacion.

Tabla 4

Caracteristicas de los filtros prototipo dopados con nanoparticulas bimetdlicas para analisis en DRX

Denominacion pH [Cu(NO3)2] mM [AgNO3] mM [AgNO3] mL
A 10 10 1 5
B 10 10 10 5
C 10 10 100 5

Nota: Parametros que presentaron mejores resultados en la caracterizacion UV-visible, variando la
concentracion de la sal de plata.
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ETAPA 3: EVALUACION ANTIBACTERIANA

a. Determinacion de actividad antibacteriana mediante método de siembra en agar

1) La determinacion de la actividad antibacteriana fue realizada como una prueba piloto
para determinar si efectivamente los filtros obtenidos presentan potencial para reducir
el nimero de bacterias presentes en aguas residuales.

2) Para la preparacion de las pruebas antibacterianas se realizd una variacion del
método de siembra en agar, utilizando cepas de Escherichia coli brindadas por el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana de la UNSAAC.

3) Para la realizacién de esta determinacién se prepararon dos medios de cultivo: el
agar Muller-Hilton y el caldo BHI (figura 19).

Figura 19
Preparacion de los medios de cultivo agar Milller-Hilton y caldo BHI
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21 g 946 mL H20(d) A
Autoclave ‘
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Placas Pefr Miler-Hiton Agar
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4) Se pesaron 35 gramos en caso del caldo BHI, y 21 gramos del agar Muller Hilton; y
aforandolo en un matraz a 1 litro con agua destilada. Las soluciones fueron
homogenizadas para después realizar un proceso de esterilizacion en la autoclave a

condiciones de 121°C y 1 atm por 15 minutos.
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5) Transcurrido este tiempo se distribuyé la solucidén de agar Mller-Hilton en diez placas

Petri con tapa esterilizadas, incubandolas en posicion invertida a 37°C por 4 horas.

Figura 20

Obtencion de los medios de cultivo con cepas de E. coli
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6) Se inocul6 1 mL de cepas de Escherichia coli en 9 ml del caldo BHI preparado en un
tubo de ensayo con tapa, incubandolo de igual manera a 37°C por 4 horas.

7) Posteriormente, utilizando un hisopo, se inoculd la solucién de caldo BHI con cepas
de E. coli en las placas con agar Miuller-Hilton, asegurandonos de cubrir toda la
superficie de la placa, e incubandolas nuevamente a 37°C por 3 horas (figura 20).

8) Para el proceso de determinacion de la actividad antibacteriana se utilizaron
muestras de nanoparticulas y muestras de filtros prototipo para verificar la actividad
antibacteriana de ambas muestras.

9) Como se tuvieron dos tipos de muestras se realizaron dos procedimientos para
deposicion en las placas. Para las nanoparticulas se utilizo pipetas Pasteur de vidrio
esterilizadas para cortar circulos de 1 cm de diametro de donde se extrajo el agar y
se coloco soluciones de 10 pL de nanoparticulas.

10) Para los filtros prototipo se colocaron muestras de 1xlcm, haciendo una ligera
presion sobre la superficie del agar con la ayuda de pinzas esterilizadas, utilizando la
metodologia descrita por Fernandez et al. (2020). Concluidos estos procesos se
colocaron las placas Petri en posicion invertida en la estufa por 37°C y 24 horas.

11) Para finalizar esta determinacion se extrajeron las placas de la estufa y se midieron
los halos de inhibicion generados por las muestras (figura 21). Estos datos
permitieron evaluar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas y los filtros
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dopados con nanoparticulas bimetélicas, verificando que muestra genera mejor
actividad bactericida frente a microorganismos presentes en aguas residuales

domeésticas, en este caso las cepas de Escherichia coli.

Figura 21

Medicién de actividad antibacterial de las nanoparticulas bimetalicas y los filtros prototipo

ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

—_— —_—
Nanoparticulas 10 uL
Cuy Cu-Ag
(
Invertir
Invertir 24 horas a 37°C
- o
A MEDICION

DIAMETRO DE
b Incubadora INHIBICION

"

Presionar
Filtros con
nanoparticulas

3)
(3)

b. Cuantificacion de coliformes termotolerantes mediante técnica por diluciones
en tubo mualtiple

1) Para la toma de la muestra de agua con coliformes termotolerantes se utilizaron
equipos de proteccién personal reglamentarios.

2) Se utilizaron frascos de polietileno esterilizados de 500 mL para recoleccién de agua
residual, y frascos de 250 ml para las muestras de agua tratada proporcionados por
el laboratorio Louis Pasteur para la recoleccion de las muestras y su traslado en
cadena de frio.

3) La localizacibn del punto de muestreo fue en coordenadas 13°33'13.3"S
71°52'26.3"W, distrito de San Jerdnimo, provincia del Cusco. Se tomo una distancia
de 25 metros de un vertimiento de aguas residuales en el rio Huatanay y se recolecto
la muestra en los frascos proporcionados por el laboratorio.

4) Las muestras fueron almacenadas a una temperatura de 4°C hasta su traslado a

laboratorio para los respectivos analisis de coliformes termotolerantes.
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5) Se armo un sistema de filtracion donde una muestra de 2 litros de agua residual
recolectada del punto de muestreo indicado cay6 por goteo sobre los filtros obtenidos.

6) Elagua fue filtrada con anterioridad para prevenir la obstruccion de los filtros causado
por los sélidos suspendidos presentes en aguas residuales.

7) Para el paso del agua muestreada sobre los filtros prototipo se armé una estructura
conformada por los siguientes implementos: una capa de piedrillas, arena fina, gasa,
los filtros obtenidos con nanoparticulas bimetalicas, de alrededor de 10 cm de
longitud, y papel filtro; disefiado para simular un proceso de tratamiento tradicional
de aguas. El disefio del sistema se muestra en la figura 22, armado en el laboratorio

de Nanotecnologia de la Escuela Profesional de Quimica de la UNSAAC.

Figura 22
Sistema de filtracion de aguas residuales (izquierda) y composicion de los filtros obtenidos (derecha)

8) La muestra de agua residual se hizo pasar sobre los tres tipos de filtros obtenidos,
cuya concentracion y denominacion se describen en la tabla 8, colocando 300 mL de

agua muestreada por cada filtro.
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9) Una vez pasada toda la muestra de agua residual, el agua filtrada fue almacenada
en los frascos estériles de 250 mL en cadena de frio, para ser llevadas al laboratorio
Louis Pasteur para realizar el analisis de coliformes fecales en (1) el agua residual y
(2) el agua tratada por los filtros.

10) Las muestras fueron analizadas mediante el método oficial para conteo de Coliformes
Fecales, es decir la Técnica por Diluciones en Tubo Mdltiple para cuantificar estos
microorganismos comunmente presentes en las aguas residuales.

11) Como se observa en la tabla 5 la concentracién de la sal de cobre permanece
constante en los experimentos 2, 3 y 4 por lo que el efecto de aumentar la
concentracion de sal de plata sera evaluado en este procedimiento, asi como la
accion antibacteriana de las nanoparticulas bimetélicas en conjunto. Se hallara la
eficiencia de cada filtro restando la concentracion del agua residual inicial menos la

concentracién de cada agua que paso por los filtros.

Tabla 5

Caracteristicas de los filtros prototipo utilizados para la cuantificacién de coliformes termotolerantes

Denominacién [Cu(NO3)2] MM [AgNO3] mM

AGUA RESIDUAL - -

A 10 1
B 10 10
C 10 100

Nota: Las muestras elegidas registraron los mejores datos respecto a la caracterizacion espectroscoépica,
utilizados en las pruebas microbiolégicas.
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CAPITULO lll: RESULTADOS Y DISCUSION

El disefio de la presente investigacion fue experimental, obteniendo mediante ensayos
de laboratorio los resultados de las tres etapas descritas en el capitulo de metodologia:
sintesis de nanoparticulas bimetalicas, obtencion de los filtros prototipo y evaluacion del

efecto antibacteriano de los filtros. Estos resultados se presentan en el capitulo.

4.1. Sintesis de las nanoparticulas bimetalicas
En la tabla 6 se muestra la variacion de la concentracion de sales precursoras y el pH

en la sintesis de las ocho muestras de nanoparticulas de cobre.

Tabla 6

Condiciones de sintesis para la obtencién de las nanoparticulas de cobre

Control
N° [Cu(NOz)2] mM
pH inicial mL de NaOH pH final

1 10 3.83 0.5 10.00
2 15 3.87 0.78 10.08
3 20 3.71 0.94 10.02
4 10 4.21 0.33 8.00
5 10 4.15 0.41 9.02
6 10 3.83 0.5 10.00
7 10 3.97 0.68 11.06
8 10 3.74 0.87 12.01

Nota: Se tomaron los siguientes valores para cada parametro: 10, 15y 20 mM para la concentracion de la
sal de cobre, y 8-12 para la variacién del pH.
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Las muestras presentaron un pH inicial acido, por lo que la adicibn de un agente
basificador fue necesaria. En esta sintesis un pH acido favorece a la formacion de
nanoparticulas de Cu® mientras que el pH basico ayuda a la obtencidon de nanoparticulas
de Oxidos de cobre | y Il. En este caso se prioriz6 el pH basico sobre el acido para la
formacion de las nanoparticulas, debido a que las nanoparticulas de plata requieren un

pH basico para su formacion.

La formacion de las nanoparticulas de cobre inicié con la sal precursora de cobre disuelta
formando los iones NOsz y Cu*2. El iébn Cu*? tiende a perder un electron formando
nanoparticulas de Cu:20, con la ayuda de un agente reductor (extracto vegetal de té
verde), que reduce la sal de cobre y estabiliza las nanoparticulas (Li et al., 2022), mas no
previene su aglomeracion por lo que se hace necesario un proceso de estabilizacion o
de soporte en una matriz. Los pardmetros de control como la concentracién de sales
precursorasy el pH tuvieron gran influencia al momento de la obtencién de nanoparticulas
metalicas durante la reduccion quimica, en especial el pH que influy6 directamente en el
tipo de nanoparticulas obtenidas (Rajeshkumar et al., 2019). Durante las reacciones de
sintesis se observé un cambio de coloracion de una tonalidad verdosa caracteristica del
extracto a un color cobrizo. Esta reaccion se hizo mas evidente al afiadir un agente
basificador como el hidréxido de sodio, para evitar la aglomeracion de nanoparticulas en

el transcurso del tiempo.
Latabla 7 presenta los tres parametros que variaron en la obtencion de las ocho muestras

de nanoparticulas bimetélicas de cobre y plata: la concentracion y cantidad de la sal

precursora de plata y el pH.
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Tabla 7

Condiciones de sintesis para la obtencion de las nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata

. Concentraciéon  Cantidad CONTROL
[AgNOz] mM [AgNO3z] mL pH inicial mL de NaOH pH final
1 1 5 7.14 0.33 8.20
2 1 5 7.34 0.37 9.02
3 1 5 8.41 0.75 10.00
4 1 5 8.42 1.02 11.00
5 1 5 8.82 1.09 12.00
6 10 10 5.58 0.37 8.07
7 10 10 6.08 0.64 9.00
8 10 10 8.28 0.69 10.01
9 10 10 6.67 1.28 11.30
10 10 5 8.24 1.35 12.01
11 100 5 4.74 3 8.25
12 100 5 4.53 2.35 9.01
13 100 5 5.17 2.78 10.00
14 100 5 4.64 3.15 11.00
15 100 5 4.25 3.98 12.00
16 1 1 8.40 0.51 10.00
17 1 2 8.68 0.64 10.03
18 1 5 8.41 0.75 10.00
19 1 10 8.64 0.78 10.00
20 10 1 8.73 0.43 10.02
21 10 2 8.75 0.51 10.00
22 10 5 8.28 0.69 10.01
23 10 10 6.76 0.75 10.00
24 100 1 5.91 0.75 10.02
25 100 2 5.66 0.86 10.00
26 100 5 5.17 2.78 10.00
27 100 10 4.45 3.14 10.12

Nota: Datos obtenidos variando parametros como la concentracion y cantidad de la sal precursora de plata
y el pH, manteniendo la cantidad de cobre constante.
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La adicion de AgNOs en las 27 muestras fue constante. En las muestras de
nanoparticulas bimetalicas se observo un pH que variaba entre 4-8, segun la adicion de
las soluciones de plata i6nica; sin embargo, cabe recalcar que el pH de las soluciones en
mayoria fue basico, debido a que para la obtencion de estas nanoparticulas se utilizd
como base soluciones de nanoparticulas de cobre del paso anterior. Se pudo observar
gue a medida se incrementaba la cantidad de sal de plata la coloracion de las muestras

adquirié tonalidades mas oscuras.

