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RESUMEN

Las placas radiograficas luego de un diagndstico médico son desechadas sin un tratamiento
previo, estos desechos radiograficos contienen en su estructura cristales de haluro de plata que
llega a efluentes y suelos generando contaminacion. El objetivo del trabajo de investigacion fue
sintetizar nanoparticulas de plata a partir de placas radiograficas y evaluar su aplicacion como
agente bactericida para la reduccion de unidades formadoras de colonias (CFU) de Pseudomona
aeruginosa. La recuperacion de plata se realizé sumergiendo placas radiograficas en una solucion
de acido oxalico; la plata recuperada se reacciond con acido nitrico formando la sal de nitrato de
plata que sirve como precursor para sintesis de nanoparticulas; se redujo los iones plata a
nanoparticulas utilizando borohidruro de sodio e impregnando nanoparticulas de plata en fibra de
Agave americana. Las nanoparticulas y nanocomposito se caracterizdé empleado técnicas como
espectroscopia UV-Vis, espectroscopia IR, microscopia electronica de barrido (SEM) y
espectroscopia de rayos X de energia dispersa (EDS o EDX), donde se obtuvieron nanoparticulas
de plata en solucion con un tamafio superior a 20 nm y observando nanoparticulas impregnadas a
la fibra de cabuya de forma esférica con un didmetro entre los 50 y 100 nm. Se evalu6 la actividad
bactericida del nanocompuesto en Pseudomona aeruginosa, en la dosis 1 (5 %) elimind el 99,62%
de las CFU/mL en el transcurso de las 6 horas de contacto, mientras que la dosis 3 (1 %) redujo
un 82,96 % las CFU/mL, el analisis de varianza demostr6 que el tiempo de contacto que tiene el
nanocompuesto con la solucion de bacteria influye significativamente en la reduccion de
CFU/mL. Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de placas radiograficas presentan una

actividad bactericida prometedora en Pseudomona aeruginosa.

Palabras clave: <PLACAS RADIOGRAFICAS>, <NANOPARTICULAS DE PLATA>, <Agave
Americana>, <AGENTE BACTERICIDA>, <Pseudomona Aeruginosa>

0780-DBRA-UPT-2024
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ABSTRACT

The radiographic plates after a medical diagnosis were discarded without prior treatment, these
radiographic wastes contain silver halide crystals in their structure that reaches effluents and soils
generating contamination. The objective of the research work was to synthesize silver
nanoparticles from radiographic plates and evaluate their application as a bactericidal agent for
the reduction of colony-forming units (CFUs) of Pseudomonas aeruginosa. Silver recovery was
performed by immersing radiographic plates in an oxalic acid solution; the recovered silver was
treated with nitric acid forming the silver nitrate salt that serves as a precursor for nanoparticle
synthesis; silver ions were reduced to nanoparticles using sodium borohydride and the
impregnated silver nanoparticles in Agave americana fiber. The nanoparticles and nanocomposite
were characterized using techniques such as UV-Vis’s spectroscopy, IR spectroscopy, scanning
electron microscopy (SEM) and dispersed energy X-ray spectroscopy (EDS or EDX), where
nanoparticles impregnated with the agave fiber in a spherical shape with a diameter between 50
and 100 nm were obtained. The bactericidal activity of the nanocomposite in Pseudomonas
aeruginosa was evaluated, in dose 1 (5%) it eliminated 99.62% of the CFU/mL in the 6 hours of
contact, while dose 3 (1%) reduced the CFU/mL by 82.96%, the analysis of variance showed that
the contact time that the nanocomposite has with the bacterial solution significantly influences
the reduction of CFU/mL. Silver nanoparticles synthesized from radiographic plates show

promising bactericidal activity in Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: <RADIOGRAPHIC PLATES>, <SILVER NANOPARTICLES>, <Agave
Americana>, <BACTERICIDAL AGENT>, <Pseudomona Aeruginosa>

Lic. Edison Renato Ruiz Lopez

C.I. 060395704-4
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INTRODUCCION

Los residuos radiolégicos que son causados por los departamentos médicos y laboratorios de
imagenologia tan solo en Espafia se reportan mas de 40 millones (45 % solo de radiografias) por
afio, seguin la Sociedad Espafiola de Radiologia Médica (SERAM, 2022), lo que genera materiales
que son desechados y no tienen una utilidad previa a un diagnostico médico. Los componentes
que estos contienen haluros de plata (bromuros y yoduros) que terminan en el suelo y efluentes,
siendo estas sales perjudiciales para los organismo, en la salud humana al entrar en contacto con
zonas donde ocurra gran cantidad de estos desechos; dependiendo de su concentracion los
sintomas pueden ser como la pigmentacion de la piel a un fallo del sistema bioldgico (Meléndez

Balbuena, 2022; Bahar et al., 2023).

La busqueda de aprovechar esos residuos evitando su desperdicio y generando problemas medio
ambientales severos ha sido el paso de placas radiograficas fisicas a radiografias digitales (Mayo
Clinic, 2022) disminuyendo asi la cantidad de placas radiograficas, aunque aun se sigue dando
placas en fisico. Se ha investigado nuevas alternativas para la recuperacion de la plata como metal
precioso y poder utilizarlo en otras complicaciones como es en la joyeria, electronica, entre otras
industrias (Bahar et al., 2023); entre estas alternativas tenemos su recuperacion mediante agentes
reductores naturales, es decir, extractos naturales de plantas y vegetales (Meléndez Balbuena, 2022),
usando agentes reductores quimicos como es el acido oxalico (Urriquia et al., 2020; Balela et al., 2020);
con agentes lixiviantes (Adie et al., 2022; Abd El Gawad et al., 2023); electro deposicion (Satyanarayana,
Ramesh, 2020); extraccion enzimatica (Engidayehu, Sahu, 2020); y muchas otras técnicas de reparacion

de plata a partir de placas radiograficas residuales.

A partir de la plata recuperada es posible sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) empleando
métodos quimicos. Las AgNPs tiene un tamafio entre los 1 a 100 nm poseen varias propiedades,
siendo el principal y la mas investigada es su aplicacion antimicrobiana al tener efecto bactericida,
bacteriostaticos y fungicida (Esquivel Figueredo, Mas Diego, 2021), esto permite aplicar las
nanoparticulas de plata en diversas areas de la salud como es por ejemplo en insumos médicos
(herramientas quirGrgicas, vendas, catéteres, entre otros), estas particulas atacan a los
microorganismos al tener diferentes formas y tamafio, lo cual le permite eliminar a una diversidad
de bacterias (Bruna et al., 2021). Para que estas nanoparticulas de plata sean estables se impregnan
sobre un material de soporte para lograr sintetizar un nanocompuesto el cual tendrd mejores
propiedades y sea de mayor utilidad, asi como su posterior caracterizacion (Zanella, 2012). Entre los
métodos de sintesis de nanoparticulas a partir de una sal de plata, como es el nitrato de plata,
tenemos la reduccion quimica la cual puede darse utilizando agentes reductores como alginato de

sodio (Chen et al., 2020), borohidruro de sodio (Khatoon et al., 2023), citrato de sodio y que hoy en dia
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se busca eliminar el uso de agentes quimicos se investiga el uso de extractos de plantas con alto
contenido de metabolitos secundarios los cuales funcionan como agente reductores los cual se

conoce como sintesis verde de nanoparticulas de plata (Ratan et al., 2020; Hug et al., 2022).

La Pseudomona aeruginosa es una bacteria gran negativa, es conocida por ser un agente
oportunista, en otras palabras, produce sintomas de infeccion cuando el individuo contagiado
tiene las defensas bajas al ser un patégeno en infecciones nosocomiales (infeccion que es
adquirida luego de una estancia hospitalaria (Pujol, Limén, 2013)), esta bacteria posee una resistencia
hacia lo antibidticos lo cual hace que sea alin en la actualidad dificil de tratar (Paz Zarza et al., 2019;
Mina, Shivlal, 2024). Como las nanoparticulas de plata tiene un amplio espectro dentro de su efecto
bactericida se ha investigado el uso de nanoparticulas, la solucion, biopeliculas, en antibioticos
contra esta bacteria y poder combatir las infecciones causadas por esta dentro de laboratorios, asi

como su mecanismo de accidn (Martinez Espinosa et al., 2020; Zhang et al., 2020).

En el siguiente trabajo de investigacion, se plantea un problema de investigacion el cual contendra
los objetivos, justificacion e hipotesis que sirven como solucion al problema propuesto. Posterior
a esto nuestro marco referencial que contendra los conceptos basicos y complementarios como es
la composicion de placas radiograficas, nanociencia, nanoparticulas de plata, la caracterizacion
de nanocompuestos, efectos bactericidas de las AgNPs y entre otros temas que nos permite entrar
en el contexto de la investigacion. Continuamos con el marco metodoldgico que serd una guia
base de los procesos a seguir desde la obtencion de fibras de Agave americana, recuperacion de
plata, sintesis e impregnacion de nanoparticulas y el proceso para evaluar el efecto bactericida de
nuestro nanocomposito frente a Pseudomona aeruginosa. Los Gltimos dos capitulos presentan los
datos obtenidos, el andlisis estadistico y su interpretacion, ayudando a entender los fendmenos
que ocurren en el transcurso de la investigacion, aceptando o rechazando las hipoétesis y

concluyendo con la respuesta los objetivos.



CAPITULO1

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

Las placas radiograficas son materiales compuestos que tienen un solo uso, el de presentar una
imagen para diagnosticos médicos y quedan en su mayoria obsoletas y sin ningun uso agregado.
Estos contienen en su estructura haluros de plata los cuales podrian llegar a basureros sin ningun
tratamiento de recuperacion y reciclaje, por procesos de lixiviacion tanto la plata y las sales de
haluro terminan en el suelo y de igual manera a efluentes de agua y contaminar. La plata presente
en las placas se podria recuperar para sintetizar nanoparticulas y soportarlas en fibras naturales
como las de maguey encontradas en hojas de Agave americana para crear un nanocompuesto
(biocompuesto) con mayor utilidad. Las nanoparticulas, por sus propiedades, tiene aplicaciones
como agente bactericida, antimicrobiana y antiviral; mientras que la fibra de maguey posee

propiedades antioxidantes lo cual permitira mantener estables las nanoparticulas.

1.2  Formulacion del problema (Incognita).

(Se puede utilizar nanoparticulas de plata recuperadas de placas radiograficas y soportadas en

fibra de Agave americana como agente bactericida en Pseudomona aeruginosa?

1.3  Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

e Sintetizar nanoparticulas de plata a partir de placas radiograficas y soportarlas en fibras
de Agave americana para aplicarlas como agente bactericida para Pseudomona

aeruginosa.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Recuperar nanoparticulas de plata usando placas radiograficas soportadas en Agave
americana.
e (Caracterizar nanoparticulas de plata soportadas en Agave americana usando microscopio

electronico SEM, espectrofotometria de infrarrojo y espectrofotometria UV-Visible.
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o Evaluar las nanoparticulas de plata soportadas en fibra de Agave americana como agente

bactericida en Pseudomonas aeruginosa.

1.4 Justificacion

La extraccion de nanoparticulas plata a partir de placas radiograficas es un proceso de
recuperacion importante al reducir la contaminacidén ambiental y generando un producto de valor
y con mayor aplicabilidad en la industria e investigacion al desarrollar procesos més eficientes y
sostenibles en la produccion de materiales avanzados, las nanoparticulas al tener tamaiio entre 1
a 100 nm y por ende una alta superficie especifica la cual va a tener mayor capacidad de
interactuar con bacterias y asi poder eliminarlas, para poder tener una superficie homogénea y
estabilidad de las nanoparticulas al soportarlas sobre fibras naturales de Agave americana,
también llamado fibras de cabuya o solo cabuya, para lo cual este método podria contribuir en la
produccion de nuevos materiales avanzados con potenciales aplicaciones en el tratamiento de
infecciones bacterianas. Mediante a la investigacion se plantea sintetizar nanoparticulas de plata
de alta calidad usando agentes reductores quimicos (borohidruro de sodio, NaBH4) que seran
posteriormente soportadas en fibras como es el fique, teniendo en cuenta sus caracteristicas, como
es su forma, tamafio y distribucion dentro del composito, es decir en las fibras de Agave
americana (Penca Andina) a esta fibra se realizara un analisis proximal con la finalidad de conocer
sus caracteristicas, y como esta puede afectar en su actividad bactericida, siendo esta informacion
importante para contribuir al desarrollo de nuevos materiales antibacterianos con propiedades
mejoradas. Ademas, esta investigacion busca reducir el impacto social y econdmico que se
requiere para el uso de antibioticos, ya que las infecciones bacterianas son un problema de salud
publica y el desarrollo de nuevos materiales como son los basados en nanoparticulas de plata y
fibras de Agave americana podria ofrecer una alternativa mas econdémica y sostenible frente al
tratamiento de infecciones causadas por bacterias. El proyecto sera financiado con los fondos
propios del tesista, ademas se desarrollard como parte del Grupo de Investigacion de Materiales

Avanzados (GIMA) en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

1.5 Hipotesis

1.5.1 Hipotesis de investigacion (H))

Las nanoparticulas de plata soportadas en fibra de Agave americana actian como agente

bactericida frente a Pseudomonas aeruginosa.



