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RESUMEN

Para el presente trabajo se propuso optimizar la biosintesis de nanoparticulas de plata
NPsAg por Sintesis Verde, y obtener un modelo matematico cuadratico valido, que nos
represente los datos experimentales obtenidos, usando la Metodologia Superficie de Respuesta
— MSR. La biosintesis de NPsAg, fue realizada usando la Fraccién Flavonoide (FF), obtenida

a partir de la planta medicinal peruana Lepechinia meyenii — “Salvia”.

Para la obtencidon de las condiciones optimizadas de la biosintesis de NPsAg, se tuvo
como objetivo principal disefiar un modelo estadistico polindmico, aplicando la MSR. Por
consiguiente, en la etapa I “Screening”, se empled el Disefio Placket y Burman (P&B); para
discriminar las variables no significativas y obtener un modelo estadistico multifactorial de ler
orden; en la etapa II “Escalamiento” se localizd la region optima del proceso con el modelo
lineal obtenido, y en la etapa III “Optimizacion Final”, se efectuo el analisis de maximos y
minimos, determinandose la curvatura del proceso, mediante un modelo estadistico de 2do
orden. Las variables independientes evaluadas fueron: la velocidad de agitacion (RPM), el pH,
el tiempo (min), la temperatura (°C) y el volumen de FF (uL). La variable respuesta se
determind por la méxima absorbancia del barrido espectral a 411 nm, caracteristico por la
Resonancia del Plasmon de Superficie — RPS de las NPsAg. Asimismo, estas fueron
caracterizados con las técnicas: Espectroscopia UV Visible (UV-VIS), Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), Dynamic Ligth Scatering (DLS) y Microscopia
de Barrido Electronico (SEM).

Finalmente, la caracterizacion y el estudio de optimizacion por la MSR, determinaron
que las condiciones optimizadas fueron para un pH de 9.45, Temperatura de 49.8 °C, volumen
de FF de 152.6 pL y un tiempo de reaccion de 213.2 min. Concluyéndose que las NPsAg
biosintetizadas son de tamafio efectivo, obteniéndose un didmetro promedio de 43.71 nm, asi
también el proceso de biosintesis resultd ecoeficiente, por la reduccion de los iones de plata de
(Ag+) a NPsAg (Ag0), gracias al efecto reductor de la Fraccion Flavonoide (FF) de la especie

vegetal de Lepechinia meyenii.

Palabras Clave: Lepechinia meyenii, Condiciones Optimas, Nanoparticulas de Plata - NPsAg,

Metodologia Superficie Respuesta - MSR, Disefio Compuesto Central - DCC



ABSTRACT

For the present work, the biosynthesis of silver NPsAg nanoparticles will be perfected
by Green Synthesis, and a valid quadratic mathematical model will be obtained, which
represents the experimental data obtained, using the Response Surface Methodology - MSR.
The biosynthesis of NPsAg was carried out using the Flavonoid Fraction (FF), obtained from

the Peruvian medicinal plant Lepechinia meyenii — “Salvia”.

To obtain the optimized conditions for the biosynthesis of NPsAg, the main objective
was to design a statistical polynomial model, applying the MSR. Therefore, in stage |
"Screening"”, the Placket and Burman Design (P&B) was used; to discriminate non-significant
variables and obtain a 1st order multifactorial statistical model; in stage Il "Scaling" the optimal
region of the process was located with the linear model obtained, and in stage Il "Final
Optimization”, the analysis of maximums and minimums was carried out, determining the
curvature of the process, through a statistical model of 2nd order. The independent variables
evaluated were: depression rate (RPM), pH, time (min), temperature (°C) and FF volume (uL).
The variable response will be reduced by the maximum absorbance of the spectral scan at 411
nm, characteristic of the Surface Plasmon Resonance — SPR of AgNPs. Likewise, these were
characterized with the following techniques: UV Visible Spectroscopy (UV-VIS), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Dynamic Light Scatering (DLS) and Scanning
Electron Microscopy (SEM).

Finally, the characterization and optimization study by MSR determined that the
optimized conditions were for a pH of 9.45, a temperature of 49.8 °C, a volume of FF of 152.6
ML and a reaction time of 213.2 min. Concluding that the biosynthesized AgNPs are of effective
size, obtaining an average diameter of 68 nm, the biosynthesis process was also eco-efficient,
due to the formation of silver ions from (Ag+) to AgNPs (Ag0), thanks to the reducing effect

of the Flavonoid Fraction (FF) of the plant species of Lepechinia meyenii.

Keywords: Lepechinia meyenii, Optimal Conditions, Silver Nanoparticles - AgNPs, Response
Surface Methodology - RSM, Central Composite Design - CCD.
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INTRODUCCION

Debido a que los extractos vegetales contienen fitoquimicos tales como terpenoides,
flavonoides, taninos, derivados de fenol, enzimas de plantas, proteinas y azucares reductores;
estos fitoquimicos acttan en la reduccion de los iones metalicos provenientes de las sales
precursoras, asi también actGan como agentes de proteccion requerido para la sintesis y

estabilizacion de las nanoparticulas NPs (Upadhyay et al, 2018).

La utilizacién de las plantas, no so6lo influye en la morfologia y la estabilidad de las
nanoparticulas, sino también mejora sus propiedades bioldgicas; por lo que, producir
nanoparticulas, por métodos de sintesis verde usando extractos preparados a partir de plantas,
ha ganado considerable importancia en las aplicaciones biomédicas. También estudios
recientes demuestran que las nanoparticulas, principalmente la NPsAg, son ampliamente
utilizados como agentes antimicrobianos, antioxidantes y demas otras aplicaciones como en la

industria alimentaria (Guntur et al, 2018).

Las plantas son una fuente econdémica y no tdxica para la biosintesis de NPSAg y tienen
el potencial para el escalamiento en la produccion de nanoparticulas con diferentes
caracteristicas morfoldgicas y de tamafio. Por consiguiente, se han desarrollado métodos por
quimica verde para la biosintesis de NPsAg, usando el extracto acuoso de diversas especies
vegetales, estas nanoparticulas sintetizadas con agentes reductores biolégicos se han logrado
obtener con un tamafio promedio muy considerable, por ejemplo algunos trabajos han
reportado tamafios promedio satisfactorios como 19,65 + 13,49 (nm), con formas esféricas
definidas, evaludndose como estas biomoléculas pueden tener un papel importante en la
formacion y estabilizacién de NPsAg. El ensayo de barrido de radicales para el extracto y las
NPsAg sintetizadas, mostrd buenos resultados en comparacion con otros agentes reductores
como el butilhidroxitolueno BHT o el borohidruro de sodio NaBH4 como un reductor quimico
(Kashkouli et al, 2018).