La formacion de las nanoparticulas bimetalicas inicié con la Ag*, que tiende a reducirse
a AgP sobre la nanoparticula de cobre en forma de Cu®, CuO y Cu20 a consecuencia del
agente reductor, formando una coraza de Ag® que estabiliza ambos metales (Li et al.,
2022); ademéas que los reductores del extracto tienden a adherirse en la superficie de las
nanoparticulas, generando una carga electronica contraria que previene la aglomeracion
de componentes de la misma naturaleza. El control de pH fue constante en todo momento
de la sintesis, para garantizar valores basicos y la éptima reduccién de la plata. Para las
nanoparticulas bimetélicas se hizo un énfasis en la variacion de las concentraciones de
plata debido a la capacidad antibacteriana de la plata, ya que otro proposito de la
investigacién era comprobar si al reducir la concentracion de plata y estabilizar el nucleo

de cobre, un metal menos toxico, tendria un efecto bactericida superior.

4.2. Caracterizacion de las nanoparticulas por espectroscopia UV-Visible

La figura 23 muestra el efecto de la concentracion de la sal precursora y el pH sobre la
formacion de los plasmones superficiales de las ocho muestras de nanoparticulas de
cobre. En la primera grafica podemos observar que las nanoparticulas obtenidas con tres
diferentes concentraciones presentan absorbancia en la region de los 400-550 nm,
algunas con mas de un pico de resonancia pudiendo evidenciar la presencia de
compuestos de éxidos de cobre, con mayor incidencia las nanoparticulas a concentracion
mayor. Otra observacion es gque las nanoparticulas obtenidas a concentracion menor
presentan una absorcidén en la regién de 650-700 nm, evidenciando la presencia de
nanoparticulas de cobre puro, a diferencia de las obtenidas al utilizar concentraciones

mayores.

51



Figura 23
Plasmones superficiales de las nanoparticulas de cobre sintetizadas
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Nota: La figura presenta los plasmones superficiales de resonancia (SPR) de las nanoparticulas de cobre
(tabla 9), tomando en la primera grafica como parametro estable el pH 10 y en la segunda gréfica la
concentracién de la sal de cobre 10 mM, (Anexo 4). Fuente: Datos extraidos del software VisionPro

El pH jugd un papel fundamental en la formacidén de nanoparticulas (segunda grafica),
pues se obtuvieron mejores resultados a pH entre 9 y 11. Todas las muestras de la
segunda gréfica presentaron SPR en la region indicada, evidenciando la presencia de
cobre metdlico, mas no presentaron sefiales alrededor de los 500 nm, al contrario que
las muestras con mayor concentracion. Todos los espectros UV-visible exhibieron una
banda de absorcion de energia entre 400-480 nm, caracteristico de nanoparticulas de
CuO y Cuz20. Algunas nanoparticulas exhiben una absorbancia caracteristica de las
nanoparticulas de cobre puro, en la region de los 600 nm, aunque al realizar el control
tres dias después esta absorbancia no estd presente indicando que se produjo un
proceso de oxidacion de cobre metalico a 6xidos de cobre, aumentando su absorbancia

en la region de los 450 nm.

Los resultados obtenidos concuerdan con los presentados por Marin Silva (2022) y Malik
et al. (2023), que indican que el cobre puro es evidenciado por picos de absorcién en los
500 nm. Las absorciones halladas al utilizar concentraciones mayores fueron en la region
de los 500 nm; mas al usar concentraciones menores se encontro sefiales de cobre en

los 700 nm, hecho que discrepa lo obtenido por Marin Silva (2022) y Rajeshkumar et al.
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(2019). La absorcién del extracto vegetal se registra en los 350-380 nm, al igual que Malik
et al. (2023), indicando una posible superposicion de las sefiales de los reductores sobre

las nanoparticulas de cobre.

La figura 24 muestra los plasmones superficiales de las nanoparticulas bimetalicas de
cobre-plata, en donde las graficas a, b y ¢ muestran la variacion del pH a distintas
concentraciones de sal precursora de plata. Las muestras de nanoparticulas bimetélicas
presentaron sefales caracteristicas a la plata, es decir entre los 400-410 nm y 400-450
nm; y sefiales caracteristicas de los compuestos cupricos en los 500 nm y una sefial
caracteristica al cobre metalico en la regién de los 600 nm. Las graficas a, b y c de la
figura 24 muestran el efecto del pH en la obtencion de nanoparticulas bimetélicas a
diferentes concentraciones de sal de plata. Mientras que a una concentraciéon menor de
plata como es la de 1 mM se obtienen tres picos de intensidad, en localizaciones similares
a las presentadas por las nanoparticulas de cobre, a medida que aumenta la
concentracion del precursor plata estas sefales van disminuyendo, o la principal

predomina por sobre las demas, facimente discernible en las graficas b y c.

Una diferencia a recalcar en las tres gréaficas es que, utilizando una concentracion menor
de plata se obtienen dos picos de absorcion atribuibles a dos tipos diferentes de
nanoparticulas, las de 6xidos de cobre y plata metélica. Esto va disminuyendo a medida
gue incrementa la concentracién de sal de plata, indicando un completo recubrimiento de
las moléculas de cobre; aunque un exceso de plata puede llevar a una aglomeracion de
este metal sobre las soluciones e impedir la formacion de las nanoparticulas bimetélicas.
La gréafica d de la figura 24 muestra el SPR de las nanoparticulas de cobre frente a las
bimetélicas sintetizadas. En esta grafica se observa claramente la disminucion de la
intensidad del cobre a medida aumenta la concentracién del precursor metalico por lo
gue se supone un recubrimiento parcial de la plata metalica sobre las nanoparticulas de

cobre ya sintetizadas.
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Figura 24

Control UV-Visible de los plasmones superficiales de las nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata, variando el pH
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Nota: La figura presenta los SPR de las nanoparticulas bimetalicas (tabla 10), variando el pH desde 8-12, en tres diferentes concentraciones de la

sal de plata 1, 10 y 100 mM, especificado en el Anexo 4. Fuente: Datos extraidos del software VisionPro
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Figura 25
Control UV-Visible de los plasmones superficiales de las nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata, variando la cantidad de la sal de plata.
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Nota: La figura presenta los SPR de las nanoparticulas bimetalicas (tabla 10), variando la cantidad de sal precursora de plata desde 1 a 10 mL, en
tres diferentes concentraciones 1, 10 y 100 mM a un pH de 10, especificado en el Anexo 4. Fuente: Datos extraidos del software VisionPro
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La figura 25 muestra los resultados de la evaluacién de la cantidad de sal de plata
afiadida, con un pH gue presentaba resultados aceptables para la medicion de otros
parametros, que es el de 10. Como podemos ver tanto en las figuras 24 y 25 al aumentar
la cantidad de sal de plata la intensidad del SPR no necesariamente se incrementa,
observandose esto en la grafica a que muestra tres picos de absorcion en la region de
los 400 nm, caracteristico de la plata metélica y 650 nm, proveniente del cobre metélico.
Las intensidades de los SPR varian de acuerdo a la cantidad de sal afiadida, aunque
todas las muestras presentan picos de absorcion en los 430 nm, especialmente en las
gréficas b y c, en donde las sefiales caracteristicas del cobre no se distinguen facilmente.
En la grafica d se observa una comparacion entre los SPR de las nanoparticulas de cobre
frente a las nanoparticulas bimetalicas: se observa de mejor forma la disminucién de las
sefiales de cobre, indicando un posible recubrimiento; o en una concentraciéon alta de
plata, una aglomeracion de las moléculas de plata metalica lo cual explica la intensidad
de estas sefales. La formacion y estabilidad del SPR mejora a medida que aumenta la

concentracion de sal de plata, este hecho puede observarse en las figuras 24 y 25.

La localizacién de las sefales de las nanoparticulas bimetalicas concuerda con lo hallado
por Echevarria Mufioz (2021), Le et al. (2024) y Malik et al. (2023), en donde la obtencion
de las nanoparticulas se evidencié por el cambio de coloracion intenso, ademas de que
las sefiales tipicas que tienden a superponerse a las del cobre; o a registrar una
absorbancia comparable a las de plata pura, segun la estructura de metales que la
forman. Las nanoparticulas presentaron picos de absorbancia predominantes en la region
de los 400 nm, caracteristica de la plata, concordando con lo hallados por Fernandez
et al. (2020), Marin Silva (2022) y Mogollon Cortez & Veloz Chipre (2021).

Se debe recalcar que las muestras que contenian mayor cantidad de sal de plata
presentaron mayor estabilidad frente a las otras muestras, y se observd un incremento
en la absorbancia después de siete dias, en concordancia a lo indicado por EI-Rahman
et al. (2022), ademas de haber hallado nanoparticulas en una longitud de onda similar a
las indicadas por este autor. Los resultados hallados no concuerdan con lo publicado por
Balvin Beltran et al. (2020), que indica la predominancia de nanoplata en los 400-410 nm;

mas esto puede ser atribuible al diferente tamafio de las nanoparticulas, el diferente
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agente reductor o la presencia del cobre, que puede haber alterado la ubicacion de los
picos de absorbancia de las nanoparticulas sintetizadas. Las nanoparticulas de cobre
obtenidas no mantuvieron su estabilidad en un tiempo mayor a 1 semana, observandose
una disminucion de la absorbancia a partir del tercer dia. Teniendo en cuenta que a la
semana de obtenidas las muestras estas no pudieron ser leidas en el espectrofotbmetro
UV debido a que las nanoparticulas se desestabilizaron, la siguiente fase del experimento
se realizé un dia después de obtenidas las nanoparticulas para asegurarles un tiempo de

envejecimiento suficiente para su formacion.

Con la informacion obtenida en esta fase experimental se eligio los parametros idéneos
para la obtencion de los filtros prototipo dopados con nanoparticulas bimetalicas, siendo
estos para la obtencion de un filtro una concentracion de Cu(NOs)2 de 10 mM, a un pH
de 10 y una cantidad de AgNOs de 5 mL; debido a que en estas condiciones los resultados
espectroscépicos fueron mas estables para las tres concentraciones de plata evaluadas.
La concentracion de AgNOs se mantuvo en los tres valores evaluados: 1 mM, 10 mM y
100 mM a lo largo de todo el procedimiento experimental con el objeto de comprobar la
eficiencia de la interaccién cobre-plata en la desinfeccion de aguas residuales.

4.3. Caracterizacion de las nanoparticulas por espectroscopia de Absorcidn
Atomica
Los datos obtenidos en el espectrofotbmetro de Absorcién Atdmica respecto a la lectura
de las absorbancias y las concentraciones de cobre y plata en las muestras de
nanoparticulas bimetalicas se muestran en las tablas 8 y 9. Con los datos obtenidos se
observo el efecto que produce la sal de plata sobre la composicién de las nanoparticulas
bimetalicas. Se observa la variacion de la cantidad de cobre, pardmetro constante en las
nueve lecturas, a medida que aumenta la concentracion de plata en la lectura del equipo
de Absorcién Atdmica. La concentracion de cobre fue constante en los tres grupos de
muestras, observandose disminuciones en la lectura en el equipo a pesar de utilizar

concentraciones similares.
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Tabla 8

Concentracion de cobre en las nanoparticulas bimetalicas leidas por Absorcion Atémica.