1.5.2  Hipotesis nula (Hy)

Las nanoparticulas de plata soportadas en fibra de Agave americana no actian como agente

bactericida en Pseudomona aeruginosa.



CAPITULO II

2. MARCO REFENCIAL

2.1 Antecedentes

En el transcurso de los afios se han desarrollado varios métodos para extraccion de plata de
material radiografico desechado, uno de estos trabajos y que es de gran impacto dentro de este
trabajo es el presentado por (Balela et al., 2020), titulado “Recuperacion de plata de placas
radiograficas desechadas usando acido oxalico” con el objetivo de determinar las condiciones de
extraccion de plata de dichos residuos, donde los resultados de esta investigacion proporcionaron
que las condiciones optimas para de extraccion es a una concentracion de acido oxalico de 9,97
w/v, temperatura 99,51 °C y tiempo de 16,62 min, obteniendo particulas de plata a escala
micrométricas (5 pm) (pag. 6-7). En una investigacion similar “Optimizacion de recuperacion de
plata a partir de peliculas radiograficas de rayos X mediante extraccion de acido oxalico con
metodologia de superficie de respuesta” (Urriquia et al., 2020) trabajando en las mismas condiciones
recuperd un 91,82% de plata presente en las placas radiograficas usando una concentracion de
acido oxalico 10% w/v a una temperatura de 95 °C por 20 min. (pag. 4), Determinando las

condiciones Optimas para la recuperacion de plata metalica de placas radiograficas de desecho.

En cuando a la impregnacion de nanoparticulas, se puede mencionar la investigacion “Mejora de
la funcion de la medara en la impregnacion superficial de nanoparticulas de silice y plata” por
(Tang et al., 2012) donde lograron impregnar nanoparticulas de plata en la superficie, ademas de
nanoparticulas de silica, teniendo nanocompuestos de madera-Ag, madera-Si y madera-Si-Ag.
Obteniendo materiales con propiedades hidrofilicas por la presencia de Si y antimicrobianas por
la presencia de Ag, destacando el desarrollo de la nanotecnologia al desarrollar nuevos materiales

con funciones particulares (pag., 8).

Las hojas de Agave americana (también llamada, pencas de maguey, pencas o agave andino)
contiene fibras llamadas cabuya o fique las cuales han venido siendo utilizadas desde la época
prehispanica con usos como la elaboracion de sacos, cuerdas (Jaramillo, 1992, pag. 65-67). En la
busqueda de materiales estas fibras han sido utilizadas en la elaboracion de papel, filtros, refuerzo
de materiales (De la Torre y Estrella, 2014, pags. 16-19). Dicho esto, se ha visto una disminucién en el
uso de este material, por lo que se intentara, con ayuda de la nanotecnologia, darle una nueva
aplicacion al soportar en su superficie nanoparticulas de plata que poseen propiedades
antimicrobianas, siendo una nueva forma de obtener un nanocompuesto capaz de funcionar como

filtro eliminando las CFU (Unidades formadoras de colonias) de bacterias como la E. Coli,
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Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa. (Li et al., 2010; Li et al., 2011; Salomoni et al., 2017).
El trabajo “Efecto antibacteriano de nanoparticulas de plata en Pseudomona aeruginosa” por
(Salomoni et al., 2017), mostré como resultado después de 12 horas de contacto de las nanoparticulas
con Pseudomona aeruginosa una actividad antibacteriana aproximadamente del 99,9 % en la

reduccion de CFU/mL.

2.2 Bases teoricas.

2.2.1 Placas radiogrdficas.

En el siglo XIX se descubrieron los rayos X y con ello la primera radiografia, fue Wilhelm Conrad

Rontgen quien logré “fotografiar” sobre una placa de metal la mano de su esposa, como se puede

observar en la ilustracion 3-1. Este descubrimiento le permitié ganar el premio Nobel de Fisica

en el afo de 1901 (Ambrosio, 2021).

Iustracion 2-1: Primera radiografia realizada por Wilhelm Conrad Rontgen

Fuente: Ambrosio, 2021

Las placas radiograficas estan compuestas de haluros de plata (Bromuro AgBr, Cloruro AgCl y
Yoduro Agl) los cuales son sensibles a la radiacion sufriendo transformaciones quimicas y
formando una imagen “fotografica”. Los cristales de haluro de plata se distribuyen
uniformemente formando una emulsion fotografica o gelatina depositada sobre una pelicula de
poliéster o acetato la cual va a de ser un soporte para la emulsion, se observa en la Ilustracion 3-

2 una distribucion basica de una placa radiografica (Alcaraz Bafios).
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Hustracion 2-2: Composicion de la placa radiografica

Fuente: Alcaraz Baflos

El desarrollo de las placas radiograficas ha permitido proporcionar informacion a los especialistas
médicos tener un mayor alcance acerca de los procedimientos que van a realizar, de igual manera
es de gran ayuda en la etapa de diagnostico y preventiva en los tratamientos médicos necesarios
para salvaguardar la integridad del paciente (Calva Sanchez etal., 2023 p.460). Una vez hayan
cumplido su funcién son desechadas y la plata que es destinada a este sector no es recuperado,
sin embargo, se han desarrollado varios métodos quimicos y electroquimicos para su recuperacion

(Ramirez Ortega et al., 2009).

1.1.1.1 ;Como funcionan una placa radiografica?

A continuacion, se hablara de manera rapida como ocurre la transformacion de la emulsion

fotografica a lo que conocemos a una placa radiografica revelada.

Cristal Centro de
haluro sensibilidad
de plata
Gelatina

Hustracion 2-3: Composicion de la emulsion fotografica

Fuente: Alcaraz Bafios



Se dijo antes que la emulsion estaba compuesta de haluros de plata que son compuestos
fotosensibles, pero estos deben tener en su estructura cristalina (red cristalina) defectos, logrando
una inestabilidad los cuales van a servir como centro de fotosensibilidad como podemos ver en la
[lustracion 3-3. El foton proveniente de los rayos X afectard al cristal del haluro donde el ion
haluro (X°) absorbera dicho fotéon y dard como resultado un electrdn libre y un dtomo de halogeno.

Para un mejor entendimiento de esta primera parte se formula la siguiente ecuacion:

X~ + foton > X% + e~

Este electron libre sale de la estructura cristalina dirigiéndose a al centro fotosensible haciendo
que los iones plata (Ag") se sean atraidos por el campo eléctrico hacia estos centros y reduciéndose
a plata cero-valente y haciendo que los puntos fotosensibles se expandan continuamente y alcance
un grado de exposicion adecuado y produciendo una imagen latente, diciendo entonces que dicha
imagen latente esta formada por un sin nimero de centros fotosensibles (Yan et al., 2015).

Por tltimo, los haluros de plata que no fueron expuestos son eliminados y se procede a fijar la

imagen radiografica revelada y que se utiliza en diagndsticos médicos.

1.1.2 Nanociencia.

La nanociencia trata sobre el estudio de sistemas con dimensiones muy pequeias a escala de los
nanémetros (nm=10° m) combinando varias areas como es la quimica, ciencia de materiales y
biologia, definiéndose entonces como como el estudio de materiales/sustancias que tengan al
menos una de sus dimensiones en escala nanométrica ademas de disefio, construccion y control
en la fabricacion de materiales con esta escala (Rafique et al., 2020). la nanociencia se divide en dos
grandes grupos: nanotecnologia y nanomateriales, ambas relacionadas entre si y en rasgos
generales los nanomateriales es un area del estudio de estructura nanométricas (sea una, dos o sus
tres dimensiones), sus propiedades y aplicaciones, mientras que la nanotecnologia hablara sobre
la manipulacién (caracterizacion) y fabricacion (sintesis, métodos y mecanismos de obtencion)
de dichos materiales (Schiavo et al., 2024), observamos la Ilustracion 3-4 a manera de resumen de lo

hablado.
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Iustracion 2-4: Diagrama de la clasificacion de la nanociencia (nanomateriales y

nanotecnologia).

Fuente: Schiavo et al., 2024

Como se dijo la nanociencia abarca varios campos de estudio, pero también tiene aplicaciones
que van desde la ciencia de materiales a aplicaciones en la electronica y medicina. La aplicacion
dentro de la ciencia de materiales ha tenido impacto social y econdmico ya que permite este
desarrollo permite modificar las propiedades de materiales ya conocidos y de igual manera
desarrollar nuevos, el cambio de sus propiedades depende de dos factores clave (Mendoza Uribe,

Rodriguez Lopez, 2007):

a. Area superficial

Los nanomateriales o bien llamados nanoparticulas tienen una radio r y un area superficial que es
dado por la siguiente formula: A = 4@r?, este valor varia a medida que se modifica el tamafio o
radio de la particula, esto se expresa como km? por volumen de la nanoparticula en km?, si
observamos la Ilustracion 3-5, al disminuir el radio el area superficial incrementa rapidamente

(Amalvy, 2009 pag. 7).
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Fuente: Amalvy, 2009 pag. 7

Como se dijo la modificacion del tamafio de la particula es capaz de producir cambios en las
propiedades del material de forma considerable, por ejemplo, al varias por debajo de los 4 nm se
ve una disminucion sobre el punto de fusion de algunos materiales. Otro ejemplo es su propiedad
optica donde nanocristales de seleniuro de cadmio (CdSe) a diferentes tamafios produce
fenomenos opticos los cuales hacen que las suspensiones coloidales de estas nanoparticulas sean
de diferente color, como observamos en la Ilustracion 3-6, donde a 1,8 nm tiene un color azul

mientras que a 4 nm su color en rojo (Amalvy, 2009 pag. 8).

Hustracion 2-6: Soluciones de nanoparticulas de CdSe a diferente tamafo

Fuente: Amalvy, 2009 pag. 8

b. Efectos cuanticos

En este caso los efectos cuanticos que se producen provocan cambios en propiedades oOpticas,
eléctricas y magnéticas. Tal es el caso del grafito el cual, si tomamos como referencia la mina de
un lapiz este no podra conducir la corriente, sin embargo, si al grafito con el que estd compuesto

lo desplegamos y formamos nanotubos de carbono (Ilustracion 3-7) tendra comportamiento
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eléctrico (Rossi, 2013), siendo este un ejemplo de como influye las propiedades de un material al

otro solo modificando su estructura y tamafo.

Ilustraciéon 2-7: Nanotubo de carbono (NTC)
Fuente: Nanotubos de carbono para Infraestructuras inteligentes, 2017

Entre las aplicaciones mas especificas de materiales nanoestructurados tenemos como es en
cosméticos, arcillas, recubrimientos, pinturas entre otros. Dentro del area quimica tenemos el
desarrollo de nanocatalizadores siendo usado ampliamente en industrias quimicas, petroquimicas

y farmacéuticas (Mendoza Uribe, Rodriguez Lopez, 2007).