La optimizacion es uno de los pasos criticos en el desarrollo de un protocolo de sintesis,
la evaluacién en la interaccién de los parametros de reaccion que influyen en la biosintesis de
NPsAg y su optimizacion son necesarias para la eficiente reduccion del ion metalico como
plata (Ag*) a nanoparticulas de plata (Ag®), usando diferentes biorreductores. Los reportes de

optimizacion son mas comunes para los métodos de sintesis fisicos y quimicos de
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nanoparticulas; sin embargo, existe poca informacién respecto a la optimizacion del proceso
por métodos de sintesis verde para NPsAg, haciendo uso de principios activos o metabolitos
secundarios de plantas. Los efectos combinados de todos los factores que influyen en un
proceso pueden ser explicados con la metodologia superficie respuesta (MSR). Asimismo, la
herramienta de optimizacion MSR se utiliza para predecir los niveles dptimos de cada
parametro y sus valores de respuesta correspondientes; ademas, la metodologia superficie
respuesta (MSR), utiliza un disefio experimental denominado CCD (Disefio compuesto central)
para obtener una ecuacién polinémica representativa de los datos experimentales y describir el
comportamiento de los parametros aplicando un analisis de varianza para la adecuacion del
modelo (Saha et al, 2016).

En esta tesis se plantea optimizar los parametros de biosintesis de NPsAg, utilizando la
MRS y el DCC, para obtener un modelo matemético de 2do orden que sea representativo de
los datos experimentales en la sintesis de NPsAg, usando la Fraccidn Flavonoide (FF), obtenida
a partir de la planta medicinal peruana Lepechinia meyenii — “Salvia”. Ademas, el modelo
permitird obtener resultados predictivos, respecto de las regiones éptimas localizadas por la
MSR, mediante el analisis de varianza (ANOVA), el analisis de residuales, la validacion del

modelo y los graficos de superficie de respuesta 3D.



CAPITULO |
GENERALIDADES DEL PROYECTO
GENERALIDADES DEL PROYECTO
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen pocos trabajos y estudios de investigacion desarrollados para la optimizacion
de las condiciones maximas y minimas en la biosintesis de NPsAg; esto con respecto a la
evaluacion de los efectos significativos en los factores independientes de mayor influencia
hacia la variable respuesta, tales como: velocidad de agitacion (RPM), potencial de hidrogeno
(pH), temperatura de sintesis (°C), volumen de FF (uL) y tiempo de reaccion (min). Asimismo,
sabiendo que la significancia de estas variables se implica directamente en la efectividad de la
biosintesis, resulta necesario encontrar el grado de correlatividad de las variables en funcién
de su factor de respuesta experimental o “Criterio de Optimizacion”. Por consiguiente, la
busqueda y localizacion de la solucion optima requiere aplicar una herramienta metodologica
eficaz para validar los resultados experimentales mediante un modelo matematico que sea
representativo de dichos datos, esta metodologia aplicada es denominada como Metodologia
Superficie de Respuesta (MSR), que usa distintas herramientas matematicas y estadisticas para

representar grafica y numéricamente los datos estimados y predictivos.

1.2. JUSTIFICACION

Un método de sintesis verde de NPsAg, estad representado por ser un método eco -
amigable, no toxico, econémico, eficiente y reproducible; por lo tanto, los motivos que nos
llevan a estudiar el efecto de las distintas variables identificadas sobre la variable de respuesta,
se centran en conocer principalmente cual es el efecto significativo de los agentes
biorreductores (flavonoides) en la formacion de NPsAg, que fueron obtenidas a partir del
extracto total de la planta medicinal peruana Lepechinia meyenii. Por lo tanto, resulta muy
importante determinar los pardmetros de control para identificar la influencia significativa de
las variables, en relacion a su efecto estadistico de tipo lineal, cuadrética o interactivo, que es
representado mediante una ecuacion polindmica (no lineal) para un proceso multifactorial. De
esta forma pretendemos representar el efecto de las variables significativas sobre el criterio de

optimizacion (variable respuesta), asi como generar un modelo matematico que represente

3



satisfactoriamente los resultados experimentales para predecir la solucidn dptima del proceso.

1.3. OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
1.3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Obtener un disefio y modelo matematico representativo para el proceso de biosintesis
de NPsAg, mediada por agentes biorreductores de la planta medicinal peruana Lepechinia
Meyenii (Salvia), aplicando la Metodologia Superficie Respuesta (MSR).

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar Nanoparticulas de plata, evaluando el efecto significativo de las variables: pH,
volumen de FF, velocidad de agitacion, tiempo de reaccion y temperatura de sintesis,

aplicando un disefio experimental.

2. Caracterizar las nanoparticulas de plata (NPsAg) obtenidas por sintesis verde, mediante
técnicas instrumentales como: Espectrofotometria UV-VIS, Espectrofotometria FT-IR,
Dynamic Ligth Scatering DLS y Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

3. Evaluar los pardmetros estadisticos del proceso, aplicando la Metodologia Superficie
Respuesta (MSR), para la determinacion del efecto significativo de las variables de

sintesis.

4. Disefiar una ecuacién matematica estimada de segundo orden, que represente
adecuadamente los datos experimentales de la sintesis verde de NPsAg, para un proceso

multifactorial.

1.4. HIPOTESIS.

Se lograra disefiar un modelo matematico representativo de los datos experimentales
del proceso de sintesis verde de nanoparticulas de plata, utilizando la metodologia superficie

respuesta como estrategia de analisis de los resultados.



1.5. TIPO DE INVESTIGACION

Investigacion experimental y aplicada.

1.6. AMBITO DE ESTUDIO (Seglin OCDE)

v" Area de conocimiento: Ingenieria y Tecnologia
v' Sub — Area: Nano - Tecnologia

v Disciplina: Nano — materiales.

1.7. AREA DE TRABAJO

El trabajo se ha desarrollado en el Laboratorio de Preparacion, Caracterizacion e
Identificacion de Nanomateriales — LAPCINANO, del departamento de Quimica, laboratorio
304, de la Facultad de Ciencias Naturales y Formales — FCNF — Universidad Nacional de San
Agustin - UNSA.