Curva de Calibracion para Cu % Absorbancia
Muestra L %RSD SD [ 1 Cobre mg/L
dilucién L1 L2 L3
1.037
M Al 10 0.1965 0.1962 0.1953 0.3 0.0006 16.968
M A2 10 0.1967 0.1945 0.1949 0.6 0.0012 16.909
050 M A3 10 0.1946 0.1938 0.1945 0.2 0.1949 16.812
M B1 1 0.5371 0.5377 0.5385 0.1 0.0007 5.151
600 M B2 1 0.5375 0.5360 0.5347 0.3 0.0014 5.133
D000 2000 4000 6000 5000 10000 M B3 1 0.5351 0.5359 0.5352 0.1 0.0004 5.126
CumglL MC1 1 0.2165 0.2137 0.2135 0.8 0.0017 1.871
M C2 1 0.2159 0.2163 0.2150 0.3 0.0007 1.882
M C3 1 0.2160 0.2156 0.2167 0.3 0.0006 1.885
Tabla 9
Concentracion de plata en las nanoparticulas bimetalicas leidas por Absorcién Atémica.
Curva de Calibracion para Ag % Absorbancia
Muestra dilucié %RSD SD [ ] Plata mg/L
) ilucion L1 L2 L3
08
“ M Al 1 0.5885 0.5874 0.5836 0.4 0.0026 5.456
0501 M A2 1 0.5862 0.5824 0.5850 0.3 0.0020 5.431
4 M A3 1 0.5850 0.5839 0.5816 0.3 0.0017 5.419
oA M B1 2 0.6677 0.6701 0.6701 0.2 0.0014 13.083
000- M B2 2 0.6682 0.6686 0.6693 0.1 0.0007 13.066
n T T T T 1 M B3 2 0.6668 0.6678 0.6684 0.1 0.0008 13.038
0000 2000 4000 6.000 8.000 10.000
Ag mglL M C1 10 0.5602 0.5632 0.5601 0.3 0.0017 51.460
o o M C2 10 0.5563 0.5580 0.5581 0.2 0.0009 51.010
Limite inferior de calibracion: 20%
Limite superior de calibracion: 150% M C3 10 0.5548 0.5557 0.5578 0.3 0.0015 50.850

Nota: La tabla presenta la concentracion de cobre y plata en las muestras de nanoparticulas bimetélicas, asi como las curvas de calibracién utilizadas
en la medicion respectiva, especificadas en el Anexo 5. Fuente: Datos extraidos del software SpectrAA
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La figura 26 muestra una representacion de la cuantificacion de los metales presentes en
las nanoparticulas bimetalicas sintetizadas. Como la cantidad de sal precursora de cobre
fue constante en las tres muestras, podemos indicar que a medida que se aumenté la
concentracion de sal de plata se recubrié las moléculas de nano cobre mostrandose
mayor intensidad en las sefales detectadas por el equipo. Los resultados obtenidos en
cuanto a la cantidad total de cobre y plata presentes en las nanoparticulas bimetalicas
fueron variables de acuerdo a la concentracién de sal de plata utilizada. En las muestras
con mayor cantidad de plata se observa menor concentracion de cobre, a pesar de utilizar
cantidades similares en la sintesis; y en estas la sefial de plata presenta predominancia,
similar a lo que ocurrié en la medicion en el UV donde la sefial de la plata cubre la del

cobre, debido a su mayor intensidad y a la mayor cantidad empleada en las muestras.

Figura 26

Cantidad de plata y cobre hallada en las nanoparticulas bimetalicas obtenidas
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Nota: La gréafica presenta la variacion de las cantidades de cobre y plata en las nanoparticulas sintetizadas.
Fuente: Elaboracion propia con datos extraidos del software SpectrAA

La disminucién de la sefal de cobre puede indicarnos un recubrimiento exitoso por lo que
se podria suponer que el recubrimiento cobre-plata realizado durante la sintesis fue un

proceso bastante eficaz y, en efecto, se lograron obtener nanoparticulas bimetalicas de
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cobre-plata. Sin embargo, un problema ya detectado anteriormente es la intensidad de la
sefal de plata que impide la correcta visualizacion de las sefiales de los compuestos
cupricos. Las elevadas concentraciones de esta sal ocasionan este problema por lo que
afirmamos que, a concentraciones menores, tales como 1 y 10 mM se observa un
equilibrio en cuanto a la concentracion de las moléculas, aunque también se podria decir

gue existe presencia de nanomoléculas de cobre y de plata por separado.

Las cantidades de plata concuerdan con lo hallado por Calderon Herrera (2022), que
obtuvo cantidades similares con un método de sintesis diferente; mas la cantidad de
cobre varia en cada muestra, hecho a destacar debido a que se utilizaron las mismas
cantidades de sal precursora para todas las muestras. De acuerdo a Echevarria Mufioz
(2021) la sefial caracteristica de una particula predominara sobre la otra, ocasionando
como en este caso, una superposicion dependiente del grosor de la capa exterior. Esto
aplica en este caso pues al incrementar la cantidad de la sal de plata se incrementa el
grosor de la deposicion de plata metalica sobre la superficie del cobre y por tanto se
impide la visualizacion de los SPR caracteristicos del cobre, evidenciado en la medicion
de los dos equipos espectroscopicos. Por tanto, al utilizar concentraciones de plata
mayores a 10 mM la sefal de la plata predomina por la del cobre y solo se visualiza esta,
indicando un recubrimiento exitoso o un aglomeramiento de las nanoparticulas de plata
en toda la solucién. Contrario a esto al utilizar concentraciones menores de plata se
pudieron visualizar los SPR caracteristicos al cobre en la region de los 500 nm, y
observando un equilibrio entre las cantidades de cobre y plata detectadas por el equipo
de Absorcion Atdmica por lo que se deduce que un exceso de concentracion de sal de
plata provoca interferencias al momento de visualizar la lectura de las nanoparticulas.
Con los datos hallados en los equipos de espectroscopia UV-Visible y Absorcién Atémica
podemos afirmar que, efectivamente, las muestras de nanoparticulas bimetalicas
contienen nano moléculas de plata y cobre, mas para verificar si efectivamente se
encuentran en estado metélico se hace necesaria su verificacion con un equipo de

analisis elemental y asi observar la interaccion directa de la plata y el cobre.
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4.4. Activacion del soporte de poliuretano
La tabla 10 muestra la evaluacion de cuatro soluciones (agentes tratantes) para la

realizacion del proceso de activacion del soporte de poliuretano.

Tabla 10
Evaluacion de la retencion de nanoparticulas en el poliuretano mediante la adicion de agentes tratantes

y CONTROL
NE Agente Retencion de
tratante nanoparticulas ,
NacCl Azul de metileno

1 H20210% NO + ++

2 NaOH 3 M Si + -

3 HCI 3M Si - -

4 HNO3 3M SI + +

Nota: El control se realiz6 midiendo la presencia de plata en las aguas filtradas, en donde (+) indica su
presencia y (-) un resultado negativo.

La evaluacion mostrd resultados diferenciados: en tres experimentos se realiz6 una
adecuada deposicion de nanoparticulas menos en la primera, debido a que el H20:2 es
un agente tratante bastante débil. El control indicé presencia de plata en los filtrados por
lo que se eligi6 los experimentos con mejores resultados para la realizacién de un andlisis
mas detallado de la deposicion de nanoparticulas sobre la superficie de las espumas de

poliuretano, en este caso el HCl y el NaOH.

Al comparar los dos filtros se observd que los filtros activados con HCI presentan una
mayor conservacion de coloracién a comparacion de los activados con NaOH. Para
comprobar esto se realiz6 una evaluacién a las aguas de filtrado para verificar la
presencia de plata. Al afiadir NaCl a las aguas filtradas se observo turbiedad, y la adicion
de azul de metileno provocé un cambio de coloracion para un agente tratante como el
NaOH. Al contrario, el agente HCI no presentd ninguna de estas caracteristicas,
indicando una adecuada deposicion de las nanoparticulas sobre la superficie del

poliuretano. Los agentes acidos son los que presentaron mejores resultados en cuanto a
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retencién de nanoparticulas; y de acuerdo a los datos recolectados se eligié el agente

HCI 3M como el agente tratante para la obtencion de los filtros prototipo.

4.5. Obtencion de los filtros prototipo dopados con nanoparticulas bimetélicas

En la figura 27 se muestran los resultados de una prueba de retencién de nanoparticulas
en la superficie del poliuretano mediante dos métodos: un dopado simple y una sintesis
in situ de nanoparticulas, con los dos agentes tratantes que presentaron mejores

resultados: hidroxido de sodio 3M y acido clorhidrico 3M.

Figura 27

Obtencion de los filtros dopados con nanoparticulas bimetalicas mediante deposicion y sintesis in situ

Actlvacién
U= HCl

T,

Activacion % ald ’
PUsNaDH . Activacién
PU+NaOH

Nota: Dopado de nanoparticulas sobre poliuretano (izquierda) y sintesis in situ de nanoparticulas en
poliuretano (derecha).

Activacién |

PU+HC

Como se observa en la primera gréafica mediante un dopado simple de las nanoparticulas
bimetalicas sobre las espumas de poliuretano activado no aseguran una adecuada
retencion de estas en su superficie. Al realizar un filtrado simple las espumas pierden el
color brindado por las nanoparticulas, transfiriéndose este a las aguas en las que se
evidencia la presencia de plata. En la segunda grafica se muestra los resultados de la
obtencion de los filtros mediante la sintesis de las nanoparticulas in situ, es decir, sobre

las espumas, para incrementar la deposicion de los metales sobre la matriz escogida (Li
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et al.,2022). Las espumas de poliuretano después del filtrado no presentaron
decoloracion, y las aguas obtenidas después del filtrado no evidenciaron presencia

alguna de plata.

La formacién de las nanoparticulas de cobre se da sobre los centros activos del
poliuretano, utilizando como reductor los grupos funcionales de este polimero y el
extracto de té verde. La formacién de las nanoparticulas bimetalicas sigue el mismo
principio; por lo que su estabilidad es mayor en comparacion a un dopado simple de
nanoparticulas. Debido a los resultados mostrados se escogio la segunda técnica para la
obtencion de los filtros prototipo. La conservacion del color en los filtros después de su
paso por agua es un indicador de la deposicion de nanoparticulas en los centros activos

del poliuretano, lo cual los hace ideales para su utilizacion en el tratamiento de aguas.

4.6. Caracterizacion espectroscopica de los filtros por Difraccion de rayos X

Los resultados proporcionados por DRX consistieron en un conjunto de datos que fueron
procesados en el software Origin, obteniendo un difractograma para cada filtro evaluado.
Los difractogramas exhiben picos de intensidad asociados a los principales metales
componentes de las nanoparticulas bimetalicas, variantes segun la concentracion de

sales precursoras utilizadas.

La tabla 11 muestra los resultados de los picos con mayor intensidad registrados para
cada difractograma de la figura 29, junto a su posicion angular, los cuales son
relacionados segun informacion bibliografica a las intensidades caracteristicas
registradas para la plata, el cobre y sus derivados. La figura 28 muestra los patrones de
difraccién de rayos X de tres muestras de nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata en
distintas concentraciones soportadas en poliuretano comercial. Tomando en cuenta que
la concentracion de la sal de plata varia segun el tipo de filtro, podemos observar el efecto
gue este precursor presenta en la formacion de las nanoparticulas bimetalicas. Los tres
filtros presentaron sefiales caracteristicas de ambos metales por lo que se confirma que,
en efecto, las nanoparticulas fueron depositadas exitosamente sobre la superficie del

soporte.
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Tabla 11

Picos de mayor intensidad en los difractogramas de rayos X de las muestras de los filtros prototipo.