1.1.2.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia abarca varias disciplinas como es la quimica, fisica, ciencia de materiales,
ingenieria y fabricacion con la finalidad de crear nuevos materiales y sistemas que posean
propiedades y caracteristicas Unicas que no son ficilmente o no se podria encontrar en la

naturaleza (Bhushan, 2017). La nanotecnologia utiliza dos enforques para crear nanoestructuras y

estas son:
a. Sintesis Bottom-Up

Este método consiste en sintetizar y crear nanoestructuras a partir de atomos o moléculas
individuales, basandose en la idea que las propiedades y caracteristicas de los nanomateriales
estaran determinadas por las propiedades de los atomos y moléculas de las cuales estan
constituidas (Kohler, Fritzsche, 2008). Para esta sintesis existen diferentes métodos para la obtencion

de nanoparticulas, y entre estas tenemos (Lopez Mora, Gutiérrez Arenas, Cuca Garcia, 2018):

e Evaporacion térmica

e Deposito quimico en fase vapor
e Preparacion de clusters gaseosos
e Implantacion de iones

e Método coloidal
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e Reduccién fotoquimica y radioquimica

e Irradiacion con microondas

e Utilizacidon de dendrimeros
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Iustracién 2-8: Procesos quimico fisico en la produccion de nanoparticulas

Fuente: Cornejo, 2015

b. Sintesis Top-Down

Este modo de sintesis permite crear nanoestructuras a partir de materiales macroscopicos, en otras
palabras, permite obtener nanoestructuras a partir materiales grandes usando procesos como
puede ser el corto o grabado siendo ttil para tener materiales de cualquier forma o tamafio (Kéhler,
Fritzsche, 2008). Entre las técnicas mas utilizas tenemos la litografia y la molienda. Esta tultima,

aunque no la mas adecuada, es la mas simple al formar nanomateriales por la friccion metanica

de los materiales (Sebastian, 2018).
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Hustracion 2-9: Proceso de molienda para obtener nanoparticulas

Fuente: Cornejo, 2015

1.1.2.2 Nanomateriales

Los nanomateriales en una sustancia que tiene al menos una de sus dimensiones en la escala de 1
a 1000 nandémetros (nm), estos tienen propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas unicas debido a
su tamano, un ejemplo de esto es el aumento del area superficial frente a las particulas de mayor
tamafio (macrométricas), este aumento hace que las nanoparticulas puedan interactuar de manera
mas eficiente al tener una mayor reactividad quimica y poder reaccionar con otras sustancias de
mejor manera siendo mas rapida y facil. La investigacion y desarrollo de nuevos nanomateriales
ha hecho que estan presenten en muchas areas de estudio y tener una amplia gama de aplicaciones
como puede ser la energia, electronica y medicina (Alonso Nifiez, 2008; Lizarazo Salcedo et al., 2018;

Gomez Garzon, 2018).
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Tlustracion 2-10: Clasificacion de los nanomateriales

Fuente: Jiménez Barrios, Chirino, 2018

a. Nanoparticulas

Las nanoparticulas con estructuras de tamafio nanométrico, teniendo solo una de sus dimensiones
entre 1 a 1000 nm (un nandémetro es una millonésima parte de un milimetro o una milmillonésima
parte de un metro), dichas nanoparticulas pueden obtenerse de materiales como metales,
ceramicas, polimeros o compuestos, los cuales pueden tener diferentes formas como esferas,

cilindros, discos, laminas, entre otras (Scarpettini, 2020). Entre las principales propiedades tenemos:
a. Propiedades Opticas

Esté propiedades esta determinada por las resonancias y oscilaciones de los electrones dentro de

la nanoparticula, aumentando su absorcion y dispersion de la luz lo cual va a depender

significativamente de la composicion, tamafio y forma del nanomaterial (Stefani, 2009).

b. Propiedades quimicas

Las nanoparticulas van a tener una mayor reactividad al aumentar su superficie especifica, lo cual

las hace utiles en aplicaciones como catalisis, sintesis de nuevos materiales y medicina.

c. Propiedades biologicas

Se ha desarrollado nanoparticulas capaces que administrar medicamentos, estos materiales con
nanocépsulas, capaces de medicamento encerrado en la cavidad del polimero y nanoesferas que

contienen el medicamento disperso uniformemente dentro de la matriz polimérica. La gran
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ventaja sobre esto es que son biodegradables, se descomponen dentro del organismo, se recubren
con PEG (polietilenglicol) lo cual permite que circule por el organismo sin degradarse con
facilidad hasta llegar a la zona deseada y por ultimo su versatilidad lo cual permite transportar

farmacos, ADN; proteinas, péptidos y genes (Mohanraj, Chen, 2006).

Cero dimensional (0D) - Fullerenos
- Particulas coloidales
- Puntaos cudnticos (QOdots)
- Nanociusters
- Nanoparticukas de Au v Ag

Uni dimensional (10) - Nanocables y nanofibras

- Manotubos
- Nanovarillas

- Fbras poliméricas

Bi-dimensional (10) - Monocapas
,ﬁ% - Nanorrecubrimiento
S == - Peliculas poliméricas (nanc)

—ee - Superficies espesor <100mm
s - Peliculas mufticapa

Tri-dimensional (10} - Materiales nanoestruchrales
' - Policristales

- MNanobolas

- Nanobaobinas

- Nanoflores

Hustracion 2-11: Clasificacion de las nanoparticulas

Fuente: Gomez Garzon, 2018

Cuando reducimos el tamafio de la nanoparticula en un intervalo de 1 a 10 nm se puede observar
los efectos que esta tiene en sus propiedades, uno de estos aspectos es el confinamiento de los
electrones dentro de su estructura, lo que ha dado con el desarrollo de nanoparticulas metalicas y
semiconductores que tengan efectos cuanticos y mejorando asi sus propiedades magnéticas, y
conductividad eléctrica, al igual que propiedades termodinamicas como la capacidad calorifica
del material, conociéndose estas nanoparticulas también como puntos cudnticos (Gutiérrez Wing).
Al tener los electrones confinados en un espacio muy pequeilo poseen una energia fija los mismos
que va a determinar la longitud de onda que emite este punto cuantico al momento que el electron
salta de la banda de valencia a la banda de conduccion, diciendo entonces que el tamaiio del punto
cuantico (nm) va a determinar el color de luz que emite (Sanchez, 2017). Esta propiedad es crucial
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ya que nos da una idea del tamafio de nanoparticula que se obtuvo ya que las nanoparticulas de

un metal van a presentar diferente coloracion al varias sus dimensiones.

ONDA DEL ELECTRON

L

Nanoparticula grande, Nanoparticula pequena,
mas espacio para la longitud menos espacio para la longitud
de onda del electron. de onda del electron.

luz y la emiten en una longitud
de onda diferente. El color
resultante depende del tamano
de la particula.

Los puntos cuanticos absorben » LAMPARA ;.;

Iustracion 2-12: Interaccion de la luz con las nanoparticulas

Fuente: Diéz Barra et al., 2023

b. Nanocomposito (Nanocompuesto)

Un nanocompuesto 0 nanocomposito es un material solido es cual esta compuesto por dos fases
y una de estas tiene al menos una de sus dimensiones en tamafio nanométrico. Dichas fases
interactiian a esta escala logrando propiedades superiores a las de los componentes individuales,

entre sus principales caracteristicas tenemos las siguientes (Omanovi¢ Mikli¢anin et al., 2020):

e Relacion superficie-volumen: al tener una fase en escala nanométrica aumenta la
superficie para interacciones, mejorando propiedades como adsorcion, reactividad y
dispersion.

e Propiedades mecanicas: la fase nanométrica ayuda a reforzar la matriz del
nanocompuesto, aumentando lo que vendria a ser la resistencia, dureza, ductilidad sin
aumentar de manera significativa el peso.

e Propiedades Opticas: al controlar el tamafio y forma de las nanoparticulas se puede alterar
la interaccion con la luz que estas tienen, logrando propiedades como reflectancia,
transmision y emision.

e Propiedades térmicas: dependiendo la fase matriz los nanocompuestos pueden presentar

conductividad térmica o de aislamiento térmico.
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e Propiedades eléctricas y magnéticas: la fase nanométrica puede ayudar a conferir estas

propiedades al nanomaterial.
Este nanomaterial se puede clasificar de dos formas:
a. Segln su matriz: Ceramica, Fibra o Polimero y Metal (Omanovi¢ Mikli¢anin et al., 2020).
b. Seglin su método de preparacion: sol-gel, intercalacion, electroceramicas, entre otras

(Komarneni, 1992).

nanocarica: particelle,
fibre, piattelli

-
R , e,
. . -
.
L J -— l
= © -

matrice: polimerica,
metallica, ceramica

Iustracién 2-13: Representacion de un nanocompuesto

Fuente: Fargaschil, 2016

1.1.3 Nanoparticulas de plata.

La plata y las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido ampliamente utilizadas desde la
antigiiedad, desde ser considera un metal precioso y ser usado como joyeria, pigmentos en
artesanias, vidrio y ceramicas, industria textil a ser empleado para la desinfeccion de agua a
productos medicinales con la finalidad de tratar heridas, prevenir y manejar infecciones, limpiar

heridas, actuando también como bactericida (Cardoso, 2016; Martinez et al., 2013).

1.1.4 Sintesis de nanoparticulas de plata.

Se han desarrollado varias técnicas y métodos para la produccion en funcion a la aplicacion que
se desea dar a las nanoparticulas de plata, entre las principales técnicas donde su precursor

metalico sea nitrato de plata (AgNOs3) tenemos:

1.1.4.1 Reduccion Quimica
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Esta técnica permite obtener nanoparticulas de plata en forma de suspension coloidal utilizando
agentes reductores y un estabilizante (polimeros o ligandos). Se obtiene AgNPs a partir de
precursores como cloruro de plata (AgCl) nitrato de plata (AgNO3), entre los agentes reductores
que se han trabajado con borohidruro de sodio (NaBH4), como agente reductor fuerte y el citrato

de sodio (C6H5Na307) como agente reductor débil (Sanchez Moreno, 2017).

NUCLEACION CRECIMIENTO
agente reductor Q (L
AgN O, disolvente -5 CA
atomos de plata libres nanoparticulas de plata

Iustracion 2-14: Mecanismo de sintesis de nanoparticulas de plata.
Fuente: Monge Oroz, 2009

El denominado método Creighton, donde como precursor tenemos al nitrato de plata y agente
reductor al borohidruro de sodio es el mas utilizado y popular actualmente al producir
nanoparticulas con tamafo aproximado de 10 nm (Monge Oroz, 2009). Para entender de mejor
manera como ocurre la reduccion quimica y sintesis de nanoparticulas observemos la siguiente

reaccion:

BH,” + 6Ag* + 80H™ — B0, + 6H,0 + 6Ags
1.1.4.2 Sintesis Verde
Aunque se trate de una reduccion quimica, la busqueda por la reduccioén y/o eliminacion de
utilizar reactivos quimicos que produzcan dafio ambiental y en las personas quienes lo manipulan,
ha hecho que en los ultimos afios se desarrolle nuevas alternativas como es la sintesis verde el

cual se basa en la reduccion de la plata utilizando extractos de plantas que contengan metabolitos

secundarios con poder antioxidante (Gémez Garzoén, 2018).
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Ilustracion 2-15: Proceso de sintesis verde de nanoparticulas de plata

Fuente: Gomez Garzon, 2018

1.1.5 Caracterizacion de nanoparticulas de plata.

La caracterizacion de nanoparticulas de plata nos permite comprender y controlar la sintesis ya
que nos brinda informacion como el tamafio y morfologia de las AgNPs ya que estas varian de
acuerdo con el uso y aplicaciones que se vaya a dar al nanomaterial. Entre las técnicas

instrumentales podemos enumerar las siguientes (Sanchez Moreno, 2017):

e Espectroscopia UV-Vis

e Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

e Microscopia electronica de barrido (SEM) y de transmision (TEM)
e Difusion de luz dinamica (DLS)

e Microscopia de fuerza atoémica (AFM)

e Difraccion de rayos X (XRD)

e Espectroscopia de rayos X de energia dispersa (EDS o EDX)

1.1.5.1 Espectroscopia UV-Vis

Esta técnica nos permite observar la resonancia de plasmén de superficie (SPR), fenomeno que
ocurre al interactuar los electrones de la superficie metalica con ondas electromagnéticas, las
nanoparticulas de plata en solucion interactuaran con ondas que se encuentren en la region UV-
Visible (Martinez et al., 2013).

El pico de absorbancia dentro del espectro UV-Vis se puede observar un maximo de entre las
longitudes de onda 400 a 450 nm, la intensidad dependera del tamafio de nanoparticula de plata

(Ortiz Dosal, 2014).

1.1.5.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)
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Esta técnica es utilizada para obtener imagenes de gran resolucion de la superficie de
nanomateriales (nanoparticulas y nanocompositos), permitiendo observar y determinar aspectos
morfologicos, asi como el tamafio de las nanoparticulas, equipos actuales permiten identificar
morfologias alrededor de los 10 nm. Acoplado a la espectroscopia de rayos X de energia dispersa

(EDS o EDX) se puede también analizar la composicion quimica del nanomaterial (Sanchez Moreno,
2017).

1.1.6  Efectos bactericidas de las nanoparticulas de plata.

Los iones y nanoparticulas de plata se usan para el control de infecciones, se encuentran presentes
en apositos, gasas y algodones que sirven como superficies antimicrobianas. Se ha demostrado
que las AgNPs poseen mayor actividad bactericida (Cardoso, 2016). Su elevada area superficial hace
que tenga una gran actividad bactericida (Moreno Samaniego et al., 2022). El ataque que sufre la
bacteria frente a los iones y las nanoparticulas de plata, aunque no esta claro, se deduce sigue el

siguiente esquema (Gonzéilez Jiménez y Garcia, 2020):

Ag' desnaturaliza e
inhibe la sintesis de
proteinas

_~——1 Ribosoma

Ag' causala
destruccion del

Ag'se unea las
bases que forman

peptidoglicano el ADN, perdiendo
la capacidad de
= replicacion
Pared J | Plasmido
bacteriana ‘

lones Ag* /

Tlustracion 2-16: Mecanismo de accion de los iones Ag”

Fuente: Gonzalez Jiménez y Garcia, 2020

1.1.7 Pseudomona Aeruginosa.

La Pseudomona Aeruginosa es una bacteria gran negativo la cual se encuentra en el medio
ambiente en lugares como el agua y el suelo, es aerobia facultativa, es decir, puede crecer en con

o sin presencia de oxigeno, ademas de sobrevivir en temperaturas extremas, pH extremos y resistir
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a la presencia de antibidticos. Es capaz de producir infecciones en humanos como: neumonia,
infecciones urinarias y sepsis. Al estas presente en el medio ambiente esta puede ingresar

facilmente al organismo en pacientes inmunocomprometidos (Paz Zarza et al., 2019).