CAPITULO II

MARCO TEORICO
2.1. NANOPARTICULAS METALICAS

Las nanoparticulas metalicas son agregados aislados de &tomos de metales rodeados de
una capsula protectora o estabilizadora que evita su aglomeracion, presentan un tamafio entre
1y 100 nm. De acuerdo a la disminucion del tamafio, el radio entre el area de superficie y el
volumen se incrementa en forma muy importante, lo que lleva a modificaciones significativas
en sus propiedades Opticas, electronicas, cataliticas, magnéticas, etc, que difieren
significativamente de aquellas presentes a mayor escala (Cardoso, 2016). Asimismo, dichas
propiedades estan fuertemente relacionadas con el tamafio, forma, composicién, cristalinidad

y estructura de las nanoparticulas (Panigrahi et al, 2006).

Las nanoparticulas de plata proporcionan una alta energia superficial, lo que promueve
la reactividad superficial (p.ej., adsorcion, catélisis). Una propiedad Unica de las
nanoparticulas de plata incluye su utilizacion en fluorescencia y resonancia de plasmones
superficiales.(SPR). Este fendmeno SPR se origina a partir de las oscilaciones coherentes de
los electrones ligados a la superficie, que son inducidos por la excitacion de ondas
electromagnéticas (Pandey et al, 2012; Chang et al, 2012). La mejora de la SPR de las AgNPs,
se puede utilizar para mejorar la intensidad o la sensibilidad de la sefial en muchas aplicaciones
de espectroscopia, como la espectroscopia de fluorescencia (Khatua et al, 2014), y la

espectroscopia Raman mejorada en superficie (SERS) (Jiang et al, 2018).

Durante las ultimas décadas, ha habido un mayor énfasis en la sintesis de
nanoparticulas metalicas y puntos cuénticos (Singh Mehata et al, 2010), debido a sus
propiedades dpticas y eléctricas Unicas. La resonancia de plasmones superficiales (SPR) que
exhiben las nanoparticulas metéalicas, es una de sus caracteristicas mas importantes y las hace
Unicas con estas propiedades oOpticas. Las nanoparticulas metélicas demostraron ser muy
eficientes y utiles en el campo de la electrdnica, la fotdnica y la medicina (lu & Lieber, 2007;
Shen et al, 2000; Cohen-Karni et al, 2012). Las propiedades de las nanoparticulas metalicas

varian segun su tamario, forma y morfologia (Khlebtsov et al, 2005).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/surface-plasmon-resonance
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/surface-plasmon-resonance
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electromagnetic-wave
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electromagnetic-wave
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fluorescence-spectroscopy

2.2. BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

Los productos quimicos utilizados para la sintesis y estabilizacion de AgNP son
toxicos, costosos y a menudo, generan subproductos no ecoldgicos. Recientemente, los
métodos bioldgicos proporcionan una mejor plataforma como alternativa para la sintesis de
AgNPs (Khan & Javed, 2021). El enfoque de sintesis verde es el que tiene mas ventajas sobre
el método quimico y fisico, ya que es rentable, ecoldgico y facil de ampliar para la sintesis a
gran escala sin aplicar energia, alta presion, temperatura y productos quimicos toxicos
(Mohanta et al, 2017). Hoy en dia, existe un interés creciente por utilizar rutas de sintesis
econdmicas, respetuosas con el medio ambiente y ecoldgicas que utilicen productos quimicos
no toxicos en el protocolo de sintesis de AgNP. La sintesis verde es una alternativa de sintesis
para AgNP, utilizando varios microorganismos, plantas y algas; es un método natural,
biocompatible y ambientalmente seguro. EI uso de materiales vegetales puede ser mas
beneficioso para la sintesis de AgNPs que los métodos bacterianos y quimicos debido a que
no hay amenaza de contaminacion bacteriana y quimica peligrosa, y a una menor utilizacion

de energia con mayores implicaciones y facilidad (Masum et al, 2019).

Las biomoléculas como flavonoides, cetonas, aldehidos, taninos, acidos carboxilicos,
fenolicos y la proteina de los extractos vegetales son responsables de la produccion de AgNPs
al reducir Ag(+1) a Ag(0) (Vanlalveni et al, 2021). Las AgNPS biosintetizadas exhiben
diferentes tamafios, formas y morfologia. Todas estas propiedades estan fuertemente
influenciadas bajo diferentes condiciones experimentales como la temperatura, el pH, la
cinética de interaccion entre las sales metéalicas, los agentes reductores, la naturaleza y la
adsorcion de los agentes de proteccion. Las propiedades de AgNPs dependen de su tamario,
forma y morfologia (Khan & Javed, 2021) (Jainista & Mehata, 2017). Como resultado, disefiar
un proceso que controle el tamafio, la forma, la estabilidad y las propiedades fisicoquimicas es
actualmente la parte mas importante de wuna investigacion en lasintesis de
nanoparticulas (Shah et al, 2015). La sintesis de nanoparticulas de plata utilizando
fitoquimicos vegetales implica tres pasos. En primer lugar, los atomos de Ag se forman por
oxidacion de Ag*! por agentes reductores (extracto vegetal), los &tomos de Ag se nuclean para
formar AgNPs. En segundo lugar, las AgNPs crecen hasta hacerse mas grandes junto con la
reduccion superficial de cualquier ion Ag +, eso da como resultado la formacion de atomos de
Ag. En tercer lugar, se produce la estabilizacion electrostatica para controlar el tamafio de las

AgNPs. Ocurre por la adsorcion de un exceso de iones de agentes reductores cargados
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https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/chemical-contamination
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biomolecule
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https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/phenolics
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negativamente en la superficie de las AgNPs formadas (Masum et al, 2019).

A lo largo de los afos, se utilizaron diferentes tipos de extractos de plantas como
agentes reductores para la biosintesis de nanoparticulas de plata. Uno de los primeros trabajos
de biosintesis mediada por plantas de AgNP fue realizado por Shankar et al (2008) con extracto
de hoja de geranio (Pelargonium graveolens ) como agente reductor. Informaron un tiempo de
formacion corto de NPs con respecto a trabajos de investigacion anteriores. Ankamwar et
al., informo sobre la rapida reduccion y la formacion estable de AgNPs mediante el uso de
extractos de fruta de amla ( Emblica officinalis ). En otro estudio de investigacion desarrollado
por Chandran et al (2008), usaron el extracto de la planta de aloe vera y fue utilizado como
biorreductor para sintetizar AgQNPs en presencia de amoniaco. Afirmaron la razon probable de

la forma esférica de las AgNP sintetizadas.