Muestra Pico Paosicion dii (A) Intensidad Inten_sidad

angular 20 Absoluta (mm) Relativa (%)

A 1 29,7332174 3,1885 7 100

A 2 32,8467617 2,9155 2 28,57142857

A 3 38,3149239 2,5507 6 85,71428571

B 1 29,7332174 3,109 8 10,66666667

B 2 34,7538076 2,705 75 100

B 3 39,0154713 2,449 53 70,66666667

B 4 43,9971422 2,2196 7 9,333333333

B 5 48,0058304 2,0745 9 12

B 6 50,2047711 2,0067 7 9,333333333

C 1 23,5678 3,8561 6 7,594936709

C 2 29,5775402 3,12357 79 100

C 3 32,0683756 2,9039 11 13,92405063

C 4 38,5095204 2,4762 11 13,92405063

C 5 39,1322292 2,4429 13 16,4556962

C 6 43,841465 2,2259 8 10,12658228

C 7 48,1031287 2,0713 10 12,65822785

Nota: La tabla presenta los picos con mayor intensidad de las tres muestras evaluadas, extraidas de los
datos de los difractogramas, segun los picos descritos en la figura 29.
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Figura 28
Patrones de Difraccidon de Rayos X de las muestras de nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata soportadas en poliuretano.
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Nota: La gréafica presenta los difractograma de los filtros prototipo obtenidos con tres concentraciones de plata (A, B y C). Fuente: Elaboracion propia
con datos extraidos del equipo DRX y procesado en el software Origin.
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En el difractograma A podemos observar una baja intensidad por parte de las sefales
por lo que los picos correspondientes a las nanoparticulas metélicas no se visualizan con
facilidad. Presenta una sefial en 20=29.46° correspondiente a plata metalica, mas las
sefiales de cobre no se visualizan por lo que se supone que esta concentracion no ayuda
a la estabilidad de las nanoparticulas de cobre y/o las concentraciones son tan minimas

gue no se visualiza su deposicion en el soporte.

Se detectaron picos de difraccion en B con sefiales en 20=34.75°, 39.064°, 42.55°,
44.73° y 50.20°. siendo de mas alta intensidad las dos primeras. En este difractograma
resaltan las sefiales correspondientes a fases secundarias de compuestos cupricos, y en
segundo lugar en intensidad las sefales caracteristicas de la plata metéalica alrededor de
los &ngulos en 38,2° y 44,2°. Vemos también la presencia de sefiales de cobre metalico,
pero debido a su menor intensidad podemos concluir que las nanoparticulas que se
obtuvieron son, en su mayoria, nanoparticulas de 6xido de cobre-plata, ademas de que
la plata no se aglomera alrededor de las nanoparticulas de cobre, sino que forma
nanocompuestos que permiten la utilizacion de las propiedades de ambos componentes.
Los picos de difraccion en el difractograma C aparecen en angulos de 20=29.57°,32.06°,
42.56°, 43.28° y 49.61°, que concuerdan con las sefiales de difraccidon de plata metalica
y oxidos de cobre. La sefial predominante en el difractograma es la de plata, superando
a las sefiales obtenidas en los otros diagramas debido a la concentracion mas elevada
de este metal al momento de sintetizar las nanoparticulas. La intensidad de las fases de
cobre es similar a las del difractograma B, por lo que podemos afirmar que no hubo
demasiada diferencia en cuanto a la cantidad de nanocompuestos cupricos entre estos
dos filtros, mas la sefal de plata en este grafico indica la probabilidad de que esta
nanoparticula este recubriendo en su totalidad las nanoparticulas de cobre, dificultando

su visualizacion en el difractograma.

La cuarta grafica presenta los difractogramas de los tres filtros prototipo. En el
difractograma B podemos observar una mayor intensidad de sefales alrededor de 35° y
39° que disminuyen considerablemente en la grafica C, donde resalta con mayor

intensidad la sefal en los 29°. La estructura de las nanoparticulas se conservo, adn
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después de 8 semanas de su obtencion y se pudo observar que la intensidad de los

metales difiere aun cuando se utilizo la misma cantidad de sal precursora de cobre.

Los resultados hallados coinciden con lo descrito por Thirumoorthy et al. (2024), Malik
et al. (2023) y Sanchez Ramirez (2021) en cuanto a las sefiales en 42.55°, 49.8° que son
caracteristicas de Cuqui1) y Cuoo), respectivamente; y Thirumoorthy et al. (2024), Malik
etal. (2023) y Changanaqui Barrientos et al. (2019) en intensidad de las sefales
caracteristicas de la plata metélica alrededor de los angulos en 38.2° y 44.2°
correspondientes a la Agai1) Y Ageoo). Los resultados no coinciden a lo hallado por Marin
Silva (2022) sobre los picos de intensidades presentados en las regiones menores a los
20=35°, pues este autor no obtuvo intensidades en esta zona para ninguno de los
metales. Thirumoorthy et al. (2024), Malik et al. (2023) y Marin Silva (2022) obtuvieron
picos en regiones mayores a los 60°, correspondientes al Cu@20), Age20) Y Aga1),

intensidades que no se pudieron observar en los difractogramas obtenidos.

Las gréficas obtenidas presentan picos de intensidad en la region de 30-60° que segun
Marin Silva (2022) corresponde a la plata y el cobre, aunque la intensidad varia a lo
descrito por el autor. La sal de plata ayudo a la estabilidad de las nanoparticulas de cobre,
por lo que al aumentar la concentracién de plata se aumentd la intensidad de la sefal
medida (Calderén Herrera, 2022), asi como la estabilidad del cobre, haciendo mas visible
estos picos en los difractogramas. Al igual que en el apartado anterior, podemos afirmar
gue un incremento de la sal de plata puede causar un recubrimiento idéneo de las
nanoparticulas de cobre, mas un exceso puede ocasionar aglomeramiento y en este caso
impide la visualizacion de otras sefales en los difractogramas. En los difractogramas
obtenidos se observo ruido que de acuerdo con Sanchez Ramirez (2021) y Thirumoorthy
et al. (2024) se debe al recubrimiento organico utilizado al momento de la sintesis de los
nanoparticulas, en este caso los metabolitos secundarios existentes en el té verde por lo
gue la no aparicion de picos en la region de los 60° puede atribuirse a una superposicion
de los reductores vegetales. Li et al (2022) indica que las posiciones de los picos no
varian después de incorporar las nanoparticulas metalicas, por lo que deduce que el

método in situ de deposicion de las nanoparticulas minimizo la influencia de éstas sobre
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la matriz de poliuretano o la matriz en si no presenta sefiales que interfieren con la lectura

en el equipo de rayos X.

4.7. Determinacién de actividad antibacteriana mediante el método de siembra en
agar en las nanoparticulas bimetélicas

La tabla 12 muestra los resultados de las pruebas antibacteriales de las nanoparticulas

bimetalicas frente a E. coli, utilizando como control las nanoparticulas de cobre, que son

la base para la obtencion de las nanoparticulas bimetélicas.

Tabla 12
Medicion de los halos de inhibicion (cm) generados por las nanoparticulas frente a cepas de E. coli

MEDICIONES
AGENTE INHIBIDOR
1 2 3

Nanoparticulas de cobre 0.5 1.0 0.7
Nanoparticulas bimetalicas con

concentracion Ag 1mM (A) 2.3 L7 1.8
Nanoparticulas bimetalicas con

concentracion Ag 10Mm (B) 3.4 48 2.0
Nanoparticulas bimetalicas con 29 30 26

concentracion Ag 100Mm (C)

Nota: La tabla presenta las mayores longitudes generadas por las nanoparticulas de cobre y bimetalicas
(liquidas) sobre el cultivo de E. coli.

La figura 29 presenta los halos de inhibiciéon (cm) de la bacteria Escherichia coli utilizando
el método de siembra en agar para las nanoparticulas de cobre y bimetélicas de cobre-
plata, en donde la capacidad antibacteriana de las nanoparticulas bimetalicas quedo

probada por la aparicion de zonas claras en el medio de cultivo inoculado.

Las nanoparticulas de cobre no presentaron una actividad antibacterial marcada, aunque

este hecho puede ser por el tiempo de envejecimiento de estas particulas, ya que
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transcurridos tres dias desde la sintesis tienden a desestabilizarse. Las nanoparticulas
bimetalicas en concentracion de plata de 1 mM presentaron una actividad ligeramente
mayor a la presentada por las nanoparticulas de cobre, pudiéndose observar un cambio
de coloracion en los halos de inhibicion. Contrario a esto, las nanoparticulas bimetalicas
de concentracion de plata de 10 mM presentaron una clara zona de inhibicién, en donde
el impedimento del crecimiento bacteriano es evidente, al igual que las nanoparticulas de
concentracion 100 mM, aunque estas presentaron menores halos de inhibicion. Estas
muestras siempre presentaron efecto antibacterial frente a E. coli, en especial las
muestras de nanoparticulas bimetalicas de concentracion 10mM con un halo de inhibicion
mayor y las de 100mM pues la inhibicibn generdé un halo de color mas oscuro que
indicaria una capacidad antibacterial mayor e incluso un efecto bactericida marcado,

debido a la mayor cantidad de plata utilizada.

Figura 29

Halos de inhibicién de las nanoparticulas de cobre y bimetalicas frente a cepas de Escherichia coli.

Nota: Evaluacién de actividad antibacterial de nanoparticulas de cobre (1-3), nanoparticulas bimetalicas a
concentraciéon de plata de 1mM (4-6), 10mM (7-9) y 100mM (10-12).
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Los resultados hallados en cuanto a la capacidad antibacteriana de las nanoparticulas de
cobre muestran valores alrededor de 1 cm de diametro, que no coinciden a lo encontrado
en publicaciones similares. Rajeshkumar et al. (2019) y Li etal. (2022) mostraron
elevados halos de inhibicibn para cobre, variable segin la concentracion de cobre
utilizada al sintetizar las nanoparticulas. Comparando los datos obtenidos con otras
publicaciones pudimos observar que los halos de inhibicion obtenidos en este
experimento son menores, mas esto puede ser atribuible al tiempo de envejecimiento de
las muestras, pues al transcurrir mas de tres dias las nanoparticulas empezaron a

aglomerarse y por tanto el efecto antibacterial disminuy®.

Las nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata mostraron halos de inhibicion de hasta 50
mm para las nanoparticulas bimetélicas en concentraciones de 10 mM. EI-Rahman et al.
(2022) encontr6 halos de inhibicion para E. coli que varian entre 20-28 mm, a
concentraciones de 10 mM de sal precursora de plata por lo que se presenta que al afiadir
sal de plata sobre las nanoparticulas de cobre ya sintetizadas se logré la estabilidad del
cobre por un tiempo mas prolongado, y, en segundo lugar, se maximizaron las
propiedades antibacteriales de las nanoparticulas, pues en este estudio se reportan
inhibiciones mayores a las halladas en las nanoparticulas de cobre y de plata por
separado. En concordancia con este hecho Fernandez et al. (2020) obtuvo halos de
inhibicion de 3, 4 y 6 mm, que disminuian segin aumentaba el tamafio de nanoparticula,
indicando que a medida disminuye el tamafio de nanoparticula, se produce un mayor
efecto inhibitorio. Sin embargo, sin hablamos de efecto bactericida los resultados hallados
indican que, en cuanto a las nanoparticulas bimetalicas de cobre-plata, una mayor
concentracion de plata no necesariamente mejora la actividad antibacteriana ya que los
mejores resultados presentaron una concentracion similar de cobre y plata, garantizando
un recubrimiento idéneo de las nanoparticulas y optimizando su efecto antibacterial frente

a Escherichia coli, un microorganismo comunmente hallados en las aguas residuales.

Las muestras con concentraciones de plata de 1mM y las de cobre presentan efecto
antibacterial que, aunque no es comparable a lo descrito por las otras muestras, son
resultados bastante eficaces frente al microorganismo evaluado y son comparables entre

si. Se pudo observar que las muestras con concentraciones de plata de 10mM y 100mM
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provocan un efecto similar, sobre la inhibicion de las cepas de E. coli. Estos datos cobran
mayor relevancia ya que la concentracion de 10mM es la décima parte de la
concentracion de 100mM. Es decir, con una décima parte de la concentracién de plata
se obtuvo efectos similares o mejores de inhibicién en cepas bacterianas de E. coli.

4.8. Determinacion de actividad antibacteriana mediante el método de siembra en
agar en los filtros dopados con nanoparticulas bimetélicas

La figura 30 muestra los resultados de las pruebas antibacteriales de los filtros dopados

con nanoparticulas bimetalicas frente a E. coli, utilizando como control el soporte

escogido, es decir, poliuretano que paso6 por un proceso de activacion.