1.1.8 Agave americana

Las plantas del género Agave tiene alrededor de 140 especies que creen en las zonas aridas y
semiaridas alrededor del mundo, pero hay 3 que son las de mayor contenido de fibra contienen:
A. tequilana, A. sisalana y A. americana, El Agave americana es la que se ha utilizado desde la
antigiiedad para la fabricacion de cuerdas, sacos y cordeles, dichas fibras se encuentran en las

hojas del Agave, asi como bebidas ancestrales (Andrade Vargas, 2014).

Hustracion 2-17: Agave americana L.

Fuente: Andrade Vargas, 2014
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CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Area de estudio

Este trabajo de investigacion se desarrollara en los laboratorios de la Facultad de Ciencias
(Quimica Instrumental, Analisis Bioquimicos y Bacteriologicos, Investigacion, Bromatologia y
Productos Naturales) y el laboratorio de materiales de la Facultad de Mecanica, ubicados en la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, direccion Panamericana Sur km 1 % en el canton

Riobamba, Chimborazo, Ecuador.

‘Facultadide Ciencias™

.®

i0 de Alimentos

Tlustracion 3-1: Ubicacion de la Facultad de Ciencias ESPOCH
Fuente: Google Maps 2024, Salgado, G.

3.2 Tipo de investigacion

3.2.1 Por el método de investigacion: Cuantitativa

Se busca evaluar la recuperacion de plata a partir de material radiografico de desecho para
sintetizar nanoparticulas de plata y soportadas en fibras de Agave americana, esto sera
caracterizado mediante técnicas instrumentales como las espectroscopia IR y UV-Vis, ademas de

un analisis por microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de energia dispersa
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(EDS), a este nanocompuesto se lo plantea realizar con la finalizar de usarlos bactericida

recopilando datos de la actividad que van a desempeniar las nanoparticulas sobre las bacterias.
3.2.2 Segun el objetivo: Aplicada

Se busca, como objetivo, desarrollar un material compuesto que funcione como bactericida
utilizando nanoparticulas de plata soportadas en fibra de Agave americana mejorando los
procesos existentes.

3.2.3 Segun el nivel de profundizacion en el objetivo de estudio: Explicativa

La investigacion busca comprender y explicar el proceso de sintesis de nanoparticulas

recuperadas de residuos radiograficos, su aplicacion y efectividad como agente bactericida.

3.2.4 Segun la manipulacion de variables: Experimental

La manipulacion de las concentraciones, temperatura y reactivos para obtener las nanoparticulas
de plata, asi como su impregnacidon se veran envueltas en esta investigacion, ademas se
manipulara las condiciones de trabajo (concentracion de nanoparticulas, temperatura y tiempo de

exposicion) del nanocompuesto con las bacterias.

3.2.5 Segun el tipo de estudio: Laboratorio

La investigacion se llevara a cabo en escala a laboratorio con la finalidad de controlar las
condiciones de sintesis, impregnacion y efectos bactericidas de las nanoparticulas, siendo estos
ambientes mas controlados e ideales para estudiar los fendmenos.

3.2.6 Segun el tipo de inferencia: Deductiva

Se plantea probar la hipotesis sobre la relacion que tendria la relacion entre la concentracion de
las nanoparticulas de placa recuperadas y soportadas en Agave americana como su actividad
bactericida realizando experimentos que nos haran llegar a una conclusion.

3.2.7 Segun el periodo temporal: Transversal

La investigacion busca comprender y evaluar la eficacia de las nanoparticulas de plata como

bactericida en un momento determinado.
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3.3 Poblacion de estudio

En esta investigacion tiene como poblacion las placas radiograficas de desecho se han sido
recolectadas de centro radiograficos, centros médicos, entre otros medios. La segunda poblacién
de estudio es la bacteria Pseudomona aeruginosa, la cual se encuentra en glicerol a bajas

temperaturas hasta su posterior activacion en caldo TSB.

3.4 Tamaiio de muestra

En este caso, al tener un tamafo de poblacion pequefia decimos que nuestro tamafio de muestra

es igual a la poblacion.

3.5 Diseiio experimental

La investigacion sigue un modelo tipo experimental el cual sigue los siguientes pasos. Primero se
debe recuperar la plata a partir de placas radiograficas, las radiografias de desechos que han sido
adquiridas se recortan en pequefios cuadrados que seran sumergidas en solucion de acido oxalico,
se separa las placas de plastico de la emulsion, esta tltima se filtra, seca y se lleva a calcinar en
una mufla, terminando con esto la parte de recuperacion de plata. En el segundo paso tenemos la
sintesis de nanoparticulas, la plata metalica recuperada se la hace reaccionar con una solucion de
acido nitrico con la finalidad de tener iones de plata los cuales van a reaccionar con una solucion
de borohidruro de sodio (NaBH4) como agente reductor, estas nanoparticulas para un mejor
manejo y estabilidad se las impregnara en fibras de Agave americana (cabuya o fique)
previamente hidrolizada con hidréxido de sodio (NaOH) obteniendo una nanocompuesto,
posterior se lleva a un secado y esta lista para llevar a la ltima parte. El Gltimo paso consiste en
una solucion de bacterias Pseudomona aeruginosa, a la que se va a afiadir cierto porcentaje (%
peso de nanocompuesto/solucion de bacteria) en peso de la fibra recubierta con nanoparticulas y
se tomara cada cierto tiempo alicuotas que serviran para comparar y ver si estan tienen actividad

bactericida.

Para la parte de caracterizacion de las nanoparticulas se les realizara mediante técnicas
instrumentales tales como espectroscopia IR, espectroscopia UV-Vis, microscopia electronica de
barrido (SEM), dispersion de energia de rayos X (EDS) y otras técnicas que permitan su
determinacion. Se realizard una caracterizacion a la fibra de Agave americana como es ceniza,
fibra, humedad, asi como su espectro IR antes y después de la hidrdlisis basica y el espectro antes
y después de impregnar las nanoparticulas.
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En esta investigacion se estudiara el efecto del factor A, correspondiente el tiempo de contacto
que tendré el nanocompuesto con la solucion de bacteria y el factor B el cual es la variacion de la
concentracion de la fibra impregnada con nanoparticulas. Por lo cual se decide trabajar con un
disefio factorial 3x3 respectivamente y con 2 réplicas, permitiendo obtener informacion relevante
en relacion entre los factores y su actividad bactericida, asi mismo se va a realizar un analisis
ANOVA, se tendra un nivel de significancia de 5% (0=0,05) y un nivel de confianza del 95%. No
se tomard en cuenta los factores que intervienen sobre la recuperacion de plata de placas
radiograficas, sintesis de nanoparticulas de plata y su impregnacion en fibras de Agave americana
y otros factores que puedan intervenir en la actividad bactericida de las nanoparticulas, dicho esto,

los factores que se tomaran en cuenta para esta investigacion son:

. Factor a: Tiempo de contacto (horas)

. Factor : Concentracidén de nanocompuesto (% w/v)

. Variable Dependiente (respuesta): % de reduccion de CFU (Unidades Formadoras de
Colonias)

Tabla 3-1: Forma general del modelo factorial 3x3

Factor 8
Bl B2 B3 TOTALYi;.
> Al
©
53 o A2
= o<
S S0 A3
o £ =
S2s
S |TOTALY, Y.
(&)

Realizado por: Salgado G., 2024.

Lo que se busca con este disefio experimental es aceptar o rechazar la hipdtesis de investigacion:
actian las nanoparticulas de plata soportadas en fibra de Agave americana actuar como agente
bactericida en Pseudomonas Aeruginosa, de igual forma nos ayudard a saber la concentracion
optima y el tiempo de contacto que estas deben estar para obtener resultados favorables.

3.6 Modelo estadistico

3.6.1 Analisis estadistico inferencial

3.6.1.1 Modelo estadistico del diserio factorial
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Donde:

i=12,..,aj=1,2,...,b;k=1,2, ...,n

u = media general

a; = efecto debido al i-ésimo nivel del factor A

B = efecto debido al j-¢simo nivel del factor B

Yijeg = u+a; + B + (aB)i; + €ijic

(ap);j = efecto de la interaccion de la combinacion ij

&ji = error aleatorio

3.6.1.2 Hipotesis del modelo

Factor A:

Ho: Efecto del Tiempo de contacto (A) =0
Hi: Efecto del Tiempo de contacto (A) #0

Factor B:

Ho: Efecto del Concentracion de nanocompuesto (B) =0

H;: Efecto del Concentracion de nanocompuesto (B) # 0

Factor de la interaccion AB:

Ho: Efecto del Tiempo de contacto x Concentracién de nanocompuesto (B) =0

H;: Efecto del Tiempo de contacto x Concentracion de nanocompuesto (B) # 0

3.6.1.3 Andlisis de varianza — Tabla ANOVA

Tabla 3-2: ANOVA para el disefio factorial @ X b

Fu_ent_e_ de Suma G_rados de Cuadr_ado Fy Valor-p
variabilidad | cuadrados libertad medio
Efecto A SCy a—1 CM, CM,/CMg | P(F, >F%)
Efecto B SCp b—1 CMy CMg/CMg | P(E, > Fp)
Efecto AB SCap (a—1)(b-1) CMyp CMyg/CMyg | P(E, > F4B)
Error SCg ab(n—1) CMg
Total SCr abn — 1

Nota: F): estadistico de prueba; a: niveles del factor A; b: niveles del factor B; n: niimero de réplicas de cada factor.

Fuente: Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar, 2012

27




La notacion para la suma de cuadrados es:

i=1j=1k=1
SC, = Y1
A~ bn N
=1
L
uan N
j=1
a b Yli Yz
SCAB:ZZ____SCA_SCB
i=1j=1 n

SCE = SCT - SCA - SCB - SCAB
Donde N = abn es el total de replicas en el experimento.

3.6.1.4 Comparacion de medias

Después de haber rechazado la hipotesis nula en el analisis de varianza, es necesario ver cuales

de los tratamientos es diferente (Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar, 2012).
3.6.14.1 Meétodo de diferencia minima significativa (LSD)
Una vez rechazada la hipotesis nula (Ho) en la tabla ANOVA debemos comparar las medias en y

es necesario investigar cuales provocan la diferencia, para lo cual debemos probar la iguales que

existe entre todos los posibles pares de medias de hipodtesis (Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar, 2012):

e Efecto del factor A:

Tabla 3-3: Pares de hipotesis para comparar medias del factor A

Ha1 — Ha2 Ha1 — Ha3 Haz — Ha3
Ho: g1 = Uaz Ho: a1 = taz Ho: piaz = pas
Hiiphgy # Uao Hiipigy # Uas Hi: gy # Uas

Realizado por: Salgado G., 2024.
Se rechaza la hipotesis nula (Ho) si ocurre:

|V, — Y, | > LSD,

Denotando LSD, como:
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1 1
LSD, = ta/z,ab(n—l)\]CMe (n—l + n_A,>

Donde, tq /2 apn-1) s€ lee de la tabla la tabla de distribucion 7 de Student con los grados de
libertad del cuadrado medio del error en la tabla ANOVA; n,, y ny, al considerar que es un
disefio balanceado es total de observaciones en los niveles iy / del factor A, es decir ny, = ny,

(Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar, 2012).

e Efecto del factor B:

Tabla 3-4: Pares de hipotesis para comparar medias del factor B

Hp1 — Up2 Up1 — Up3 Hp2 — Hps3
Hy: g1 = Upz Ho: gy = Up3 Ho: gz = U3
H;: g, # Ug H;:ugy # Ups H;: ups # Up3

Realizado por: Salgado G., 2024.