El extracto de callos de papaya (Carica papaya) fue utilizado por Mude et al
(2009) para sintetizar AgNPs, demostraron la rapida sintesis de AgNPs en el rango de 60 a 80
nm. Por otro lado, Renuka et al (2020), inform6 un efecto antimicrobiano significativo en su
trabajo de investigacion. En este estudio, el extracto metandlico de la fruta Phyllanthus
emblica se ha utilizado para la investigacion de la biosintesis de AgNPs en lugar de los

extractos acuosos ampliamente utilizados.

Aunque el mecanismo exacto de biosintesis de nanoparticulas por varios extractos de
plantas es ambiguo; se ha propuesto que las biomoléculas en extractos de plantas como
proteinas, fenol y flavonoides juegan un papel importante en la reduccién de iones metélicos y
en la proteccién de las nanoparticulas biosintetizadas (Pirtarighat et al, 2018). De acuerdo con
los estudios previos, el mecanismo de biorreduccion se puede dividir en tres pasos principales:
(1) reduccién y nucleacion de iones de plata, (2) paso de crecimiento y agregacion, y (3)
proteccion y estabilizacion en el paso terminal. EI papel crucial siempre lo juegan
los fitoquimicos de la planta, es decir, los metabolitos secundarios como: azlcares,
polifenoles, proteinas, acidos fenodlicos, cetonas, terpenoides , amidas, etc. Ademas, en la
mayoria de los casos, un agente reductor del extracto de la planta juega un papel como agente

protector y estabilizador (Salayova et al, 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/nanoparticle
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metal-ion
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/silver-ion
https://www.sciencedirect.com/topics/social-sciences/phytochemicals
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/terpenoid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/carboxamide

2.3. ESPECTROFOTOMETRIA UV - VISIBLE (UV - VIS)

La regidon UV se define como el rango de longitudes de onda de 195 a 400 nm es una
region de energia muy alta, por lo que es muy importante para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de compuestos organicos. En la regiéon VIS apreciamos el color visible de una
solucion y que corresponde a las longitudes de onda de luz () que transmite, no que absorbe.
El color que absorbe es el complementario del color que transmite (Skoog & Holler, 1998),
(Ver tabla 1).

La espectroscopia UV-VIS utiliza la radiacion del espectro electromagnético, cuya
longitud de onda esta comprendida entre los 200 y los 800 nm (energia comprendida entre las
286 y 36 Kcal mol-1), y su efecto sobre la materia es producir transiciones electronicas entre
los orbitales atdmicos y/o moleculares de la sustancia (McMurry, 2008). En consecuencia, la
espectroscopia describe la interaccion entre la radiacion (principalmente la electromagnética)
y la materia. Toda radiacion electromagnética viene caracterizada por una longitud de onda
(M), una frecuencia (v) o una energia (E); la relacion existente entre ellas estd dada por la

ecuacion de Planck (Castro de Esparza et al, 2009).

Tabla 1. Regiones del Espectro UV — VISIBLE

Rango de Longitudes de ) Color Transmitido
Onda (1) (nm) Color Absorbido (Observado)

100 - 190 Ultravioleta del vacio Ninguno
190 - 380 Ultravioleta cercano Ninguno
380 — 435 Violeta Amarillo -
435 - 480 Azul Amarillo
480 - 500 Verde - Azul Naranja - Roj8
500 - 560 Verde

560 - 580 - Verde Violeta

580 - 595 Azul

595 — 650
650 - 780 Rojo B Verde)

Fuente: (Skoog et al, 1998).

La transmitancia (T') de una sustancia en solucion es la relacion entre la cantidad de luz
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transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la muestra, It y la cantidad de luz

que incidio sobre ella, Io y se representa normalmente en tanto por ciento:

I
%T:I—‘xmo (2.1)
0

La absorbancia (A) es un concepto mas relacionado con la muestra puesto que nos
indica la cantidad de luz absorbida por la misma, y se define como el logaritmo de 1/T, en

consecuencia:;
1 I,
A=log—==-1logT = —log— (2.2)
T I,

Cuando la intensidad incidente y transmitida son iguales (o = It), la transmitancia es
del 100 % e indica que la muestra no absorbe a una determinada longitud de onda, y entonces
Avale log 1 =0.

2.3.1. LEY DE LAMBERT-BEER

Esta ley expresa la relacion entre una disolucion que contiene una especie absorbente

y un haz de radiacion monocromaética de una determinada longitud de onda:
I,
A =—log— = ¢&bc (2.3)
Iy

La ley de Lambert — Beer es fundamental en anélisis cuantitativo al relacionar la
absorbancia con la concentracion. La constante recibe el nombre de absortividad molar
(¢), cuando la concentracion (c), se expresa en moles/litro y el camino 6ptico, (b), en
centimetros. La absortividad es una propiedad caracteristica de la sustancia absorbente
y depende de la longitud de onda. Por ello, para aplicar esta ley debe seleccionarse una
determinada longitud de onda, y para este propoésito se utiliza el espectro de absorcion,
que indica la variacion de la absorbancia con la longitud de onda (Hernandez &
Gonzéles, 2002).

La espectroscopia UV-VIS es una espectroscopia de emision de fotones, la cual utiliza

radiacion electromagnética (luz) de las regiones visible, ultravioleta cercana (UV) e infrarroja

cercana (NIR) del espectro electromagnético (es decir una longitud de onda entre 380nm y
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780nm). La radiacion absorbida desde esta region del espectro provoca transiciones
electronicas que pueden ser cuantificadas. La espectroscopia UV-Vis es una técnica importante
para identificar cualitativamente la formacién de AgNPs, mediante el seguimiento de las
propiedades Opticas y la estructura electronica de las nanoparticulas sintetizadas. La nube de
electrones de una nanoparticula (NP) puede oscilar en la superficie de la NP, que absorbe ondas
electromagnéticas a una frecuencia particular. Este fendmeno se denomina resonancia de
plasmon de superficie (RPS) y se registra como longitudes de onda electromagnéticas
mediante espectrofotometria UV-VIS. Segun, Mat Yusuf et al (2020) la formacion de AgNPs
se controla midiendo la reduccion de iones de plata con un espectrofotémetro UV-VIS. La
absorbancia de la muestra se mide entre 300 y 650 nm después de la sintesis (reduccion de la
plata).
Figura 1. Region UV — VIS del Espectro Electromagnético

uv uv uv uv
EXTREMO LEJANO MEDIO CERCANO LUZ VISIBLE
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( 9