Figura 30

Halos de inhibicion de los filtros dopados con nanoparticulas bimetdlicas frente a cepas de E. coli.

Nota: Evaluacién de actividad antibacterial de poliuretano comercial (1), poliuretano con nanoparticulas a
concentracion de plata de 1mM (2), 10mM (3) y 100mM (4).

Las pruebas de capacidad antibacteriana realizada a los filtros prototipo frente a E. coli
no mostraron ningun halo de inhibicion sobre el agar en ninguna de las muestras puestas
a incubacién. Sin embargo, se observa que hubo una ligera inhibicion de crecimiento
bacteriano pues el color cambid por lo que la realizacién de una prueba de cuantificacion
bacteriana generaria mejores resultados en cuanto a la accidén antibacteriana de los
filtros. Los filtros frente a las cepas bacterianas de E. coli no mostraron inhibicion alguna,
mas esto puede ser atribuible a la inmovilizacién de las nanoparticulas sobre la superficie
del soporte que limita su actividad antibacteriana. Esto coincide por lo descrito por
Ferndndez et al. (2020) ya que en su investigacion no se produjo inhibicion alguna sobre
el cultivo de E. coli; y presenta diferencias a lo hallado por Urdapilleta Inchaurregui (2020)

gue consiguié un halo de inhibicion de 0.06 cm. Estos resultados indican que la prueba
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no es la adecuada para evaluar la capacidad antibacteriana de los filtros; por tanto, los
resultados donde se realice una interaccion entre el filtro y los microorganismos
contribuiran para saber la accion antibacteriana de cada filtro obtenido, especialmente en
pruebas en donde existe una interaccion directa y constante en toda la superficie de la

matriz obtenida.

4.9. Cuantificacién de actividad antibacteriana mediante la técnica por diluciones
en tubo multiple

La tabla 13 muestra los resultados proporcionados por el laboratorio Louis Pasteur

referentes a coliformes termotolerantes, medidos en NMP/100mL. Debido a que los

resultados anteriores no permitieron analizar la actividad antibacterial de los filtros se

realizé una prueba de cuantificacion bacteriana, que nos permiti6 observar el efecto

producido por las nanoparticulas bimetalicas soportadas en los filtros sobre

microorganismos presentes en aguas residuales.

Tabla 13

Cuantificacion de coliformes termotolerantes mediante técnica por dilucién en tubos multiples

N° de L CT CT reducidos %

] Denominacion o
experimento NMP/100mL NMP/100mL Remocién
AGUA
1 54*10° - -
RESIDUAL

2 A 17*10* 52.3*10° 96.8518
3 B 39*102 53.96*10° 99.9277
4 C 13*10* 52.7*10° 97.5926

Fuente: Datos proporcionados por el laboratorio Louis Pasteur.

Mediante la técnica por Diluciones en Tubo multiple se redujo considerablemente la

cantidad de coliformes termotolerantes en las muestras de agua filtrada (figura 31). La
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diferencia entre las concentraciones iniciales y finales es marcada; ademas de que el
disefio del experimento permitié una interaccion directa entre las aguas y los filtros
obtenidos, observando que filtro produjo mejores resultados en cuanto a reduccion de

coliformes en comparacion con los otros filtros.

Figura 31

Concentracion de Coliformes Termotolerantes antes y después de la realizacion del experimento.

c | 130000

B | 3900 - CONCENTRACIONES OBTENIDAS
DESPUES DE REALIZAR EL EXPERIMENTO

A | 170000

—

0 1000000 2000000 3000000 4000000 5000000 6000000
COLIFORMES TERMOTOLERANTES NMP/100ML

Fuente: Elaboracidn propia con datos extraidos del Anexo 6.

Segun la Autoridad Nacional del Agua, el limite méaximo para los efluentes de Aguas
Residuales Domésticas o Municipales en medicién de Coliformes Termotolerantes es de
10 000 NMP/100mL y el Decreto Supremo N° 015-2015-MINAM establece los LMP para
cuerpos hidricos, en este caso el rio Huatanay, no debe superar los 2000 NMP/100mL.
Los valores iniciales del Agua Residual obtenida en este experimento no se encuentran
dentro de los Limites establecidos por estandares de calidad de agua, superan en gran
medida los exigidos por la ley y nos muestran un agua contaminada, no apta para su
vertimiento en cuerpos hidricos sin un tratamiento adecuado. La tabla 13 muestra que

ninguno de los experimentos, a pesar de que reducen considerablemente la cantidad de
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Coliformes, cumplen los LMP establecidos por los reglamentos. Un propésito de la
investigacion era la comprobacion de que si al reducir la concentracion de la sal de plata
y estabilizarla con el cobre, un metal con menor toxicidad, se obtendria un efecto
bactericida similar. La figura 32 muestra el efecto de estos filtros. La grafica de la
izquierda muestra la relacion de coliformes termotolerantes reducidos (tabla 16) y la

concentracion de plata y cobre en los filtros (tablas 8 y 9).

Figura 32

Relacion entre la remocién de coliformes termotolerantes versus las concentraciones de cobre y plata en
los filtros prototipo
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Fuente: Elaboracién propia con datos extraidos de la caracterizaciéon por Absorcién Atdmica y los
resultados proporcionados por el laboratorio Louis Pasteur, especificados en el Anexo 5y 6.

Podemos observar la reduccion de los numeros de los coliformes termotolerantes segun
varia la concentracion de las nanoparticulas utilizadas en los filtros. Los resultados
muestran porcentajes altos de remocion, independientes de la concentracion de
nanoparticulas utilizada en cada filtro; aunque al observar las cifras el filtro B nos

proporcion6 nimeros mas bajos en cuanto a remocion de estos contaminantes. Los filtros
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Ay C presentan nameros similares, hecho a destacar ya que, aunque la concentracion
de cobre sea la misma la de plata es cien veces mayor en el C que en el A; sin embargo,
su actividad bactericida es similar, y menor que la del filtro B, lo cual se observa en las
gréaficas de la derecha de la figura 32, que muestran la relacién entre la concentracion de
sales precursoras en los filtros prototipo versus el porcentaje de remocién de coliformes.
Se visualiza que al llegar a un punto el porcentaje de remocion alcanza un maximo,
siendo este la concentracién de AgNOz 10 mM, para proceder a una disminucién en
porcentaje de efectividad a medida aumenta la concentracién; mientras que la
concentracion de Cu(NOs)2 permanece constante en las tres muestras y por tanto no
influye en la remocion, aunque si en la estabilidad de las nanoparticulas bimetalicas. Se
atribuye este hecho a la eficiencia de las propiedades de las nanoparticulas bimetalicas,
ya que también fue el filtro B el que presentd mejores resultados en las demas
caracterizaciones realizadas en esta investigacion. Con esta informaciéon podemos
afirmar que la utilizacién de cobre y plata para obtener filtros incrementa el efecto
bactericida de los metales utilizados, ademas de que el tener menos concentracion de
plata se reduce el efecto toxico que estas producen, posibilitando su uso en la

remediacion de aguas.

Los resultados obtenidos, al igual que Calderén Herrera (2022) presentaron un efecto
antibacterial de casi el 90% utilizando nanoparticulas sobre una matriz activada. El cobre,
recubierto por plata metalica, present6 alta accion antibacterial incluso a concentraciones
menores comparable al de la plata sola, por lo que la reduccién notable de la cantidad de
coliformes termotolerantes demuestra la efectividad de los filtros obtenidos. Las
cantidades de Coliformes Termotolerantes obtenidas en este experimento no concuerdan
con lo reportado por Diaz Bayuelo & Soler Cediel (2021) y Mogollon Cortez & Veloz
Chipre (2021). En ambos casos el porcentaje de remocion fue menor a lo reportado por
la presente investigacion por lo que se afirma que el potencial de estos filtros y de las

nanoparticulas bimetéalicas es mayor a la utilizacion de nanoparticulas simples.

Mogollon Cortez & Veloz Chipre (2021) afirman que, mediante la aplicacién directa de
nanoparticulas de plata se logré una eficiencia mayor al 50% en cuanto a remocién de

estos contaminantes. El problema con la agregacion directa de nanoparticulas sobre
75



medios contaminados es la pérdida de la efectividad de estas después de un tiempo
determinado, ademas que se dificulta su recuperacion una vez depositadas, ademas de
la contaminacién generada a cuerpos de agua (Xu etal., 2023). Este problema se
soluciona al soportar las nanoparticulas en una matriz, facilitando su recuperaciéon y
reduciendo la contaminacion en los medios en los que se aplique. Al analizar estas
investigaciones podemos inferir que la reduccion de microorganismos como los
Coliformes Termotolerantes dependen en gran medida de la deposicion de los agentes
inhibidores sobre el soporte. Al haber obtenido un soporte con mayor area superficial y
gue facilite su interaccion con medios contaminados como en la presente investigacion
se pudo obtener unos filtros con elevada capacidad antibacteriana, efectivos frente a
microorganismos como el género de los coliformes termotolerantes, presentes en gran
medida en las aguas residuales, por lo que el potencial del uso de filtros con
nanoparticulas bimetélicas para la remediacion de aguas residuales queda ampliamente

recomendado.
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CONCLUSIONES

Se logr6 obtener los filtros prototipo de poliuretano dopados con nanoparticulas
bimetélicas de cobre y plata, aplicando el procedimiento de sintesis de las nanoparticulas
sobre el soporte activado elegido (poliuretano comercial), y se evalué su impacto en el
tratamiento de aguas residuales, frente a microorganismos comunmente hallados en
estas, donde los resultados obtenidos presentan la eficiencia de los filtros en procesos
de purificacion de aguas residuales domésticas contaminadas.

Se llegd a sintetizar las nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata, a partir de sales
precursoras de Cu(NOs)2 y AgNOs y extracto hidroetandlico de té verde. La
caracterizacion se llevé a cabo mediante métodos espectroscépicos como el UV-visible
y Absorcion Atdmica de llama; obteniendo en el rango UV-visible sefiales caracteristicas
al cobre en 550 y 700 nm y caracteristicas a la plata en 430 nm; y en Absorcion Atdmica
una disminucion de las sefiales de los compuestos cupricos a medida incrementaba la
concentracion de plata, por lo que se concluye que debido a que la sefial de la plata se
superpone a la del cobre en la lectura de los equipos se evidencia un recubrimiento y por

tanto la formacion de nanoparticulas bimetalicas nucleo-coraza..

Las nanoparticulas obtenidas fueron soportadas exitosamente sobre la matriz elegida,
poliuretano comercial. La caracterizacion se realiz6 mediante Difraccion de Rayos X, en
donde los filtros presentaron sefiales en angulos de 29.57°,32.06°, 42.56°, 43.28° y
49.61°, concordantes con las sefiales de difraccion de la plata y cobre metalico. En las
gréficas también se pudo observar el impacto que genera la adicion de plata sobre los
nanocompuestos pues esta se superpone a las otras intensidades halladas, ademas de
las interferencias generadas en la lectura por el extracto vegetal; sin embargo, se lograron
identificar los componentes elementales de las nanoparticulas bimetalicas, afirmandose
la deposicion exitosa de estas sobre la superficie del poliuretano. El soporte de
poliuretano ayuddé a la conservacion de la estabilidad y las propiedades de las
nanoparticulas, incluso después de semanas de su obtencién; haciéndolo una matriz

idonea para soporte de nhanocompuestos.
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Se evaluo la capacidad antibacteriana de los filtros de poliuretano, primero frente a cepas
de Escherichia coli en donde las nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata obtuvieron
halos de inhibicién de un promedio de 1.7 — 4.8 cm, dependiendo de la concentracion de
plata precursora. Los filtros dopados con nanoparticulas bimetélicas fueron evaluados
frente a aguas residuales domésticas contaminadas pertenecientes a un cuerpo de agua
de la ciudad del Cusco. Al soportar las nanoparticulas bimetalicas de cobre y plata con
probada actividad antibacteriana en una matriz porosa y flexible como es el poliuretano,
se logro disminuir la cantidad de Coliformes Termotolerantes presentes en las muestras
de agua, obteniendo un porcentaje de remocién de coliformes termotolerantes en cada
filtro del 96, 99 y 97%, afirmando la efectividad de los filtros sintetizados en la remocién
de microorganismos presentes en aguas residuales. Por consiguiente, se concluye que
estos filtros son una viable alternativa para la remediacion de aguas residuales,
especialmente en zonas donde existe escasez de insumos para la purificacion de agua

de consumo.
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SUGERENCIAS

Al gobierno regional y a los gobiernos locales de la region Cusco se sugiere el monitoreo
constante de los recursos hidricos de la region y establecer politicas para el tratamiento
de aguas antes de su vertimiento en los cuerpos de agua. Se hace énfasis en la busqueda
de alternativas para implementar sistemas de tratamiento de aguas en zonas alejadas,
independientes de insumos quimicos de dificil acceso. El uso de estos filtros debera
presentarse como una alternativa al procedimiento de cloracion de aguas, en especial en
zonas rurales donde la implementacién de estos procedimientos es complicada. Ademas,
se recomienda la utilizacion de estos filtros junto a otros procedimientos de tratamiento

primario y secundario de aguas, para mayor efectividad en la obtencidén de aguas limpias.