Se rechaza la hipétesis nula (Hy) si ocurre:
17, 7,| > L5Ds

Denotando LSDg como:

1 1
LSDy = ta/Z,ab(n—l)\/CMe <n_ + n_>
Bj By

Donde, ty/2 an(n—1) s€ lee de la tabla la tabla de distribucion 7' de Student con los grados de
libertad del cuadrado medio del error en la tabla ANOVA; ng, y ng, al considerar que es un disefio
balanceado es total de observaciones en los niveles j y / del factor B, es decir ng, = ng, (Gutiérrez

Pulido, de la Vara Salazar, 2012).

e Efecto de la interaccion AB

Tabla 3-5: Pares de hipotesis para comparar medias de la interaccion AB

Ba1 — U1 Ha1 — Hp2 Ha1 — Hp3
Hoy: iy = Upy Ho: pa1 = Up2 Ho:piar = pp3
H;: g1 # Upe Hi:pa1 # U Hi:pip1 # Ups

Haz — Hp1 Haz — Hp2 Haz — Up3
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Hy:ligy = Upy Ho: gz = g2 Ho: gz = U3
Hi: iy # Upq Hi:plaz # Up Hi:pipp # Ups
Ha3 — Hp1 Ha3 — Up2 Ha3 — UB3
Hy: iz = Upy Ho: gz = g2 Ho: gz = U3
Hi:ligs # Upy Hiipias # Upy Hi: paz # lips

Realizado por: Salgado G., 2024.

Se rechaza la hipotesis nula (Ho) si ocurre:
|V, = Y;| > LSDyp

Denotando LSD,g como:

1 1

LSDy =t 2,ap(n-1) |CMe (E + E)

Donde, ty/2an(n—1) s€ lee de la tabla la tabla de distribucion 7' de Student con los grados de

libertad del cuadrado medio del error en la tabla ANOVA; n es el nimero de réplicas de los

tratamientos a comparar (Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar, 2012).
3.6.1.5 Verificacion de supuestos

Para la validez de los resultados obtenidos en el analisis de varianza se debe cumplir con los

supuestos del modelo tales como:

e Normalidad
e Varianza constante

e Independencia
Diciendo entonces que la respuesta (Y) para cada tratamiento debe estar distribuida de manera
normal, asi mismo con la misma varianza en cada tratamiento y las mediciones deben ser

independientes (Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar, 2012).

3.6.1.5.1 Prueba de Shapiro-Wilks para normalidad
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Consiste en verificar si los datos son generados en un proceso normal mediante las hipotesis

(Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar, 2012):

H,: Los datos proceden de una distribucion normal

H;: Los datos no proceden de una distribuciéon normal

Se rechaza la Hy si el valor-p es menor a nivel de significancia (0=0,05).

3.6.1.5.2 Homogeneidad de varianzas

Este método nos ayuda a verificar los supuestos de varianza constante, es decir que los datos de
tratamiento tienen la misma varianza. Se desea probar si las hipétesis de igualdad de varianzas
siguiente (Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar, 2012):

...:alf 20-2

_ 2 _ 2
Hy = of =03

Hy = o7 + 0']-2 para algini # j
Se rechaza la Hy si el valor-p es menor a nivel de significancia (0=0,05).
3.6.1.5.3 Independencia

Se realiza un gréafico en orden de recoleccion de datos, donde al graficar en el eje vertical los
residuos y en el eje horizontal el orden de corrida, si se detecta una tendencia hacia un patrén no
aleatorio es evidente que existe una correlacion entre los errores por lo que el supuesto de
independencia no se cumple. Por otro lado, si se observa un comportamiento de las mediciones
en una banda horizontal se cumple el supuesto de independencia (Gutiérrez Pulido, de la Vara Salazar,

2012).
3.7 Materiales, equipos y reactivos
3.7.1 Materiales

e Vasos de precipitacion 100, 200, 500, 1000 mL
e Matraz Erlenmeyer 125, 250, 500 mL
e Matraz aforad 50, 100 200 mL

e  Vidrios reloj
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3.7.2

Crisoles con tapa
Espatulas
Embudo simple
Papel filtro
Bureta 25, 50 mL
Pinza para bureta
Soporte universal
Desecador

Asa

Pinza para crisol
Pipetas volumétricas 5, 10 mL
Pera de succion
Piseta
Micropipeta
Puntas para micropipeta
Gradilla

Tubos de ensayo
Papel aluminio
Gasas

Algodon

Jeringa 10 mL
Termoémetro
Magneto

Tijeras o estilete

Hojas de pencas (Agave americana)

Placas radiograficas
Frascos ambar

Placas Petri

Equipos
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Tabla 3-6: Equipos

Balanza Analitica

Marca: Ohaus

Modelo: EX224 —
Precision: 0,1 mg ; K‘g

Plancha agitaciéon con calentamiento
Marca: Fischer Scientific

Modelo: 1152049SH

Medidor de pH

Marca: Jenway
Modelo: 35417-00

Mufla
Marca: Thermo Scientific

Modelo: FB1410M

Termobalanza

Marca: Radwag

Modelo: MA 110.X2.A i?

Incubadora
Marca: Binder

Modelo: BD 115
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Autoclave
Marco: Tuttnauer

Modelo: 2340MK

Reverbero

Marca: Genérica

Espectrofotometro IR

Marca: Jasco

Modelo: FT/IR-4100

Espectrofotometro UV-Vis R <
Marca: Thermo Electronic Corporation
Modelo: Helios Beta

Metalizador de oro

off |
Marca: DentonVaccum

Modelo: Desk V t—" - ‘j_

Microscopio electréonico de barrido (SEM)
Marca: JEOL

Modelo: JSM-IT100
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Agitador Vortex
Marca: MRC
Modelo: VM-300

Microscopio optico
Marca: Fischer Scientific

Modelo: AX-5012

Baiio de ultrasonido
Marca: Fischer Scientific

Modelo:

Agitador de cabezal
Marca: Wiggens
Modelo: WB6000-D

Realizado por: Salgado G., 2024.

3.7.3 Reactivos

e Aguan destilada
e Acido oxalico

e Acido nitrico

e Alcohol potable 96%

e Hidréxido de sodio




e Suero Salino 50 mL

e (Caldo nutritivo

e Agar TSA
e Estandar 0,5 McFarland
e C(Caldo TSB

e Pseudomona aeruginosa

3.8 Metodologia

3.8.1 Indicaciones generales

Con la finalidad de evitar pérdidas innecesarias, contaminacion cruzada y demas incidentes que
puedan interferir en la toma de muestras y resultados y reduciendo la necesitad de repetir ensayos
que puedan retrasar la investigacion, por eso durante todos los procesos se lavo contantemente
los materiales, un posterior enjuague con agua destilada para evitar la acumulacion de carbonatos

presentes en el agua regular y por ultimo un secado en la estufa a 60 °C.

3.8.2 Obtencion de fibra de cabuya (Agave Americana)

Las hojas de penas (Agave americana) fueron obtenidas en de zonas cercanas a la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo, donde se cortd las hojas desde la zona mas cercana a la
denominada pifna de la penca con la finalidad de obtener la mayor cantidad de fibras, una vez

obtenidas las hojas se procese a obtener las fibras:

Hustracion 3-2: Seleccion y obtencion de hojas de pencas Agave Americana
Realizado por: Salgado G., 2023
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1. Se aplasto las hojas de pencas con objetos contundentes como martillos, piedras y demés con
la finalidad de eliminar la mayor cantidad de material organico no deseado.

2. Para eliminar los residuos de hojas y mantener solo las fibras se lavo constantemente con
agua.

3. Una vez eliminado la mayor cantidad de material organico, se cuelga la fibra y se deja secar
por varias semanas en una zona seca.

4. Luego de haber pasado el tiempo prudente se pudo observar como las fibras estaban
completamente secas, pero estas contienen atn residuos de hojas que no son necesarias por
lo que se debe ir retirando las fibras una por una para eliminar estos residuos y puedan ser

utilizados en posteriores procesos.

Iustracion 3-3:Obtencion de fibras de cabuya a partir de hojas de Agave americana

Realizado por: Salgado G., 2023

3.8.2.1 Andalisis proximal de la fibra
3.8.2.1.1 Humedad
Para determinar este parametro se utilizo la Termobalanza, donde se pes6 2,123 gramos de fibra

en forma de pequefias bolitas para una mejor manipulacion, se coloco el equipo en un perfil de

secado modo estandar y se espera hasta que la pantalla muestre el porcentaje de humedad.
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Tlustracion 3-4: Determinacion de humedad en Termobalanza
Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.2.1.2 Ceniza

Antes de realizar el analisis de ceniza de la fibra primero debemos lavar los crisoles a utilizar para
eliminar cualquier residuo que pueda alterar nuestro resultado, se secara en la estufa a 60 °C por
toda una noche, posterior se deja reposar los crisoles en un desecador de 20 a 30 minutos para

tener los materiales encerados y sin presencia de humedad.

1. Pesar los crisoles encerados y anotar sus pesos respectivos.
2. Pesar de 1 a 2 gramos de fibra y colocar en los crisoles.
3. Con ayuda de un reverbero calcinar las muestras en los crisoles eliminando la mayor

cantidad de residuos orgénicos.

4. Una vez dejo de desprender humo la fibra esta es llevada a una mufla a 500 °C por dos
horas.
5. Pasado este tiempo, los crisoles se colocan de nuevo en un desecador 30 minutos,

permitiendo enfriar las cenizas y evitar la humedad.
6. Se pesan los crisoles junto con las muestras y se calcula el porcentaje de cenizas

empleando la siguiente formula:

. (C-B)
% Ceniza = T- 100

Donde,

A = Peso de la muestra
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B = Peso crisol

C = Peso crisol mas cenizas

Tlustracion 3-5: Determinacion de cenizas
Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.2.2 Hidrdlisis de fibra

Con la finalidad de mejorar la impregnacion de nanoparticulas de plata en la superficie de la fibra
de Agave americana se plante6 realizar una hidrolisis basica con una solucion de hidroxido de

sodio al 5%.

1. Se prepara la solucion de hidroxido de sodio al 5 % w/v.

2. Se pesa 6 gramos de fibra y se afiadio a la solucion basica, que se dejo actuar durante una
hora a 200 rpm con ayuda de un agitador magnético o de cabezal.

3. Pasado el tiempo se realizado varios lavados con agua destilada y bafio de ultrasonido
hasta alcanzar un pH neutro (alrededor de 7), el cual se realiz6 la medicion utilizando un
potenciometro.

4. Alcanzado el pH optimo se deja secar durante toda una noche en un lugar fresco y seco a

temperatura ambiente.
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Hustracion 3-6: Hidrolisis basica de fibra de Agave americana
Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.3 Recuperacion de plata

Se recupero plata de placas radiograficas siguiendo el proceso propuesto por (Urriquia et al., 2020;

Balela et al., 2020) utilizando las condiciones donde se obtuvo mayor recuperacion de plata.

1. Se cortaron las placas radiograficas en cuadros de 2 cm x 2 cm.

2. Se prepar6 la solucion de acido oxalico a 10 % w/v y se calento a 90 °C.

3. Una vez alcanzada esa temperatura de afiade a la solucion caliente 10 gramos de placas
que se cortd previamente y con ayuda de un agitador de cabezal se agita a 500 rpm por
30 minutos o hasta observar un desprendimiento de la emulsién que contiene la plata con
del film plastico.

4. Se extrajeron los filmes plasticos y si contenia aun rastros emulsion, esta se raspaba con
una punta de una tijera y era devuelta a la solucion de acido oxalico.

5. Se filtra la solucion y el residuo presente en el papel filtro fue secado a una estufa a 50
°C toda la noche.

6. El filtrado fue puesto en un crisol y llevado a la mufla donde tendra dos etapas.

7. Primero una calcinacion a 500 °C por 3 horas para reducir la cantidad de materia organica
presente como el papel filtro, residuos de emulsion y plastico que no fue extraido.

8. En la misma mufla y luego de haber pasado las 3 horas se elevo la temperatura a alrededor

de 1050°C para fundir la plata, que se encontraba mezclada con las cenizas resultantes y
en un fino polvo, formando perlitas de plata que fueron mas faciles de extraer y manipular

para posteriores procesos.
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Ilustracion 3-7: Proceso de extraccion de plata de placas radiograficas
Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.4 Sintesis de nanoparticulas e impregnacion

Se sintetizo nanoparticulas de plata a partir de la plata recuperada de placas radiograficas para lo
cual se plante6 una reduccion quimica con borohidruro de sodio (NaBH4) y una impregnacion in

situ, es decir se va a afiadir la fibra previamente hidrolizada en la solucion de nitrato de plata.

3.8.4.1 Solucion de nitrato de plata

1. Se hizo reaccionar la plata recuperada con acido nitrico concentrado, la cantidad a utilizar
se calculo para usar una equivalencia estequiométrica y no exista acido nitrico en exceso
evitando que pueda intervenir con la sintesis e impregnacion de las nanoparticulas en la
plata.

2. Esta solucion de nitrato de plata formada se la aforo a 100 mL, para eliminar restos que
podrian haber quedado de cenizas e impurezas se filtré la solucion, posterior a esto se
hizo una dilucién tomando 10 mL de la solucion madre y nuevamente aforada a 100 mL.