10 180 280|315 | 400 750

ULTRAVIOLETA  UV-C UV-B UV-A
DE VACIO

2.3.2. RESONANCIA DEL PLASMON SUPERFICIAL (SPR)

La excitacion de los plasmones superficiales de nanoestructuras metalicas mediante luz
es conocida como resonancia de plasmones superficiales (RPS). La presencia de
electrones libres en la banda de conduccién de la superficie de las nanoparticulas
metalicas que reciben un haz de luz incidente, induce una excitacion colectiva de estos
electrones libres, como consecuencia de la fuerte interaccion con la luz incidente; se
produce una oscilacion coherente deslocalizada de los electrones confinados en la
superficie de las nanoparticulas metalicas, en la interfaz metal-dieléctrico o metal-
semiconductor; la excitacion electromagnética se Ilama polariton del plasmén de
superficie; el polariton es una casi-particula hibrida resultante del fuerte acoplamiento

entre la luz y los electrones libres en la superficie de una nanoparticula. Para
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determinadas frecuencias de la energia incidente, se produce un acoplamiento entre las
frecuencias de la onda incidente y de la oscilacion del polariton; a este fendmeno se le
denomina resonancia del plasman de superficie (RPS) y tiene la capacidad de absorber
determinadas frecuencias de la luz incidente y de transmitir las frecuencias no

absorbidas que se asocian a un determinado color (Cornejo, 2015).

Figura 2. Efecto de la Resonancia Plamédnica de Superficie de una NP metélica

Esfera’

metalic

En las nanoparticulas de metales nobles como el oro y la plata, la resonancia es maxima
y su frecuencia se produce en el campo visible del espectro electromagnético. Esta
resonancia se origina cuando el tamafio de las nano particulas es mucho menor que la
longitud de onda de la radiacion incidente, d << A. En estas circunstancias se producen
excitaciones dipolares fuertes de los electrones libres en la superficie de la particula;
con la resonancia del plasmoén se produce un fuerte acoplamiento de los electrones
libres con el haz de luz incidente como consecuencia de los fotones absorbidos. La
frecuencia de resonancia y la anchura de banda de absorcion del plasmon, dependen del

tamafio y de la forma de las nano particulas (Cornejo, 2015).

Asimismo, Guajardo-Pacheco et al (2010) y Klar et al (1998) realizaron un importante
analisis sobre la resonancia de plasmaén superficial en nanoparticulas de cobre, donde resaltan

que las propiedades oOpticas de nanoparticulas metalicas dependen fuertemente de la forma y
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tamafio de la particula y que son el resultado de cambios en el plasmén de resonancia en la
superficie. Asi también, en otro estudio realizado por Mock et al (2003), afirman que solo los
metales con electrones libres tales como Au, Ag, Cu, y metales alcalinos tienen plasmon en el
espectro visible, los cuales causan tales colores intensos. Por consiguiente, la longitud de onda
(1) de oscilacién depende de varios factores, incluyendo el tamafio de particula, forma y la

naturaleza del medio en que se encuentren (Mulvaney et al, 1997).

La resonancia del plasmon de la superficie (RPS) depende también fuertemente de otros
factores como: de la concentracion de las nano particulas, de su distribucién espacial y
de las propiedades de la matriz que rodea las nanoparticulas metélicas. Las
nanoparticulas de plata presentan un rapido y fuerte espectro de absorcion en las
proximidades de longitudes de onda entre 300 y 400 nm. El valor méximo de la longitud
de onda de transmision se puede variar dentro de un amplio rango de valores A = 393
nm — 738 nm, variando el color de la suspension coloidal entre un amarillo claro y un
color verde respectivamente. Los colores absorbidos son mayoritariamente el azul y el

rojo respectivamente (Cornejo, 2015).

Figura 3. Suspension Coloidal de AgNPs de Diversos Tamafos
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2.4. ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE
FOURIER - FT-IR

La luz infrarroja (IR), 0 méas precisamente la radiacion infrarroja, es una radiacién
electromagnética con longitudes de onda mas largas que las de la luz visible. Por lo tanto, es
invisible para el ojo humano, pero puede ser percibido en forma de radiacion térmica (mas de
la mitad de la energia irradiada por el sol llega a la tierra en forma de radiacién infrarroja). La
espectroscopia infrarroja (IR) se basa en el hecho de que la mayoria de las moléculas absorben
la luz en la regidn infrarroja del espectro electromagnético, convirtiéndola en vibracién
molecular. Esta absorcion es caracteristica de la naturaleza de los enlaces quimicos presentes
en una muestra. Con un espectrémetro, esta absorcién se mide como una funcién de longitud
de onda (L) como numeros de onda (cm-1), tipicamente de 4000 - 600 cm-1. El resultado es
un espectro IR que sirve como una caracteristica "huella digital molecular" que se puede

utilizar para identificar muestras organicas e inorganicas.

El FT-IR, recoge los datos espectrales de todas las longitudes de onda en una pasada.
Aqui, una fuente continua genera luz IR en una amplia gama de longitudes de onda infrarrojas,
éstas pasan a través de un interferometro y luego se dirigen a la muestra. A diferencia de las
mediciones dispersas, primero obtenemos un interferograma, que necesita ser convertido en
un espectro IR. Este interferograma (una sefial bruta), representa la intensidad de la luz no en
funcion de la longitud de onda (), sino como una funcion de la posicion de un espejo movil
dentro del interferometro. Como resultado, la sefial primero debe ser transformada por Fourier
(FT) para producir la representacion IR mas familiar de intensidad en funcion del nimero de
onda (cm-1), de ahi el nombre FT-IR. La adquisicion de espectros FT-IR no sélo es mucho
mas rapida que la de los instrumentos dispersivos convencionales. Ademas, estos espectros
muestran una relacion sefial-ruido significativamente mejor y dado que la escala de longitud
de onda () esta calibrada con un laser muy preciso, tienen una precision de longitud de onda

mucho mayor (Bruker, 2022).