A la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco se recomienda incentivar el
desarrollo de investigaciones dirigidas a solucionar problemas actuales mediante
convenios con diversas instituciones ambientales, brindando mayor financiamiento a
actividades de investigacion, en busca de su publicacién en revistas internacionales.
Asimismo, se recomienda la implementacion de laboratorios de analisis e investigacion,

incentivando la realizacion de estudios aplicados.

A la Escuela Profesional de Quimica se recomienda brindar apoyo logistico para la
realizacion de los trabajos de tesis, asi como la busqueda de colaboraciones con otras
Escuelas Profesionales para realizar investigaciones mas completas, realizadas por
grupos de especialistas. También se invita la comprobacion de la efectividad de los filtros
obtenidos sobre la remocion de otros contaminantes como sulfatos, nitritos, metales
pesados y otros tipos de microorganismos para saber si es factible su aplicacion en zonas

cercanas a aguas residuales industriales o mineras de la region.

A otros investigadores se recomienda la evaluacion de otros parametros al momento de
sintetizar dos o mas nanoparticulas metélicas en un soporte, pues su combinacién mejora
en demasia sus propiedades, hecho comprobado en esta investigacion con las
propiedades antibacteriales de las nanoparticulas bimetéalicas de cobre y plata. Ademas,

incrementar un analisis elemental de los nanomateriales obtenidos, mediante técnicas
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espectroscopicas como el EDX, FRX, SEM o TEM, seria ideal para conocer la
composicion y forma de los materiales depositados en la matriz elegida y asi mejorar y
hacer mas eficaz el procedimiento de obtencion de estos filtros. La utilizacion de otros
agentes reductores para la sintesis de nanocompuestos presenta alternativas para la
obtencion de diferentes materiales metalicos con amplia actividad antimicrobiana, por lo
gue se sugiere realizar investigaciones que optimicen el uso de nanomateriales en la

remediacion de medios contaminados.
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ANEXO 1

MATRIZ DE CONSISTENCIA DEL PROYECTO DE TESIS: “OBTENCION DE FILTROS PROTOTIPO DOPADOS CON NANOPARTICULAS BIMETALICAS
PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES, CUSCO: 2023-2024"

IEI\R/ESB'II:II(EB,\KACI%IIE\I OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES IVIIII;'SI'EFI;%'\IZI(E)'(\.I?TC?O
5 TIPO DE )
PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS INVESTIGACION:
GENERAL GENERAL GENERAL Explicativa-
s Sales correlacional
PARAMETROS DE precursoras
¢Es factible 2 | Sptener  fitros  de | ES factible la obtencién SINTESIS PH
obtencién de filtros de h de los filtros  de e Activacion ENFOQUE DE
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poliuretano  dopados Cu-AgNP para el poliuretano dopados con del soporte INVESTIGACION:
con Cy-AgNP para el tratamiento de aguas Cu-AgNP para el Cuantitativo
tratamiento de aguas . tratamiento de aguas
residuales? residuales. residuales VARIABLE
| ’ INDEPENDIENTE: .
PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS CONCENTRACIONES N DISENODE
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICAS DE COBRE Y PLATA CARACTER|ZAC|ON . UV-VISI.b,|e |NVE$T|GAC|ON.
EN FILTROS ESPECTROSCOPICA | * Absorcion Experimental
¢Cuéles  son las | Sintetizar CU-AGNP Y | Co po it |0 ciniecic PROTOTIPO Atomica
condiciones ~ optimas | caracterizarlas mediante | —> _C L - Lo U0 CuY e+ DRX
para la obtencién de | métodos AGNP MUESTREO:
Cu-AgNP? espectroscopicos. gne. Aleatorio: Aguas
residuales
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O:)(;i?ﬂc'%n de los f””g: fitros  prototipo  de | de los filtros prototipo de TECN.ICAS' L,
Soliure?ano dopados | Poliuretano dopados con | poliuretano dopados con METODO DE Er):gltia;smggtgg[gg y
con Cu-AgNP? Cu-AgNP. Cu-AgNP. SIEMBRA EN AGAR o HaIOS -d’e
inhibicion
VARIABLE INSTRUMENTOS:
,Qué efecto . Los filtros  prototipo | DEPENDIENTE: Fichas de
. Eval I dad !
produciran las aXSbL;irteriZnacagzm |Zs dopados con | CAPACIDAD recoleccién de
nanop,za‘rtlculas . nanoparticulas ngnop'a_rtlculas ANTIBACTERIANA datos
bimetalicas y filtros bimetalicas filtros bimetélicas reducen la Ensayos de
prototipo sobre la carga rototino eny aquas | €292 bacteriana laboratorio
bacteriana de aguas p id Ipl 9 presente en  aguas TECNICA NMP e % CT.
residuales? residuaies. residuales. reducidos Software
estadistico
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ANEXO 2
CRONOGRAMA DE EJECUCION DE PROYECTO DE TESIS: “OBTENCION DE FILTROS PROTOTIPO DOPADOS CON
NANOPARTICULAS BIMETALICAS PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES, CUSCO: 2023-2024”

2023 2024
No ACTIVIDADES

A S @] N D E F M A M J J A S O N

1 | Aprobacién de Protocolo de Tesis

2 | Inicio de Proyecto de Tesis

3 | Pruebas experimentales

4 | Realizacion ensayos de laboratorio

Construccion de instrumentos para

toma de muestras

6 | Andlisis en laboratorio

7 | Analisis de datos

8 | Redaccion del primer borrador

9 | Aprobacién de Apto al Titulo

10 | Redaccion del informe final

11 | Asignacion Dictaminantes

12 | Aprobacién del informe final

13 | Determinacion de hora y fecha

14 | Sustentacion
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ANEXO 3

FIGURA N°33. OBTENCION DEL EXTRACTO VEGETAL

C. Preparacion del extracto de té verde D. Maceracién

FIGURA N°34. BIOSINTESIS DE LAS NANOPARTICULAS BIMETALICAS

_A8 ’\/ _—

A. Preparacion de las nanoparticulas de cobre
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A. Preparacion de las muestras

B. Equipo de espectroscopia UV-visible

C. Lectura de las muestras en el equipo
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FIGURA N°36. CARACTERIZACION POR ABSORCION ATOMICA

B. Curva patron C. Equipo de Absorcion Atdmica

FIGURA N°37. ACTIVACION DEL SOPORTE DE POLIURETANO

A. Prueba de retencion de nanoparticulas
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C. Evaluacién de presencia de plata en los filtros de poliuretano

FIGURA N° 38. OBTENCION DE LOS FILTROS PROTOTIPO

A. Sintesis in situ de las nanoparticulas de cobre
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D. Obtencidén de los filtros dopados con nanoparticulas bimetalicas

FIGURA N°39. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA MEDIANTE EL
METODO DE SIEMBRA EN AGAR

A. Preparacion de los agares
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D. Halos de inhibicién de las muestras obtenidas
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FIGURA N°40. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE AGUA RESIDUAL

Camal Municip

Buerta de ia

13°33'13.3"S 71°52'26.3"W b

B. Recoleccion de muestras de aguas residuales
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FIGURA N°41. ARMADO DEL SISTEMA DE FILTRACION PARA LA
CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

B. Recoleccion de muestras de agua tratada
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ANEXO 4
RESULTADOS DE ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

CONTROL UV-VISIBLE DE LOS SPR DE LAS NANOPARTICULAS DE COBRE

CONTROL UV-VIS

N y [CUNO3] Dia 1l Dia 3
° P - -
mM Dilucién Longitud Longitud
Absorbancia de onda Absorbancia de onda
(nm) (nm)
1 10 10 5% 0.142/0.08 400/670 0.25 430
2 10 15 5% 0.097/0.07 400/510 0.14 430
3 10 20 5% 0.138/0.05 400/510 0.24 430
4 8 10 5% 0.21 430 0.4 435
5 9 10 5% 0.28 430 0.39 435
6 10 10 5% 0.33 430 0.25 430
7 11 10 5% 0.46 430 0.61 430
8 12 10 5% 0.31 430 0.75 430

CONTROL UV-VISIBLE DE LOS SPR DE LAS NANOPARTICULAS BIMETALICAS DE COBRE-PLATA

Control UV-Visible

" [AgNOs] [AgNOg] Dia 1 Semana 1l
mM mL Dilucién Longitud Longitud
Absorbancia deonda Absorbancia de onda
(nm) (nm)
1 8 1 5 2% 0.31/0.1 430/650 0.28/0.05 433
2 9 1 5 2% 0.33/0.12 430/650 0.3/0.2 430
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIAY ESPECTROM’ETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Cusco, 13 de Diciembre del 2023
Solicitantes : Pierina Francesca Luque Callo
Tipo de Analisis : Determinacion de Cobre y Plata
Metodo ; Absorcion Atomica llama
Tipo de Muestras : Nanoparticulas de Cobre y Plata

Cantidad de Muestra : 3 frascos de vidrio con 20 mL aproximadamente de cada uno
Almacenamiento 14 °C.

Condiciones de Analisis por Espectrofotometro

Equipo : Espectrofotometro Absorcion Atomica Varian AA240FS
Longitud de Onda : 324.8 nm (Cobre) 328.1 nm (Plata)
Correccion de Fondo : Activado.
Modo de medicion : Absorvancia (llama)
Software de Control : SpectrAA
Lecturas por Muestra 03
Muestra Agmg/L  Cumg/L
1T MA1 5.456 16.968
2 MA2 5.431 16.909
3 MA3 5.419 16.812
4 MB1 13.083 5.151
5 MB2 13.066 5.133
6 MB3 13.038 5.126
7 MC1 51.46 1.871
8 MC2 51.01 1.882
9 MC3 50.85 1.885
10 Ag1.5 1.412 1.553

Nota: La determinacion expresa los ppm de Cobre y Plata presente en la
muestra, la metodologia de la medicion es de acuerdo al fabricante del equipo.

Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria ~ UNSAAC.
CQP -914



Informe de SpectrAA. 01:02 p.m. 13/12/2023

Pagina 1de 5

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
Facultad de Ciencias
Laboratorio de Cromatografiay Espectrometria

Analista JCHP
Fechade inicio 10:40 a.m. 13/12/2023
Hoja de trabajo Cu 04

Comentario
Métodos

Nombre ordenador

N° de Serie:

Cu
UNSAAC-CB4D71BB

Método: Cu NP (Llama)

Hemento - Matriz: Cu - NP
Tipo de instrumento: Llama
Unidades de Conc.: mg/L

Modo del instrumento: Absorbancia
Modo de muestreo: Manual
Modo de calibracion: Concentracién
Modo de medida: Integracion
Réplicas Patrones: 3

Réplicas muestras: 3

Factor de expansion: 1.0
Lecturaminima: Desactivado
Suavizado: 7 puntos
Cifras Decimales Conc: 3

Longitud de onda: 324.8 nm
Anchurade rendija: 0.5nm
Ganancia: 38 %
Corriente de lampara: 4.0 mA
Posicion de lalampara: 4

Correccién de fondo:

C. Fondo activado

PATRON 1: 0.500 mg/L
PATRON 2: 1.000 mg/L
PATRON 3: 1.500 mg/L
PATRON 4: 5.000 mg/L
PATRON5: 10.000 mg/L
Frec. de ajuste de pendiente: 50

N° Patron para ajuste de pendiente: 2

Limite Inf. Ajuste de Pendiente: 75.0 %
Limite Sup. Ajuste de Pendiente: 125.0 %
Frec. de recalibracion: 100
Algoritmo de calibracion: Racional Nuevo
Limite inferior de calibracion: 20.0 %
Limite superior de calibracion: 150.0 %
SIPS: Desactivado
Tiempo de medida: 5.0s
Retraso previo alalectura: 4s

Tipo de llama: Aire/Acetileno
Flujo de Aire: 13.50 L/min
Flujo de acetileno: 2.00 L/min

Alturadel quemador: 0.0 mm



Informe de SpectrAA.

01:02 p.m. 13/12/2023

Muestra ID Concentracién mg/L %RSD SD
CERO CAL 0.000 30.7 0.0003
Lecturas
0.0012 0.0007 0.0008 13/12/2023 12:24:52 p.m.
PATRON 1 0.500 1.0 0.0006
Lecturas
0.0590 0.0599 0.0600 13/12/2023 12:25:28 p.m.
Abs  CEROCAL Abs  PATRON1
0.013 | 0.077
0.060'[”1“‘ R et i e Y
0.005 | ' A i
mh! l I 1||} W) l“(‘ ﬂ q‘ h M 0.040
0.000 || W m ‘ M“ ﬂ h],l ‘1 -
-0.005 | i
0.000
-0.012
| I | | | I | I
0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0
Tiempo Tiempo
PATRON 2 1.000 0.5 0.0006
Lecturas
0.1251 0.1238 0.1243 13/12/2023 12:26:00 p.m.
PATRON 3 1.500 0.3 0.0005
Lecturas
0.1875 0.1885 0.1880 13/12/2023 12:26:34 p.m.
Abs PATRON 2 Abs PATRON 3
0.15 | 0.22 | \
0.10 | 0.15 |
i 0.10 |
0.05 |
0.05
0.00 | 0.00]]
| I | I | I | 1
0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0
Tiempo Tiempo
PATRON 4 5.000 1.4 0.0070

Lecturas
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01:02 p.m. 13/12/2023

Pagina 3de 5

PATRON 5

Abs PATRON 4

0.4981 0.4880 0.4848 13/12/2023
10.000 0.2 0.0024

Lecturas

1.0348 1.0372 1.0323 13/12/2023

Abs PATRON5

12:27:12 p.m.

12:27:50 p.m.

O'SS_WWMMWM,W 119 T
1.00 |
0.40 |
0.20 | 0.50
0.00 | 0.00
_\ T T 1 1 T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0
Tiempo Tiempo
Ajuste de curva Racional Nuevo
Conc.caracteristica 0.035 mg/L
r 0.9998
Concentracion calculada = 0.007 0.488 1.047 1.623 4.649 10.125
Residuales -0.007 0.012 -0.047 -0.123 0.351 -0.125
Conc = A
(0.03346 x A x A - 0.05704 x A +0.12539)
Abs  Racional Nuevo - Calibracion fijadal
1.037
0.50 |
0.00 |
| | | | | |
0.000 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000
Cu mg/L
MA1l 16.968 0.3 0.0006
Lecturas
0.1965 0.1962 0.1953 13/12/2023 12:28:40 p.m.
Dlucién introducida por usuario
10.000
MA2 16.909 0.6 0.0012

Lecturas



Informe de SpectrAA.

01:02 p.m. 13/12/2023
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MA3

MB1

mMB2

M B3

MC2

MC3

Culb

0.1967 0.1945

Dlucién introducida por usuario
10.000

16.812 0.2
Lecturas

0.1946 0.1938

Dlucién introducida por usuario
10.000

5.151 0.1
Lecturas

0.5371 0.5377

Dlucién introducida por usuario
1.0000

5.133 0.3
Lecturas

0.5375 0.5360

Dlucién introducida por usuario
1.0000

5.126 0.1
Lecturas

0.5351 0.5359

Dlucién introducida por usuario
1.0000

1.882 0.3
Lecturas

0.2159 0.2163

Dlucién introducida por usuario
1.0000

1.885 0.3
Lecturas

0.2160 0.2156

Dlucién introducida por usuario
1.0000

1.553 0.2
Lecturas

0.1799 0.1806

0.1949

0.0004

0.1945

0.0007

0.5385

0.0014

0.5347

0.0004

0.5352

0.0007

0.2150

0.0006

0.2167

0.0004

0.1807

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

12:29:14 p.m.

12:29:52 p.m.

12:30:34 p.m.

12:31:12 p.m.

12:31:50 p.m.

12:33:22 p.m.

12:34:06 p.m.

12:34:48 p.m.
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Dlucién introducida por usuario
1.0000
MC1 1.871m 0.8 0.0017
Lecturas
0.2165 0.2137 0.2135 13/12/2023 12:36:34 p.m.

Dlucién introducida por usuario
1.0000
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Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
Facultad de Ciencias
Laboratorio de Cromatografiay Espectrometria

Analista JCHP
Fechade inicio 12:37 p.m. 13/12/2023
Hoja de trabajo Ag 05

Comentario
Métodos

Nombre ordenador

N° de Serie:

Ag
UNSAAC-CB4D71BB

Método: Ag NP (Llama)

Hemento - Matriz: Ag- NP
Tipo de instrumento: Llama
Unidades de Conc.: mg/L

Modo del instrumento: Absorbancia
Modo de muestreo: Manual
Modo de calibracion: Concentracién
Modo de medida: Integracion
Réplicas Patrones: 3

Réplicas muestras: 3

Factor de expansion: 1.0
Lecturaminima: Desactivado
Suavizado: 7 puntos
Cifras Decimales Conc: 3

Longitud de onda: 328.1 nm
Anchurade rendija: 0.5nm
Ganancia: 32%
Corriente de lampara: 4.0 mA
Posicion de lalampara: 3

Correccién de fondo:

C. Fondo activado

PATRON 1: 0.500 mg/L
PATRON 2: 1.000 mg/L
PATRON 3: 1.500 mg/L
PATRON 4: 5.000 mg/L
PATRON5: 10.000 mg/L
Frec. de ajuste de pendiente: 50

N° Patron para ajuste de pendiente: 2

Limite Inf. Ajuste de Pendiente: 75.0 %
Limite Sup. Ajuste de Pendiente: 125.0 %
Frec. de recalibracion: 100
Algoritmo de calibracion: Racional Nuevo
Limite inferior de calibracion: 20.0 %
Limite superior de calibracion: 150.0 %
SIPS: Desactivado
Tiempo de medida: 5.0s
Retraso previo alalectura: 4s

Tipo de llama: Aire/Acetileno
Flujo de Aire: 13.50 L/min
Flujo de acetileno: 2.00 L/min

Alturadel quemador: 0.0 mm



Informe de SpectrAA.

01:04 p.m. 13/12/2023

Muestra ID
CERO CAL

PATRON 1

Abs CERO CAL

Concentracién mg/L

0.000
Lecturas

-0.0016

0.500
Lecturas

0.0687

0.011
0.005 | ’ ‘

‘II - uHH Mn Hl “ ! 1y
o.ooo ‘ W‘w w u 1 MWW
-0.005 V
-0.012 |

| | | |

0.0 5.0 10.0 15.0

Tiempo
PATRON 2 1.000
Lecturas
0.1333
PATRON 3 1.500
Lecturas
0.1892
Abs  PATRON2
0.15] ) ,
0.10 |
0.05 |
0.00 |
I T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0
Tiempo
PATRON 4 5.000

Lecturas

%RSD SD
191 0.0003
-0.0012 -0.0017 13/12/2023 12:49:48 p.m.
0.6 0.0004
0.0692 0.0695 13/12/2023 12:50:18 p.m.
Abs PATRON 1
0.090
0.050
0.000
| | | |
0.0 5.0 10.0 15.0
Tiempo
0.3 0.0005
0.1330 0.1324 13/12/2023 12:50:54 p.m.
0.5 0.0009
0.1880 0.1897 13/12/2023 12:51:28 p.m.

Abs PATRON 3

0.22 ]

0.15 |

0.10 |

0.00 |

0.0

0.2

0.0013
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0.5568 0.5551 0.5543 13/12/2023 12:52:02 p.m.

PATRON 5 10.000 0.0 0.0004
Lecturas
0.8786 0.8777 0.8785 13/12/2023 12:52:40 p.m.

Abs PATRON 4

Abs PATRON5

0.637 . 1.00
0.40 | i
0.50
0.20 |
0.00 | 0.00
_\ T T 1 1 T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0
Tiempo Tiempo
Ajuste de curva Racional Nuevo
Conc.caracteristica 0.032 mg/L
r 1.0000
Concentracion calculada = -0.011 0.510 1.003 1.457 5.077 9.941
Residuales 0.011 -0.010 -0.003 0.043 -0.077 0.059
Conc = A
(-0.01413 x A x A - 0.04496 x A +0.13874)
Abs  Racional Nuevo - Calibracion fijadal
0.88]
0.60 |
0.40 |
0.00 |
| | | | | |
0.000 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000
Ag mg/L
MA1l 5.456 0.4 0.0026
Lecturas
0.5885 0.5874 0.5836 13/12/2023 12:53:20 p.m.
Dlucién introducida por usuario
1.0000
MA2 5.431 0.3 0.0020

Lecturas
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MA3

MB1

M B2

M B3

MC1

MC2

MC3

0.5862 0.5824

Dlucién introducida por usuario
1.0000

5.419 0.3
Lecturas

0.5850 0.5839

Dlucién introducida por usuario
1.0000

13.083 0.2
Lecturas

0.6677 0.6701

Dlucién introducida por usuario
2.0000

13.066 0.1
Lecturas

0.6682 0.6686

Dlucién introducida por usuario
2.0000

13.038 0.1
Lecturas

0.6668 0.6678

Dlucién introducida por usuario
2.0000

51.460 0.3
Lecturas

0.5602 0.5632

Dlucién introducida por usuario
10.000

51.010 0.2
Lecturas

0.5563 0.5580

Dlucién introducida por usuario
10.000

50.850 0.3
Lecturas

0.5548 0.5557

0.5850

0.0017

0.5816

0.0014

0.6701

0.0007

0.6693

0.0008

0.6684

0.0017

0.5601

0.0009

0.5581

0.0015

0.5578

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

13/12/2023

12:53:58 p.m.

12:54:36 p.m.

12:55:16 p.m.

12:55:52 p.m.

12:56:30 p.m.

12:57:12 p.m.

12:57:46 p.m.

12:58:24 p.m.



Informe de SpectrAA. 01:04 p.m. 13/12/2023 Pagina5de5
Dlucién introducida por usuario
10.000
Agl5 1.412 0.1 0.0002
Lecturas
0.1834 0.1837 0.1836 13/12/2023 12:58:58 p.m.

Dlucién introducida por usuario
1.0000



LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL-DA :
: CON REGISTRO N° LE-042 ‘ i arg
LABORATORIO LOUIS PASTEUR Acreditado

Registro N°LE - 042

INFORME DE ENSAYO
LLP-2147-2024

S0-0516-2024
Pag 1de 1
INFORMAGION DEL CLIENTE
Solicitante: Pierina Francesca Luque Callo
Direccién Legal: Urb. Lucrepata D-12.