3. Estas disoluciones formadas nos van a servir para formar una sintesis de nanoparticulas

de plata previa a la impregnacion para corroborar su formacion.
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Hustracion 3-8: Solucidn de nitrato de plata y su filtrado
Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.4.2 Sintesis de nanoparticulas

1. Se toma una dilucién de nitrato de plata y es vertida en un vaso de precipitacion
apropiado.

2. Se calienta a 90 °C y con agitacion constante de 500 a 700 rpm con ayuda de un agitador
de cabezal.

3. Se prepar6 una solucion de borohidruro de sodio (NaBH4) 1 % w/v.

4, Se arma el equipo con un soporte universal, pinza y una bureta donde se afiadi6 la

solucion de borohidruro de sodio la cual se va a ir afiadiendo gota a gota durante una hora.
5. Se observo un cambio de color en la solucion a ambar claro. Se dejo enfriar y se guardd

en un frasco ambar para evitar su descomposicion con la luz.

Hustracion 3-9: Solucion de nanoparticulas sintetizado a partir de plata recuperada de placas

radiograficas

Realizado por: Salgado G., 2024
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3.84.2.1 Caracterizacion de nanoparticulas

1. Se utilizo el equipo de espectrofotometria UV-Vis.

2. Se tomo una alicuota de la solucioén previa y se corre el analisis en el equipo.

3. La existencia de nanoparticulas de plata se evidencia en un pico de absorbancia de 400 a
450 nm.

Hustracion 3-10: Espectroscopia UV-Vis de nanoparticulas de plata

Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.4.3 Impregnacion de nanoparticulas

Se utilizaron las diluciones previamente realizadas con la solucién madre, la fibra hidrolizada y
la solucion de borohidruro de sodio 1 % w/v. El proceso es similar a la sintesis de nanoparticulas,
pero antes de afiadir el agente reductor (NaBH4) se afiade la fibra hidrolizada en una proporcion

de 1 g de cabuya por cada 30 mL de solucion de nitrato.
1. Una vez consideremos que la impregnacion ha acabado el nanocomposito es filtrado y

secado a temperatura ambiente por toda una noche en un lugar que no llegue la luz solar

directamente.
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Ilustracion 3-11: Impregnacion de nanoparticulas de plata en fibra de cabuya (Agave

americana)

Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.4.4 Caracterizacion de nanocompuesto

Para observar y verificar la composicion del nanocompuesto se realizaron dos técnicas como la

microscopia SEM y espectroscopia IR.

3.8.44.1 Microscopia Electronica de Barrido

Esta técnica permite observar la impregnacion en la superficie de la fibra de cabuya, la

conglomeracion y complementado al EDS nos verifica la composicion.

1. Se deposita una pequeia cantidad de nanocompuesto sobre una fibra de carbono.

2. Se realiz6 una previa metalizacion con oro para que la muestra pueda ser visible en el
microscopio electronico de barrido.

3. Se analiza la muestra en el SEM y se observo el nanocomposito con los conglomerados

de nanoparticulas de plata adosados.

3.8.44.2 Espectroscopia IR
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Se realizo un espectro IR de la fibra de Agave americana:

o Fibra extraida y seca sin ningun tratamiento.
o Fibra hidrolizada.
. Nanocomposito

Para observar los picos de los grupos funcionales y verificar si hubo un cambio en la estructura

de la fibra.

Hustracion 3-12: Espectroscopia de nanocomposito

Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.5 Actividad Bactericida

El nanocomposito que se obtuvo fue utilizado para evaluar su uso como agente bactericida

eliminando Pseudomona aeruginosa.

3.8.5.1 Preparacion de dosis
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1. El nanocomposito fue dividido en dosis o concentraciones en % w/v, es decir, vamos a
afiadir X g de nanocompuesto en relacion con los mL de solucion de bacteria
(Pseudomona aeruginosa).

2. Las dosis fueron tratadas con luz ultravioleta (UV) para eliminar posibles contaminantes

no deseados y que puedan interferir en los siguientes pasos, como es la presencia de otras

bacterias y microorganismos.

Iustracion 3-13: Dosis de nanocompuesto
Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.5.2 Activacion de bacteria (Pseudomona aeruginosa)

1. Se activa una cantidad de bacteria Pseudomona aeruginosa la cual se encuentra en
refrigeracion en glicerina, colocando 200 pL en 5 mL de caldo TSB.

2. La solucion con bacteria es colocada en una incubadora a 35-37 °C por 16 horas.

-.I_‘

Iustracion 3-14: Bacteria Pseudomona aeruginosa en glicerina

Realizado por: Salgado G., 2024
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3.8.5.3 Dilucion a escala McFarland

1. En 5 mL de solucion salina (suero) o caldo TSB es diluido gota a gota la solucion de
bacterias, que se incubaron en el paso anterior, hasta llevar a una turbidez similar al

estandar 0,5 McFarland.

Al llegar al estandar 0,5 McFarland hablamos de que la solucion de bacteria tiene una

concentracion de 1,5x108 CFU/mL

Ilustraciéon 3-15: Estandar 0,5 McFarland
Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.5.4 Evaluacion Bactericida

En nuestra solucién normalizada (0,5 McFarland) afiadiremos nuestra dosis de nanocompuesto.

1. Llevada la hora en la que debiamos tomar la alicuota, y se realiz6 diluciones seriadas.

2. Se tom6 1 mL se vierte en un tubo de ensayo nuevo y se afadié 9 mL de solucion salina
o caldo TSB. Luego se toma 1 mL se coloca en un nuevo tubo y nuevamente de afiade 9
mL de solucion salina o caldo TSB, se tiene entonces factores de dilucion 107!, 102, etc.

3. Se toman las diluciones, para el tiempo inicial las diluciones: 10, 107, 10%, en el caso
de una hora: 107, 10, 105, para las 4 y 6 horas se tomara las diluciones 107!, 102, 10.

4, Se inocula 100 pL de cada dilucién en una placa Petri con agar TSA y con ayuda de un
asa de Driglaski se extiende por toda la superficie.

5. Los cultivos se llevan a la incubadora por 16 horas a 35-37 °C.

47



Tlustracion 3-16: Actividad bactericida

Realizado por: Salgado G., 2024

Este proceso de lo realiza para cada dosis de nanocompuesto a utilizar.

Ilustracion 3-17: Dosis de nanocompuesto y solucion de bacteria

Realizado por: Salgado G., 2024

3.8.5.5 Conteo de CFU/mL

El conteo de las CFU (Unidades formadoras de colonia por sus siglas en inglés) nos ayudo a
evaluar la actividad bactericida del nanocompuesto frente a la bacteria Pseudomona aeruginosa,
al comparar las colonias resultantes con las colonias en el tiempo cero, utilizando la formula

siguiente que nos dara el porcentaje de reduccion de las colonias.

y -4
% Reduccion CFU = — 100%
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Donde, C son las colonias en el tiempo cero y 4 son las colonias tomadas a la 1, 4 y 6 horas por

cada dosis.

Ilustracion 3-18: Conteo de colonias

Realizado por: Salgado G., 2024
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion de plata

A partir de placas radiograficas se recuper6 alrededor de 0,111 gramos de plata pura que era
facilmente recuperable, seglin (Urriquia et al., 2020) las placas radiograficas contienen entre un 1,69
a 2,06 porciento de plata por cada 10 gramos de radiografia. Si tenemos en cuenta esto podemos
decir que no se pudo recuperar ni el 50% de la plata presente para el peso inicial de placas
radiograficas, lo que se observo y justifica el bajo rendimiento es la presencia pequenas perlas de
plata estaban impregnadas en el crisol y no podian ser recuperadas al estan adheridas a la
superficie del material y que no serviria para los procesos subsiguientes, no se pudo hacer por
diferencia de peso, es decir, encerar y pesar el crisol antes y después de los procesos de calcinacion
ya que habia residuos de cenizas que provenian de residuos como la film plastico de soporte,

papel filtro como se observa en la Ilustracion 4-1.

Iustracion 4-1: Peras de plata recuperada de placas radiograficas

Realizado por: Salgado G., 2024

4.2 Sintesis de nanoparticulas de plata
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El nitrato de plata que se encuentra disociado en la solucién tiene dos iones Ag* y NO3; ™, el que
nos interesa es el ion plata el cual se va a reducir al ir afiadiendo gota a gota una solucion de
borohidruro de sodio, segln (Portillo Alejo, 2015) para la sintesis de nanoparticulas de plata usando
como reductor borohidruro de sodio (NaBH4) se debe usar un exceso de este compuesto para
reducir la plata idnica a metalica ayudar a formar nanoparticulas de plata estables. La coloracion
que toma la solucién con nanoparticulas nos ayuda a ver su formacion y forma ya que esta toma
un color entre café y amarrillo siendo estas nanoparticulas de plata con forma circulares y
dimensiones nanomeétricas (Tang et al., 2012). Podemos observar en la Ilustracion 4-2 como la

solucion de nanoparticulas de plata tiene una tonalidad ambar ligero.

Hustracion 4-2: Solucion de nanoparticulas sintetizadas
Realizado por: Salgado G., 2024

4.2.1 Caracterizacion de nanoparticulas de plata

La espectroscopia UV-Vis nos permitié observar la resonancia de plasmon de superficie (SPR),
el cual es un fenomeno que ocurre al interactuar los electrones de la superficie metalica de las
nanoparticulas de plata (Martinez et al., 2013). Las nanoparticulas de plata presentan un pico de
absorbancia alrededor de los 350 a los 450 nm, el sitio de este pico, asi como su intensidad va a
depender de su concentracion, tamafio y morfologia de la particula. Esta técnica no es tan precisa
como lo es el microscopio electronico de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos X de energia
dispersa (EDS o EDX) los cuales nos permiten, mediante la interaccion de un haz electronico y

la muestra, saber su tamafo, forma y composicion.
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Espectro UV-Vis de solucion de AgNPs

o
w
1

— Nanoparticulas de plata

o
N
w

Absorbancia (A)
o
2

o
-
(8]

|

o
~
-
|

360 380 400 420 440 460 480 500
nm

Hustracion 4-3: Espectro de absorcion UV-Vis de nanoparticulas de plata en solucion
Realizado por: Salgado G., 2024

Tabla 4-1: Pico de absorbancia

nm Absorbancia

397 0,346

Realizado por: Salgado G., 2024

En Ilustracion 4-3 se observa una curva de absorbancia que va de los 350 a los 450 nm para lo
cual se confirma la presencia y recuperacion de nanoparticulas de plata a partir de placas
radiograficas de desecho, esta curva presenta una alta cantidad de ruido lo que se debe a la
cantidad de residuos y materia como cenizas que no pudieron ser filtrados debido a su tamafio.
La absorbancia se presenta menor al 0,5 A debido a la baja concentracion de nanoparticulas de

plata en la solucion.

En la Tabla 4-1 se observa un pico de absorbancia en los 397 nm, segun (Casanova Calvo, 2018) a
esta longitud de onda (397) las nanoparticulas de plata tienen un tamafio mayor a 20 nm, como
esta investigacion planea soportar las nanoparticulas recuperadas en fibra de cabuya (Agave
americana) se espera que las nanoparticulas tengan un tamafio supere los 50 nm por la

aglomeracion que estas puedan tener en la superficie de la fibra.

4.3 Sintesis de nanocompuesto

Se pudo observar un cambio de tonalidad de la fibra durante el proceso, fibra sin ningin

tratamiento (Ilustracion 4-4), fibra hidrolizada (Ilustracion 4-5) y fibra hidrolizada e impregnada
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con nanoparticulas (Ilustracion 4-6), lo cual nos da una idea en qué momento del proceso de

sintesis del nanocompuesto estamos.

Hustracion 4-4: Fibra de Agave americana sin tratamiento
Realizado por: Salgado G., 2024

Ilustracion 4-5: Fibra de Agave americana hidrolizada
Realizado por: Salgado G., 2024
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Iustracion 4-6: Comparacion entre fibra hidrolizada e impregnada de nanoparticulas de plata
Realizado por: Salgado G., 2024

En la Ilustracion 4-4 observamos el color natural de la fibra de Agave americana luego de haber
retirado todos los residuos de la hoja y materia organica que no es indispensable, y teniendo solo
la fibra lignocelulésica con una humedad del 10,04 % y un porcentaje de ceniza del 3,17 %. En
siguiente imagen, Ilustracion 4-5, se observa como la fibra toma un color blanco, segiin (Morales
de la Rosa, 2015) los procesos de hidrolisis de fibras lignoceluldsicas permiten la reduccion de
celulasa cristalina ademas de aumentar la porosidad de estas fibras al eliminar gran cantidad de
lignina y hemicelulosa presente en la estructura, lo cual va a permitir la adhesion y estabilidad de
las nanoparticulas de plata y formar un nanocompuesto. Por ultimo, en la I[lustracion 4-6 podemos
observar como la fibra paso de un color blanco a uno de tonalidad &mbar, con algunas zonas de
color amarilla y unas fibras mas oscuras lo cual se le atribuye a la impregnacion de nanoparticulas

de plata dentro de la estructura celuldsica de la fibra de cabuya.