2.4.1. REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (ATR)

Como dice el titulo, ATR significa reflexion total atenuada y se ha convertido en la
técnica estandar para la medicion de espectros FT-IR. La luz infrarroja pasa a traves de un

cristal de un determinado material (Diamante, ZnSe 0 Germanio) e interacta con la muestra,
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que se presiona sobre el cristal. Teniéndose en cuenta que el buen contacto entre la muestra 'y
el cristal es muy importante de esta forma se obtiene un espectro que muestra todas las
caracteristicas especificas de la sustancia, si bien la relacion de intensidad de las bandas de
absorcion observadas podria diferir de un espectro de transmision tradicional debido a los
efectos fisicos. Pero esto no significa que los espectros ATR sean mas dificiles de interpretar,
al contrario. Los espectros ATR y de transmision se pueden convertir facilmente entre si. Esto
es especialmente (til si se desea comparar los datos ATR adquiridos recientemente con los
espectros mas antiguos contenidos en una biblioteca de referencias espectrales (Bruker, 2022).

Figura 4. Haz IR Pasando a través del Cristal ATR Reflejandose en la Interfaz entre
el Cristal y la Muestra.

/ Sample \

IR source Detector

N v/

2.5. DISPERSION DE LUZ DINAMICA - DLS

La dispersidn dinamica de la luz (DLS) es una técnica de medicion establecida y precisa
para caracterizar el tamafio de las particulas en suspensiones y emulsiones. Se basa en el
movimiento browniano de las particulas: esto establece que las particulas mas pequefias se
mueven mas rapido, mientras que las mas grandes se mueven mas lentamente en un liquido. La
luz dispersada por las particulas contiene informacién sobre la velocidad de difusion vy, por
tanto, sobre la distribucion de tamafios. La dispersion de luz dinamica permite el analisis de
particulas en un rango de tamafio de 0,3 nm a 10000 nm. Si bien la difraccion laser (LD) a
menudo alcanza sus limites para particulas de menos de 100 nm debido a la sefial débil y la
baja variacion angular en la sefial de dispersion, aqui es donde radica la fuerza de la dispersion
dinamica de la luz.

Es una técnica adecuada para el andlisis y caracterizacion de nanoparticulas. Otras
ventajas incluyen mediciones de muestras altamente concentradas y altamente diluidas, y la

capacidad de determinar el Potencial Zeta, el peso molecular y la concentracién, que esta
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integrado en muchos analizadores. Es una técnica no destructiva, la cual permite determinar el
radio hidrodinamico. La DLS es un método que depende de la interaccion de la luz con las
particulas, analiza la intensidad de luz dispersa en funcion del tiempo, para determinar el
tamafio hidrodindmico de las particulas. Este método puede utilizarse para la medicion de
distribuciones estrechas de tamafio de particula, especialmente en el rango de 2-500 nm. El
radio hidrodinamico es afectado por los iones presentes en el medio y las modificaciones
superficiales, ya que esto varia la velocidad de difusion de las particulas dispersas
(MICROTRAC, 2022). EI tamafio obtenido de DLS es generalmente mas grande que TEM,

gue puede ser debido a la influencia del movimiento browniano (Sanchez Moreno, 2017).

Figura 5. Principio Funcional del DLS
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1. Detector | 2. Rayo laser reflejado y luz dispersada | 3. Ventana de optica
zafiro | 4. Divisor de hazen Y | 5. Lente GRIN | 6. Muestra | 7. Rayo 8. Léser

laser en fibra 6ptica | 8. Laser

La dispersiéon de luz dindamica (DLS), a la que a veces se hace referencia como
dispersion de luz cuasi elastica (QELS), es una técnica no invasiva y bien establecida para
medir el tamafio y la distribucidn de tamafio de moléculas y particulas, tipicamente en la region
submicrométrica, y con la tecnologia mas reciente, inferiores a 1 nm. Las aplicaciones tipicas
de la dispersion de luz dindmica son la caracterizacion de particulas, emulsiones o moléculas
que se han dispersado o disuelto en un liquido. EI movimiento Browniano de las particulas o
moléculas en suspension hace que la luz laser se disperse en diferentes intensidades. Del
analisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene la velocidad del movimiento browniano

y por lo tanto el tamafio de particula utilizando la relacion de Stokes-Einstein (Malvern, 2022).
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2.5.1. FORMULA DE CALCULO DEL TAMANO DE PARTICULAS -DLS

Los coeficientes de difusion “D” de las particulas son inversamente proporcionales al

tamafio (dp, diametro hidrodindmico) de las particulas segun la relacion de Stokes-Einstein.

D= kT
"~ 3mmdp

(2.4)

Donde:
k = constante de Boltzmann,
T = temperatura,

n = viscosidad.

Para determinar con precision el tamafio de las particulas, se debe conocer el valor exacto del

parametro T (temperatura) y n (viscosidad) del liquido.

La técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) mide el movimiento 6pticamente al
registrar la sefial de luz dispersa en un angulo fijo. Las particulas se iluminan con una fuente

de luz coherente monocromatica (laser) y se registra la luz dispersada por las particulas.

2.6. MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO FEM-SEM

Las técnicas de microscopia electronica se basan en la informacion contenida en los
electrones, estas atraviesan y pueden ser detectadas por microscopia de transmision
electrénica, TEM; o rebotan, siendo detectados por microscopia electrénica de barrido, SEM
sobre la superficie de un material al hacer incidir un haz electronico coherente y a gran
velocidad. Es importante destacar que su gran profundidad de campo la convierte en una
técnica especialmente adecuada para la observacion de muestras con una topografia de
superficie bastante variada (Parres Garcia & P.G, 2005). El microscopio electronico de barrido
puede estar equipado con diversos detectores (lamina 2 B y C), entre los que se pueden
mencionar: un detector de electrones secundarios para obtener iméagenes de alta resolucion
(SEI), un detector de electrones retrodispersados que permite la obtencién de imégenes de
composicion y topografia de la superficie (BEI) y un detector de energia dispersiva (EDS) que
permite detectar los rayos X generados por la muestra y realizar analisis de distribucion de
elementos en superficie (Ubero Pascal, 2009).
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2.7. METODOLOGIA DE SUPERFICIE RESPUESTA (MSR)

La MSR es la estrategia experimental y de analisis que permite resolver el problema de
encontrar las condiciones de operacion optimas de un proceso, es decir, aquellas que
dan por resultado “valores Optimos” de una o varias caracteristicas de calidad del
producto. La MSR implica tres aspectos: disefio, modelo y técnica de optimizacién. El
disefio y el modelo se piensan al mismo tiempo y dependen del tipo de comportamiento
que se espera en la respuesta. De manera especifica el modelo puede ser de primer o
segundo orden (plano o con curvatura); por ello, el tipo de disefio utilizado y el método
de optimizacidn se clasifican, segun sea el caso como de primer o de segundo orden.
(Gutirrez Pulido & De la Vara Salazar, 2008).