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Nombre del Producto: Agua residual

Matriz microbioldgico: Agua residual industrial
Fecha de Ingreso de Muestra: 2024/05/24
Fecha de Ensayo: 2024/05/24

Nro. Cotizacion: 133-05-2024

INFORMACION DE LA MUESTRA (Datos declarados por el cliente):

Muestreo realizado por: Pierina Francesca Luque Callo

Muestreo fue realizado segtin el instructivo:

LLP-MP14-101: Instructivo Toma-Preservacion de Muestras de alimentos y Aguas Laboraterio Microbiologico
Fecha de Muestreo: 2024/05/24

Hora de Muestreo: 10:15

Procedencia de la Muestra: Rio Huatanay, Altura del camal.

Cantidad y Descripcién de la Muestra: Frasco estéril de 250ml; transportado en cadena de frio.

Cadena de custodia LLP-MP14-F04 de fecha: 2024/05/24

REPORTE DE RESULTADOS
Fecha de Emisién de Informe de Ensayo: 2024/05/29

Los resultados se aplican a la muestra cémo se recibi¢ de acuerdo a los datos larados por el cliente.

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Ensayo(s) Unidad Resultado(s)
Coliformes fecales NMP/100mi 54%x10°
Métodos de Referencia:
Coliformes Fecales (NMP) SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part. 9221 E-1, 24th Ed. (2023)

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad de producto o una certificacion
del Sistema de Calidad dela entidad quelo produce. Este documento no podra ser reproducido parcialmente sin
autorizacién de Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda. Los resultados solo se refieren a los items ensayados . El presente
informe de ensayo se refiere Unicamente a la muestra analizada. El Laboratorio Louis Pasteur S.R. Ltda. no se

responsabiliza por la informacién de la muestra declarada por el cliente.

LLP-MP17-F02 VER12 ENERO 2024
Urb. Velasco Astete D-18-B Wanchagq - Cusco Telefono: 084-771906 Cel. 975713500 - 974787151
laboratoriolouispasteur@yahoo.es www.lablouispasteur.pe



Labhoratorio Louis Pasteur S.R.Ltda.

Urb. Velasco Astete D-18-B
Wanchaq - Cusco - Peru
Telefono: 084-771906

Celular: 975 713500 - 974787151
laboratoriolouispasteur@yahoo.es  LABORATORIO LOUIS PASTEUR

www.lablouispasteur.pe OPINIONES E INTERPRETACIONES

INFORME DE ENSAYO
LLP-2147-2024
Pag. 1de 1

DECRETO SUPREMO N° 004-2017- MINAM
Aprueban Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y Establecen
Disposiciones Complementarias.

Categoria 3: Riego de vegetales y bebida de animales
D1. Riego de vegetales

canin - . Limite Maximo
Determinaciones Unidad de Medida permisible Valores Hallados
Coliformes termotolerantes NMP/100ml 1000 54x10°
Observaciones

De acuerdo a los ensayos realizados la muestra analizada no se encuentra dentro de los
limites establecidos por el DECRETO SUPREMO N° 004-2017- MINAM / Aprueban
Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y Establecen Disposiciones
Complementarias.

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad de producto o una certificacion
del Sistema de Calidad de la entidad que lo produce. Este documento no podra ser reproducido parcialmente sin
autorizacion de Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda. Los resultados solo se refieren a los items ensayados . El presente

responsabiliza por la informacion de la muestra declarada por el cliente.




Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda.

Urb. Velasco Astete D-18-B
Wanchagq - Cusco - Peru
Telefono: 084-771906

Celular; 975 713500 - 974787151

laboratoriolouispasteur@yahoo.es LABORATORIO LOUIS PASTEUR
e INFORME DE ENSAYO prmaen
' LLP-2148-2024
S$0-0516-2024

Pag. 1 de 1
INFORMACION DEL CLIENTE
Solicitante: Pierina Francesca Luque Callo
Direccién Legal: Urb. Lucrepata D-12.

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Nombre del Producto: Agua superficial “A"

Fecha de Ingreso de Muestra: 2024/05/24

Fecha de Ensayo: 2024/05/24

Nro. Cotizacién: 133-05-2024

INFORMACION DE LA MUESTRA (Datos declarados por el cliente):
Muestreo realizado por: Pierina Francesca Luque Callo

Fecha de Muestreo: 2024/05/24

Procedencia de la Muestra: Rio Huatanay, Altura del camal.

Cantidad y Descripcion de la Muestra: Frasco estéril de 250ml; transportado en cadena de frio.
Cadena de custodia LLP-MP14-F04 de fecha: 2024/05/24

REPORTE DE RESULTADOS
Fecha de Emisién de Informe de Ensayo: 2024/05/29

Los resultados se aplican a la muestra como se recibié de acuerdo a los datos declarados por el cliente.
RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Ensayo(s) Unidad Resultado(s)
Coliformes fecales NMP/100m| 17x10*
Métodos de Referencia:
Coliformes Fecales (NMP) SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part. 9221 E-1, 24th Ed. (2023)

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad de producto o una certificacion
del Sistema de Calidad dela entidad que lo produce. Este documento no podra ser reproducido parcialmente sin
autorizacion de Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda. Los resultados solo se refieren a los items ensayados . El presente
informe de ensayo se refiere Unicamente a la muestra analizada. El Laboratorio Louis Pasteur g R. Ltda. no se

responsabiliza por la informacion de la muestra declarada por el cliente.




Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda.

Urb. Velasco Astete D-18-B
Wanchagq - Cusco - Peru
Telefono: 084-771906

Celular: 975 713500 - 974787151

laboratoriolouispasteur@yahoo.es _____._LQB_ORATORIO LQUIS PASTEUR
s sl OPINIONES E INTERPRETACIONES |
INFORME DE ENSAYO
LLP-2148-2024

Pag. 1 de 1

DECRETO SUPREMO N° 004-2017- MINAM
Aprueban Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y Establecen
Disposiciones Complementarias.

Categoria 3: Riego de vegetales y bebida de animales
D1. Riego de vegetales

! : Limite Maximo
Determinaciones Unidad de Medida permisible Valores Hallados
Coliformes termotolerantes NMP/100ml 1000 17x10*
Observaciones

De acuerdo a los ensayos realizados la muestra analizada no se encuentra dentro de los
limites establecidos por el DECRETO SUPREMO N° 004-2017- MINAM / Aprueban
Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y Establecen Disposiciones
Complementarias.

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados come una certificacion de conformidad de producto o una certificacion
del Sistema de Calidad dela entidad quelo produce. Este documento no podra ser reproducido parcialmente sin
autorizacion de Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda. Los resuitados solo se refieren a los items ensayados . El presente

responsabiliza por la informacion de la muestra declarada por el cliente.




Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda.

Urb. Velasco Astete D-18-B
Wanchaq - Cusco - Pert
Telefono: 084-771906
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INFORMACION DEL CLIENTE
Solicitante: Pierina Francesca Luque Callo
Direccién Legal: Urb. Lucrepata D-12.
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
Nombre del Producto: Agua superficial "B"
Fecha de Ingreso de Muestra: 2024/06/24
Fecha de Ensayo: 2024/05/24
Nro. Cotizacién: 133-05-2024
INFORMACION DE LA MUESTRA (Datos declarados por el cliente):
Muestreo realizado por: Pierina Francesca Luque Callo
Fecha de Muestreo: 2024/05/24
Procedencia de la Muestra: Rio Huatanay, Altura del camal.
Cantidad y Descripcion de la Muestra: Frasco estéril de 250ml; transportado en cadena de frio.
Cadena de custodia LLP-MP14-F04 de fecha: 2024/05/24
REPORTE DE RESULTADOS
Fecha de Emisién de Informe de Ensayo: 2024/05/29
Los resultad e aplican a flam ra como se recibié rdo a los datos decl; 0. r el cliente.
RESULTADOS MICROBIOLOGICOS
Ensayo(s) Unidad Resultado(s)
Coliformes fecales NMP/100ml 39x10?
Métodos de Referencia:
Coliformes Fecales (NMP) SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part. 9221 E-1, 24th Ed. (2023)

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados comoe una certificacion de conformidad de producto o una certificacion
del Sistema de Calidad de la entidad quelo produce. Este documento no podréd ser reproducido parcialmente sin
autorizacion de Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda. Los resultados solo se refieren a los items ensayados . El presente
informe de ensayo se refiere Unicamente a la muestra analizada. El_Laboratorio Louis Pasteur g R. Ltda. no se
responsabiliza por la informacion de la muestra declarada por el cliente.




Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda.

Urb. Velasco Astete D-18-B
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INFORME DE ENSAYO
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DECRETO SUPREMO N° 004-2017- MINAM

Aprueban Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y Establecen
Disposiciones Complementarias.

Categoria 3: Riego de vegetales y bebida de animales

D1. Riego de vegetales
. ! Limite Maximo
Determinaciones Unidad de Medida permisible Valores Hallados
Coliformes termotolerantes NMP/100ml 1000 39x10%
Observaciones

De acuerdo a los ensayos realizados la muestra analizada no se encuentra dentro de los
limites establecidos por el DECRETO SUPREMO N° 004-2017- MINAM / Aprueban
Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y Establecen Disposiciones
Complementarias.

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad de producto o una certificacion
del Sistema de Calidad dela entidad quelo produce. Este documento no podra ser reproducido parcialmente sin
autorizacion de Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda. Los resultados solo se refieren a los items ensayados . El presente
informe de ensayo se refiere Unicamente a la muestra analizada. El Laboratorio Louis Pasteur §.R. Ltda. no se
responsabiliza por la informacién de a muestra declarada por el cliente.




Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda.

Urb. Velasco Astete D-18-B
Wanchaq - Cusco - Pert
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INFORMACION DEL CLIENTE
Solicitante: Pierina Francesca Luque Callo
Direccién Legal: Urb. Lucrepata D-12.
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
Nombre del Producto: Agua superficial “C”
Fecha de Ingreso de Muestra: 2024/05/24
Fecha de Ensayo: 2024/05/24
Nro. Cotizacién: 133-05-2024
INFQRMACION DE LA MUESTRA (Datos declarados por el cliente):
Muestreo realizado por: Pierina Francesca Luque Callo
Fecha de Muestreo: 2024/05/24
Procedencia de la Muestra: Rio Huatanay, Altura del camal.
Cantidad y Descripci6n de la Muestra: Frasco estéril de 250ml; transportado en cadena de frio.
Cadena de custodia LLP-MP14-F04 de fecha: 2024/05/24
REPORTE DE RESULTADOS
Fecha de Emisién de Informe de Ensayo: 2024/05/29
Los resultados se aplican a la muestra cémo se recibié de acu 1 0s declarados por el cliente.

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Ensayo(s) Unidad Resultado(s)
Coliformes fecales NMP/100mi 13x10*
Métodos de Referencia:
Coliformes Fecales (NMP) SMEWW-APHA-AVWMWA-WEF Part. 9221 E-1, 24th Ed. (2023)

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados come una certificacién de conformidad de producto o una certificacion
del Sistema de Calidad de la entidad quelo produce. Este documento no podra ser reproducido parcialmente sin
autorizacion de Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda. Los resultados solo se refieren a los items ensayados . El presente
informe de ensayo se refiere Unicamente a la muestra analizada. El _Laboratorio Louis Pasteur S.R. Ltda. no se
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DECRETO SUPREMO N° 004-2017- MINAM
Aprueban Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y Establecen
Disposiciones Complementarias.

Categoria 3: Riego de vegetales y bebida de animales
D1. Riego de vegetales

" ; Limite Maximo
Determinaciones Unidad de Medida permisible Valores Hallados
Coliformes termotolerantes NMP/100ml 1000 13x10*
Observaciones

De acuerdo a los ensayos realizados la muestra analizada no se encuentra dentro de los
limites establecidos por el DECRETO SUPREMO N° 004-2017- MINAM / Aprueban
Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y Establecen Disposiciones
Complementarias.

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad de producto o una certificacion
del Sistema de Calidad de la entidad quelo produce. Este documento no podra ser reproducido parcialmente sin
autorizacion de Laboratorio Louis Pasteur S.R.Ltda. Los resultados solo se refieren a los items ensayados . El presente
informe de ensayo se refiere Unicamente a la muestra analizada. El Laboratorio Louis Pasteur §.R.Ltda. no se

responsabiliza por la informacién de la muestra declarada por el cliente.