4.3.1 Caracterizacion de nanocompuesto

Para la caracterizacion del nanocompuesto, es decir, la impregnacion de nanoparticulas de plata
en la estructura de la fibra de cabuya se utilizaron tres técnicas, cada una con un proposito

diferente.
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4.3.1.1 Espectroscopia IR

Esta técnica instrumental nos permite conocer los cambios dentro de la estructura moléculas de
la fibra que esta compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignanos. Al hacer varios barridos de la
fibra durante los diferentes procesos como es la obtencion de la fibra de cabuya de las hojas de
Agave americana, la hidrdlisis de la fibra y la impregnacion de nanoparticulas de plata en la fibra

de cabuya hidrolizada.

Espectros IR de fibra de cabuya (Agave americana)

— Fibra Normal
Fibra Hidrolizada
Fibra AgNPs

% Transmitancia
@
(=]

T T T T — T T T — — T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda {em™)

Iustracion 4-7: Espectros IR de fibra de Agave americana durante los procesos de hidroélisis e

impregnacion de nanoparticulas de plata
Realizado por: Salgado G., 2024

Tabla 4-2: Picos de % Transmitancia de fibra de Agave americana normal

Numero de onda
(em™) % Transmitancia
3297,68 62,0977
2923,56 76,3416
1731,76 92,1285
1608,34 81,2126
1419,35 86,2962
1253,50 90,2389
1025,94 72,2108
597,825 89,9511

Realizado por: Salgado G., 2024

En la Ilustracion 4-7 vemos los diferentes espectros infrarrojos de la fibra de cabuya durante los
diferentes procesos de la investigacion. Observamos en la Tabla 4-2 la formacion de dos picos
intensos en 3297,68 y 2923,56 cm™ los cuales corresponden al enlace O-H, la intensidad de estos
picos se debe tanto los grupos hidroxilo presente en la estructura de la lignocelulodsica y la

humedad presente en la fibra, recordando lo que se dijo en el anterior apartado, este tenia un 10%
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de humedad. Se rescata el pico de 1025,94 cm!, correspondiente al enlace C-O, que nos habla de
la presencia de este enlace en la estructura lignoceluldsica 4. En la misma ilustracion tenemos el
espectro IR correspondiente a la hidrolisis basica de la fibra de Agave americana donde se ve una
disminucién en la intensidad de los picos de enlaces O-H y C-O, para lo cual se debe a la
disminucion de lignina, hemicelulosa y humedad de la fibra, y permitiendo impregnacion de

nanoparticulas de plata en los 4&tomos de oxigeno de la celulosa (Hernandez Hernandez et al., 2021).

Por ultimo, en el espectro infrarrojo del nanocompuesto, seglin (Tang et al., 2012) la presencia del
pico en 1157 cm™ se da por la interaccion de la plata con la superficie de la fibra, ademas se
observa como la intensidad del pico del enlace O-H se atenua lo cual se debe a la formacion de

nuevos enlaces O-Ag.

4.3.1.2 Microscopio electronico de barrido SEM

La microscopia electrénica de barrido permite observar la fibra impregnada con nanoparticulas
de plata en su superficie y poder saber su morfologia y dimensiones, tal y como se observa en la
Ilustracion 4-8. Se observa la conformacion de la fibra de cabuya, como su estructura, la cual es
la unién de varias microfibras que le dan propiedades como su elasticidad y resistencia mecanica.
Asi mismo se puede observar pequefias particulas impregnadas en estas microfibras, se calcul6 el
tamafio promedio de las particulas tienen un tamafio entre los 50 a 100 nm, para lo cual se
concluye que se logré impregnar nanoparticulas de plata provenientes de placas radiograficas
dentro de la estructura de las fibras de Agave americana, se esper6d que contengan este tamafio ya
que asi parte de las nanoparticulas de plata van a llegar a disolver en la solucion con bacterias y
tener asi una actividad bactericida al poder ser captados por estos microrganismos y atacar desde
su interior, mientras que la parte de nanoparticulas que quede en la superficie de la fibra ataque a

la membrana de la bacteria.
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SED 20.0kV x200 100pm
SED ESPOCH

Iustracién 4-8: Microscopia electronica de barrido (SEM) de nanocompuesto

Realizado por: Salgado G., 2024

4.3.1.3 Espectroscopia de rayos X de energia dispersa (EDS o EDX)

Acoplado en el microscopio electronico de barrido (SEM), esta espectroscopia permite saber la
composicion elemental de la fibra en las regiones a analizar, observando en la Ilustracion 4-9 los
elementos presentes como es el C y O los cuales provienen de la composicion de la fibra, Au que
resulta del proceso de metalizacion realizado antes de afiadir la muestra al microscopio
electronico, Na y Cl los cuales provienen de la solucion salina junto con la bacteria a la que se
afiadio la el nanocomposito, y por ultimo se observa que existe un porcentaje de 0,79 % de Ag en
la superficie de la fibra lo cual nos da la certeza de presencia de nanoparticulas de plata

impregnadas en la superficie de la fibra.
Se analizo la fibra luego de haber realizado el tratamiento para comprobar su actividad bactericida

y se puede concluir con su posible uso al contener ain plata que puede matar e inhibir el

crecimiento microbiano.
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Mag. X 160
Date : 2024/03/14
Pixel 1 640 x 480

SED  20.0kV
SED ESPOCH

Acquisition Condition

700 021
Instrument : IT100LA
600.0— Volt : 20.00 kv
Current 2 ===
500.0 Au
Process Time T T4
« 400.0- 38.76
"
3
Q
© 300.0 39.60
o Cl
C T =
200.0 Ag DeadTime s 1,00 %
Na ClAg
Ad Au g Ag Au Au Count Rate : 919.00
100.0-] Au Al Au cPs
0.0 Bl i3 1 e st =1 = = = ——
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
keV
Formula mass% Atom$ Sigma Net K ratio Line
c 2.94 44.95 0.08 604 0.0095911 K
0 3.45 39.63 0.08 969 0.0169222 K
Na 0.36 2.91 0.02 376 0.0022882 K
Cl 0.96 4.99 0.02 1493 0.0076494 K
Ag 0.79 1.34 0.04 21 0.0052524 L
Au 6.63 6.18 0.10 6103 0.0505061 M
Total 15.13 100.00

Ilustracion 4-9: Resultados de espectroscopia de rayos X de energia dispersa (EDS o EDX)
Realizado por: Salgado G., 2024

4.4 Actividad bactericida

Se llevo a cabo la aplicacion del nanocompuesto como agente bactericida, se utilizé 3 dosis de
fibra impregnada con nanoparticulas de plata y las alicuotas que sirvieron para contar las colonias

en el transcurso del tiempo, para entender la notacion de las dosis y tiempos se tiene lo siguiente:

D1 =DOSIS 1 -5%
D2 =DOSIS 2 -2,5%
D3 =DOSIS 3 -1%
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T0 =0 HORAS

T1=1HORA
T4 =4 HORAS
T6 =6 HORAS

Tabla 4-3: Actividad bactericida en Pseudomona aeruginosa. Replica 1

R1
TO 2x10° CFU/mL
% Reduccion de
T1
CFU/mL
D1 69,00%
2
8 D2 72,00%
R D3 65,00%
T4
D1 99,25%
2!
8 D2 97,50%
R D3 99,90%
Té6
D1 99,99%
2
8 D2 98.,98%
R D3 89,75%
Realizado por: Salgado G., 2024
REPLICA 1

_, 100,00% ya —-

2 95,00% //.

-]

T 90,00%

W 85,00%

Z 80,00%

S 75,00%

é 70,00%

< 65,00%

S 60,00%

3 T1 T4 6
—e—D1 69,00% 99,25% 99,99%
—.—D2 72,00% 97,50% 98,98%

D3 65,00% 99,90% 89,75%

Iustracion 4-10: Actividad bactericida de nanocompuesto frente a Pseudomona aeruginosa,
réplica 1
Realizado por: Salgado G., 2024
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Analizando la Tabla 4-3 e Ilustracion 4-10 se observa que la dosis que puede reducir el nimero
de CFU/mL dentro de la solucidn en relacion al tiempo, es decir, tiene mayor eficacia bactericida
es la D1 y D2, sobresaliendo la dosis 1 la cual tiene mayor porcentaje de reduccion de bacterias,
eliminando hasta el 99 % de microorganismos presentes en la solucion, por otro lado la D3
presenta una reduccién en su actividad bactericida al aumentar las bacterias a las 6 horas, tiempo
en el cual ocurre un mayor porcentaje de reduccion de CFU/mL a comparacion las otras dos dosis,
observando una interrelacion entre a dosis empleada y el tiempo que esta esté sumergida en la

solucidon

Tabla 4-4: Actividad bactericida en Pseudomona aeruginosa. Replica 2

R2
TO 1,9x10% CFU/mL
% Reduccion de
T1
CFU/mL
D1 66,17%
2
Z | ;2 50,88%
R 'p3 62,73%
T4
D1 97,76%
2
z ;2 88,51%
2 D3 77.71%
Té6
D1 99,95%
2
Z | D2 93,46%
R |'p3 77,17%

Realizado por: Salgado G., 2024
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REPLICA 2

100,00% *
|
S
S 90,00%
]
o 80,00%
(a)
Z 70,00%
o
S 60,00%
[a)
% 50,00%
wl
S 40,00%
3 T1 T4 T6
—o—D1 66,17% 97,76% 99,95%
D2 50,88% 88,51% 93,46%
D3 62,73% 77,71% 77,17%

Iustracion 4-11: Actividad bactericida de nanocompuesto frente a Pseudomona aeruginosa,

réplica 2.
Realizado por: Salgado G., 2024

En la réplica 2 (Tabla 4-4 e Ilustracion 4-11) se observa como la dosis uno reduce en un 99% a
las 6 horas la cantidad de bacterias con relacion a las colonias iniciales (1,9x10® CFU/mL), siendo
esta dosis en el transcurso del tiempo la mas eficiente comparando con las otra dosis. De igual

forma se observa una pérdida de eficiencia en la dosis 3 a las 6 horas.

En aspectos generales y observando las dos réplicas se dice entonces que D1 y D2 tienen efecto
bactericida al reducir, en promedio, 99,62% y 96,22% respectivamente a las 6 horas, siendo este
tiempo el optimo para su aplicacion en Pseudomona aeruginosa, mientras que D3 tiene porcentaje
de reduccion del 82,96 % en este tiempo, aunque esta dosis a las 4 horas tiene una reduccion de
colonias del 88,81 % en promedio, para lo cual se deberia tener en cuenta el tiempo que se vaya

a utilizar para cada dosis.
4.5 Diseiio factorial
Para confirmar lo observado en los graficos tanto las dosis y el tiempo de contacto se realiza el
respectivo analisis estadistico para evaluar la actividad bactericida del nanocomposito. Cada

factor por analizar tendra 3 niveles, con 9 combinaciones y dos réplicas, para lo que esta

investigacion tendra 18 datos, nuestro tamafio muestral.
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Tabla 4-5: Datos para modelo factorial 3x3 con dos réplicas

Factor p
D1 D2 D3 TOTALY;.
o 69,00 72,00 65,00
§ T1 66.17 135,17 50,88 122,88 62.73 127,73| 385,78
35 99,25 97,50 99,90
E é g T4 97.76 197,01 88 51 186,01 7771 177,61| 560,83
(2]
] o< 99,99 98,98 88,75
=~ g_ T6 99,25 199,24 93.46 192,44 7717 165,92| 567,83
(3]
(= TOTALY; 531,42 501,33 471,26 1504,01
Realizado por: Salgado G., 2024
4.5.1 Analisis de varianza
Tabla 4-6: ANOVA para la actividad bactericida de nanocompuesto
FV SC GL CM Fo Fa Valor-p | Decision
Efecto A TIeMPO | 333910 | 2 | 166955 | 2505 | 426 | 00002 | R.Ho
e contacto
Efecto B: Dosis 301,60 2 150,80 2,26 4,26 0,1599 A. Ho
Efecto AB 141,33 4 35,33 0,53 3,63 0,7171 A. Ho
Error 599,88 9 66,65
Total 4381,92 17

Nota: FV: Fuentes de Variabilidad; SC: Suma Cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados medios, F;: estadistico de prueba

Realizado por: Salgado G., 2024

En los resultados de la Tabla 4-6 observamos que el valor-p para el efecto A (Tiempo de contacto)

tiene un valor menor al nivel de significancia (¢=0,05) para lo cual de rechaza la hipotesis nula y

se acepta la hipdtesis alternativa, diciendo entonces que el efecto A esta activo, es decir, influye

significativamente en nuestra variable de respuesta (% de remocion de CFU/mL). Por otra parte,

el efecto B y efecto AB tiene un valor mayor al nivel de significancia (0,1599 y 0,7171

respectivamente) para lo cual se dice que tales efectos no tienen efecto sobre la variable de

respuesta.