2.7.1. ETAPAS DE LA MSR

De acuerdo con Gutiérrez & De la Vara (2008), hacen una descripcién breve de cada
una de etapas: 1. Cribado. La optimizacidn de un proceso se inicia con esta etapa cuando
tiene muchos factores (maés de 6 u 8) que influyen en la variable de interés. 2. Basqueda
I o de primer orden. Esta etapa se aplica cuando se tienen pocos factores (k <=5), y se
sabe que éstos influyen en la variable de respuesta. En esta etapa se corre un disefio de
primer orden que permita caracterizar en forma preliminar el tipo de superficie de
respuesta y detectar la presencia de curvatura. Por lo general se utiliza un disefio
factorial completo o fraccionado con repeticiones al centro. 3. Busqueda Il o de
segundo orden. En el momento en que se detecta la presencia de curvatura, o bien, que
la superficie es mas complicada que un hiperplano, se corre o se completa un disefio de
segundo orden para caracterizar mejor la superficie y modelar la curvatura. Con el
modelo ajustado se determinan las condiciones 6ptimas de operacion del proceso (pag.
389).

2.7.2. MODELOS ESTADISTICOS DE PRIMER Y SEGUNDO ORDEN

Por lo tanto, el primer paso de la MSR es encontrar una aproximacién adecuada para
la verdadera relacion entre “Y” y las variables independientes. Seguidamente lo usual es
utilizar un polinomio de grado bajo en alguna regién de las variables independientes. Si la

respuesta puede modelarse con una funcion lineal de las variables independientes, entonces la
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funcién de aproximacion es el modelo de primer grado.

Y =By + BiXs + X + - + B Xy + Z (2.5)

Si existe curvatura en el sistema, entonces debe emplearse un polinomio de grado

superior, tal como el modelo de segundo grado.

k k k
Y = ﬁO + Zﬁuxj + Z ,Bu]XuX] + Zﬁ]}XJZ E RERREE + ZT u :/:] (26)
=1 =1

uj=1
2.7.3. DISENO FACTORIAL PLACKET & BURMAN (PB)

Esta fue la estrategia de disefio propuesta por (Plackett & Burman, 1946) para resolver
la limitacion de los disefios fraccionados. Los disefios Packett-Burman son mas flexibles
(Shmidt & Launsby, 2000). EI numero de corridas que se pueden manejar por las tablas de
disefio de Plackett-Burman es un multiplo de 4 (ejemplo, n = 4, 8, 12, 16, 20). Cuando se usan
todas las k columnas de estos disefios, se pueden hacer analisis para k factores con (k+1)
corridas, precisamente lo requerido para un disefio eficiente (6ptimo en cuanto al uso de
recursos). Los disefios de Packett-Burman estan disponibles para acomodar desde 7 a 99
factores (7, 11,...99), con intervalo de 4 factores entre disefios. No existe el disefio 6ptimo para
91 factores (los investigadores no encontraron un patrén apropiado). Todos estos disefios estan
disponibles en la literatura estadistica de disefio experimental (Plackett & Burman, 1946). Los
disefios Plackett-Burman demuestra la gran ventaja, respecto a los disefios fraccionados

saturados.

2.7.3.1. PROCEDIMIENTO PARA LA CONSTRUCCION DE LOS DISENOS
PLACKETT-BURMAN

Para la construccion de las matrices, Plackett y Burman idearon un método sistematico
aplicable a cualquiera de los numeros de corridas posibles (multiplos de 4), partiendo de un
vector generador Unico para cada namero de corridas (Shmidt & Launsby, 2000). Por ejemplo,
el vector generador para el disefio PB consta de 7 valores (+ + + — + — —) , por convencién,
para resaltar que se trata de niveles, solo se ponen los signos (+) y (-). Con este vector, la
construccion de la tabla empieza con los primeros (n 1 —) renglones. A continuacion, se explica

paso a paso el procedimiento:

19



En la posicion de la columna A se copia al vector generador:

Corrida

1

00N OV B~ WM

+1

+1

+1

-1

+1

-1

-1

La columna del factor B se construye haciendo un “corrimiento circular” del vector de

la columna A. Para ello, se desplaza hacia abajo una posicién a los valores del vector A, y

tome el ltimo valor del vector A, para ponerlo en la primera posicion del vector B:

Corrida | 2" B C D E F G

00 N O UL B WN

Continte de la misma forma hasta completar las 7 columnas:

Corrida

1

O N OO U B WN

F
+1f. -1 -1 +1). -1). +1f. +1
w1 S| o] Mo Y Y| Y
w1 N N[ N Mg Nyg[ N
A N N N Noq Noq| Ny
Al | Sa| e S ]
-1 §+1 "%—1 ":“+1 ‘\f‘+1 ‘\f+1 f‘—l
-1 N—l N+1 “N—l N+1 “N+1 N+1

Finalmente llene con (-1) al ultimo renglon:
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Corrida | B C D E F G

1 +1 -1 -1 +1 -1 +1] +1
+1] +1 -1 -1 +1 -1f +1
+1| +1| +1| -1 -1 +1| -1
-1 +1f +1] +1 -1 -1f +1
-1 +1f +1] +#1 -1 -1
-1+ -1 +1f +1] +#1 -1
-1 -1 +1 -1 +1f +1] +1
I T =

00 N UL bk WN
+
=

Segun dijimos, Plackett y Burman prepararon las tablas de disefio con un numero de corridas
multiplos de 4, a partir de n = 8 corridas hasta n = 100, exceptuando n = 92. (Plackett &
Burman, 1946). A continuacion, mostramos los vectores generadores para los primeros 5
disefos:

nN=8H++—-+--)

nN=12++-+++—-———+-)
N=16++++-+—-++——+—-——-)
N=20++-——++++—+—+————++-)
nN=24(+++++-+—-++——++-——+—-—+-———-)

2.7.4. DISENO COMPUESTO CENTRAL (DCC)

El disefio de composicién central (DCC) es el mas utilizado en la etapa de busqueda de
segundo orden debido a su gran flexibilidad: se puede construir a partir de un disefio factorial
completo 2k o fraccionado 2k — p agregando puntos sobre los ejes y al centro, ademas de otras

propiedades deseables. Este disefio se compone de tres tipos de puntos:

1. Unaréplica de un disefio factorial en dos niveles, completo o fraccionado. A esta parte
del DCC se le llama porcion factorial.