4.5.2 Comparacion de medias

4.5.2.1 Método de diferencia minima significativa (LSD)
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Como solo ocurri6 el rechazo de la hipotesis nula en el efecto A (donde, A1=T1, A2=T4 y A3=T6),

se hizo los calculos respectivos a este. Obteniendo los siguientes resultados:

1 1 1 1
LSDy = ta/z,ab(n—l)\/CMe (n_ + n_> = 2,2622 |66,65 - (g + g) = 10,6629
i A

Tabla 4-7: Prueba de diferencia minima significativa (LSD) a tiempo de contacto

Diferencia

Diferencia muestral Decision
poblacional
Ha1 — Haz *29,1417 > 10,6629 Significativa
Ha1 — Ha3 * 28,6367 > 10,6629 Significativa
Haz — Ua3 0,5050 < 10,6629 No significativa

Realizado por: Salgado G., 2024

Los resultados en la Tabla 4-7 muestran fgq # Haz, a1 F Haz Y Haz = Ha3. Se concluye
aceptando la hipotesis nula en la tercera diferencia (fg3 — H43) v se dice que no hay diferencia
entre dichas medias en otras palabras a las cuatro(T4) y seis (T6) horas tienen el mismo efecto
sobre la bacteria. Por otro lado, se rechaza la hipotesis nula en las dos primeras diferencias (g1 —
Haz V a1 — Ha3) aceptando la hipétesis alternativa donde existe diferencias estadisticas

entre las medias y ocurre una diferencia del efecto bactericida del T1 frente al T4 y Té6.

4.5.3 Verificacion de supuestos

4.5.3.1 Prueba de Shapiro-Wilks para normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogaorov-Smirnov? Shapiro-Willk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Residuo para Reduccidn 1249 18 ,EIIZIIIZI’= 854 18 A81

* Esto es un limite inferior de |a significacion verdadera.
a. Correccidn de significacidn de Lilliefors

Iustracion 4-12: Prueba de Shapiro-Wilks para normalidad generado por SPSS
Realizado por: Salgado G., 2024
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Iustracion 4-13: Grafica de normalidad generado por SPSS
Realizado por: Salgado G., 2024

El valor-p dado en la Ilustracion 4-12 de 0,591, el cual es mayor a nuestro nivel de significancia
(a=0,05), para lo cual se acepta la hipotesis nula y se dice que los datos provienen de una
distribucién normal, ademas la Ilustracion 4-13 muestra la distribucion de los residuos siguiendo
una linea recta asi pues observamos que siguen una distribucién normal y en definitiva se cumple

con el supuesto de normalidad.

4.5.3.2 Homogeneidad de varianzas

Prueba de homogeneidad de varianza
Estadistico de

Levene gl ql2 Sig.
% de Reduccidn de Se basaenla media 2583 2 15 780
CFUmL Se basa en la mediana 096 2 15 909
Se bhasaen la medianay 096 2 13,676 a0a
con gl ajustado
Se bhasaen la media 224 2 15 8oz
recortada

Iustracion 4-14: Prueba de homogeneidad de varianza generado por SPSS
Realizado por: Salgado G., 2024
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Iustracion 4-15: Grafica de homogeneidad de varianza generado por SPSS
Realizado por: Salgado G., 2024

Para la prueba de homogeneidad de varianza se realizo la prueba de Levene tal como se observa
en la Ilustracion 4-14 se obtuvo un valor-p de 0,780, siendo mayor al nivel de significancia
(0=0,05) y ademas si vemos en la [lustracion 4-15 como los puntos, correspondientes a los datos
residuos vs pronosticados, tienden hacia una linea central horizontal (Residuo=0), teniendo ambos

aspectos se concluye diciendo que se cumple con el supuesto de homogeneidad de varianza.

4.5.3.3 Independencia

15,00
10,00
5,00

00 o o

Residuo para Reduccién
[+]
+]

5,00

10,00 °

15,00
0 5 10 15 20

Corrida

Iustracion 4-16: Grafica de independencia generado por SPSS
Realizado por: Salgado G., 2024
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Se observa en la [lustracion 4-16 la aleatorizacion de los datos obtenidos y no hay una tendencia
de los puntos por lo que se concluye diciendo que la investigacién cumple con el supuesto de

independencia.
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5.

5.1

CAPITULOV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se recuperd 0,111 gramos de plata a partir de 20,003 gramos de placas radiogréaficas, lo
cual sirvid como precursor para sintetizar nanoparticulas de plata en solucién con un
tamafio superior a 20 nm que pueden ser impregnadas en las fibras hidrolizadas de Agave

americana 'y formular un nanocomposito con propiedades de interés.

La caracterizacion del nanocompuesto por espectroscopia IR permitioé observar el cambio
dentro de la estructura lignoceluldsica de la fibra de Agave americana, donde el proceso de
hidrolisis elimind gran cantidad de lignina y hemicelulosa presente logrando formar los
enlaces O-Ag que impregné nanoparticulas de plata y sintetizar nuestro nanocomposito.
De igual forma la microscopia electronica de barrido (SEM) junto a la espectroscopia de
rayos X de energia dispersa (EDS o EDX) determindé un 0,79 % en peso de plata
impregnada en la superficie de la fibra de cabuya, con conglomerados de diametro entre

los 50 a 100 nm.

Se evaluo la actividad bactericida del nanocompuesto para Pseudomona aeruginosa, donde
sumergio diferentes dosis de fibra impregnada con nanoparticulas, la dosis 2 (2,5 %) y dosis
1 (5 %) eliminan en promedio el 96,22 % y 99,62 % respectivamente a las 6 horas de entrar
en contacto con las bacterias, siendo estas dos las mas efectivas en Pseudomona aeruginosa
en este lapso, mientras que la dosis 3 (1 %) reduce en un 82,96 % de CFU/mL al final del
experimento. los resultados junto con el analisis de varianza en lo que respecta a actividad
bactericida, el tiempo de contacto que tiene el nanocompuesto con la solucion de la bacteria
influye significativamente en nuestra variable de respuesta (% de reduccion de CFU/mL),
por el contrario, las dosis no tienen un efecto sobre dicha variable. Dicho en otras palabras,
para aplicar el nanocomposito como bactericida en Pseudomona aeruginosa se debe tener

en cuenta el tiempo que estara en contacto en la solucion de la bacteria.

La investigacion probo la actividad bactericida de un nanocompuesto a base de fibra de
Agave americana impregnada con nanoparticulas de plata recuperadas de placas
radiograficas, reduciendo el numero de CFU/mL de Pseudomona Aeruginosa en un
porcentaje promedio mayor a 90 %, de acuerdo a los antes mencionado y los analisis de los

resultados como es el andlisis estadistico inferencia y verificacion de supuestos se acepta
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la hipétesis de investigacion, diciendo entonces que las nanoparticulas de plata soportadas
en fibra de Agave americana actian como agente bactericida para Pseudomonas

aeruginosa.
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5.2 Recomendaciones

. Disponer de un crisol especializado en la fundicidn de plata (crisol de zirconio) mejorando

la eficiencia en la recuperacion de plata.

o Se recomienda reutilizar utilizar la solucion de nanoparticulas de plata sobrante luego del
proceso de impregnacion en la fibra de Agave americana, aprovechando la mayor cantidad

de plata que de plata recuperada.
. Utilizar técnicas de caracterizacion de alta resolucion, para evaluar la impregnacion de
nanoparticulas de plata en la matriz celulésica de la fibra de cabuya como es la microscopia

electronica de transmision (TEM).

o Es propone evaluar el nanocomposito frente a otros microorganismos para comprobar su

efecto bactericida con el fin de ampliar su uso en futuras investigaciones.
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ANEXOS
ANEXO A: CALCULOS
a) Solucion de acido oxalico

mL Sol =200 mL
% ™/, =10 %
Pureza =99,5 %

g Ac. Oxalico
%M/, = —————" % Pureza
mL solucion
% ™/,, - mL solucién
% Pureza
10 % "/, - 200 mL
99,5 %

g Ac. 0xalico = 20,1005 g

g Ac. 0Oxalico =

g Ac. 0xélico =

b)  Recuperacion de plata
Gramos de placas radiograficas = 20,003 g
Peso crisol = 28,893 g
Peso crisol + ceniza y plata = 29,004
gAg = (29,004 —28,893)g
gAg =0,111g
c) Nitrato de plata

Peso Ag=0,111¢g
Peso molecular HNO = 63,01 g/mol

Acido nitrico requerido:



01110 4., LMOLAG  2molHNO; 6301gHNOs 100 1mLHNOs
98910787 gAg  1moldg  1molHNOs 70 1,41 g HNO,

= 0,13 mL HNO3

Nitrato de plata sintetizado:

0111 g A 1molAg 1molAgNO; 169,87 g HNO;
298970787 gAg  1molAg  1mol AgNO,

= 0.1748 g AgN O,

d)  Porcentaje de dosis

mL solucion de bacteria =4 mL

% Pureza = 100 se considera esta pureza™"

g nanocompuesto
%M/ = — — - 9% Pureza
mL soluciéon de bacteria

% ™/, - mL solucién de bacteria
g nanocompuesto =

% Pureza

Dosis 1 (5 %)

5% m/v'4mL
100 %

g nanocompuesto = 0,2 g

g nanocompuesto =

Dosis 2 (2,5 %)

2,5 % m/v'4mL
100 %

g nanocompuesto = 0,1 g

g nanocompuesto =

Dosis 3 (1 %)

1% m/v'4mL
100 %

g nanocompuesto = 0,04 g

g nanocompuesto =



e. Porcentaje de ceniza

] B: Peso Crisol ~ A: Peso Fibra C: Peso )
Cenizas ) . % Ceniza
(2) (2) Crisol/Ceniza (g)
Crisol 1 43,112 1,511 43,16 3,18
Crisol 2 43,059 1,365 43,105 3,37
Crisol 3 37,522 1,111 37,555 2,97
Promedio: 3,17
_(€-B)
% Ceniza = -100 %
f. Porcentaje de humedad (Termobalanza)

Peso inicial: 2,123 g

Humedad: 10,04%




ANEXO B: COMPARACION DE FIBRAS DURANTE LOS TRATAMIENTOS

De izquierda a derecha: Fibra de Agave americana (cabuya); Fibra de cabuya hidrolizada; Fibra
impregnada con nanoparticulas de plata (nanocompuesto); Nanocompuesto luego de actividad

bactericida.
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ANEXO C: INFORME ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Espectro : NP-PLATA.dsp
Descripcién:
Operario: GIAN
Creado: 02/02/2024 16:32:52
Espectrofotémetro: BETA
Numero de serie: 140113
Firmware: v4.60 v4.80
A
04071

360 38 40 420 40 460 480 50 SO 540 50 580 60
nm

——— NRAATAGD |
NP-PLATA. dsp
Picos Umbral: 0,01 A
1 397 nm; 0,346 A

02/02/2024 16:34:14 VISIONIite Pagina 1 de



ANEXO D: INFORME MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO SEM

Volt : 20.00 kv
Mag. : X 160

Date : 2024/03/14
Pixel : 640 x 480

SED  20.0kV
SED ESPOCH 0000

Acquisition Condition

700.0-201
Instrument : IT100LA
600.0— volt : 20.00 kv
Current o ==
500.0 Au
Process Time )
 400.0 Live time : 38.76
€ sec.
3
Q
© 300.04 Real Time : 39.60
o Cl sec.
(6] .
200.0- Ag DeadTime : 1.00 %
| Na Ol ag
Ag  AUAY Ag Au Au Count Rate : 919.00
100.0 || Au Au Au cps
00 0 B o [ R
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
keV
Formula mass% Atom% Sigma Net K ratio Line
C 2.94 44,95 0.08 604 0.0095911 K
o 3.45 39.63 0.08 969 0.0169222 K
Na 0.36 2/:9% 0.02 376 0.0022882 K
cl 0.96 4.99 0.02 1493 0.0076494 K
Ag 0.79 1.34 0.04 721 0.0052524 L
Au 6.63 6.18 0.10 6103 0.0505061 M
Total 15.13 100.00

JEOL EDS System J JEOL



ANEXO E: CONTEO DE BACTERIAS

106 107 108

T1-D1
107 10+ 10

T1-D2
10° 104 10




T1-D3
107 10+ 105

T4 -D1
10! 102 103

T4 - D2
10" 10! 10"




10" 10! 10!

T6 — D1
10" 10"

T6 — D2
10! 10" 10"




T6 — D3
10! 10! 10!
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