2. no de puntos o repeticiones al centro del disefio, con ng> 1

3. Dos puntos sobre cada eje a una distancia a del origen. Estos pun tos se llaman porcion
axial. La manera en que se ensamblan y el DCC resultante se muestran en figura 12.17,

para los casos de dos y tres factores.
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Figura 6. Representacion y construccion de los DCC

ﬂntﬂs al centro + puntos axiales + porcion factonal = disefio de composicidn c%

/

\

Con k factores el nimero total de corridas experimentales es N = 2k + 2k + n0. El

numero de corridas al centro y la distancia de los puntos axiales () deben escogerse de manera
adecuada, dependiendo de las propiedades que se quieren en el DCC. Si se quiere que el disefio

sea rotable se toma a igual a:

a=(F)"/s (2.7)

Donde: F es el numero de puntos en la parte factorial. Si se desea que el DCC sea
ortogonal se toma a igual a:

1
(FxN)/2—F /2
a= > (2.8)

Donde: N es el total de corridas experimentales. Si se desea que el DCC sea ortogonal
y rotable, se deben cumplir las relaciones,

a=@F)"+ y nyg~4VF+4—F (2.9)

Las repeticiones al centro también se pueden escoger de manera que el disefio sea

rotable y de precision uniforme. Un disefio es de precision uniforme si var [Y"(x)] en el centro
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del disefio (radio r = Q), es igual a la varianza en la esfera de radio r = 1. Esta propiedad
proporciona aproximadamente un valor constante de la var [Y"(x)] dentro de la esfera unitaria
(de radio uno). La eleccién para rotabilidad y precisién uniforme, o cercanamente uniforme

€es:

a=F)"r y ng~a(VF+2)—F—2k (2.10)

donde el valor de la constante 14 dado el nimero de factores k, se obtiene de la siguiente
tabla:

Tabla 2. Puntos Axiales del DCC

1 2 3 4 5 6 7 8
A 0.7844 | 0.8385 | 0.8704 | 0.8918 | 0.90/0 | 0.9184 | 0.9274

23



CAPITULO III

METODOLOGIA

3.1. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

b)

f)

9)
h)
j)

k)

3.1.1. EQUIPOS INSTRUMENTALES

Espectrofotometro UV-Visible; Modelo: Evolution 220, Marca: THERMO
SCIENTIFIC, Procedencia: Estados Unidos. Las caracteristicas técnicas se especifican
en el Anexo Il.

Espectrofotometro FT-IR con Reflectancia Atenuada ATR; Modelo: NICOLET iS50
Analytical, Marca: THERMO SCIENTIFIC, Procedencia: Estados Unidos. Las
caracteristicas técnicas se especifican en el Anexo II.

Dynamic Ligth Scatering DLS; Modelo: ZETASIZER NANO - ZS, Marca:
MALVERN, Procedencia: United Kinhdom. Las caracteristicas técnicas se especifican
en el Anexo Il.

Balanza Analitica Digital; Modelo: ML204-T, Marca: METTLER TOLEDO,
Procedencia: Suiza. Las caracteristicas técnicas se especifican en el Anexo II.
Multiparametro de PH/ISE, RDO/DO, Conductividad; Modelo: Versa STAR PRO
“Orion”, Marca: THERMO SCIENTIFIC, Procedencia: EE.UU. Las caracteristicas
técnicas se especifican en el Anexo II.

Agitador Magnético con Sensor de Temperatura; Modelo: SuperNuova+, Marca:
THERMO SCIENTIFIC, Procedencia: EE.UU. Las caracteristicas técnicas se
especifican en el Anexo II.

Vortex; Marca THERMO SCIENTIFIC, Modelo

Campana Extractora para Gases; Marca KOSSODO, y modelo: Frontier DUO.
Equipo de Ultrasonido; Marca: BRANSON, Modelo 5800, Procedencia:
Microcentrifuga; Marca: THERMO SCIENTIFIC, Modelo Medifunge Centrifuge,
Procedencia EE.UU.

Purificador de Agua Ultrapura (D.O); Marca THERMO SCIENTIFIC, Modelo:
Smart2Pure, Procedencia EE.UU.
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3.1.2. MATERIALES DE LABORATORIO

Cubetas de Cuarzo, marca Thermo Scientific, de 1 cm de ancho de paso
Cubetas de Vidrio, marca Thermo Scientific de 1 cm de ancho de paso
Cubetas de Plastico.

Accesorio ATR - Diamante

Micropipetas de: 0.5 — 10 pL, 20 — 200 pL, y de 100 - 1000 pL, Marca: Discovery
Confort

Tips para micropipetas (Puntas) de 10, 100, 1000 pL

Matraces de aforo 50, 100, 250 mL

Vasos de Precipitado de 50, 100, 250 mL marca: PIREX

Papel filtro de paso lento (WATMAN)

Embudos de vidrio de 100 mm

Baguetas de vidrio

Microfiltros para jeringa de 0,22 um de poro para HPLC

Magnetos de Agitacion; marca Thermo Scientific, tamafio 1,5 cm de largo.
Papel aluminio

Probetas 10, 50 y 100 mL

Termdmetro digital

Frascos color &ambar

Tubos Eppendorf de 1,5 mL

Tubos Falcon de 15 mL

Jeringas de 10 ml

Tuberculina de 1 mL

Micropipetas Pasteur

Tubos de Ensayo; maeca PIREX de 10, 15 ml con tapa.

Papel Kimtech

Guantes de Nitrilo

3.1.3. REACTIVOS E INSUMOS

Sal de Nitrato de Plata (AgNO3); marca MERCK.
Agua Destilada
Agua Ultrapura (D.O)
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v Acido Nitrico cc.

<

Acido Sulfurico cc.

v Alcohol Etilico Absoluto; CH3CH20H, PM: 46.07, Marca BAKER ACS, para uso de
laboratorio, investigacion o manufactura.

v Hidroéxido de Sodio (NaOH).

v" Alcohol Isopropilico: Marca BAKER ACS, para uso de laboratorio, investigaciéon o

manufactura.

3.2. BIOSINTESIS DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA

Para los ensayos experimentales, se utiliz6 el método de sintesis verde, tomando la sal
precursora de AgNO3 de la marca MERCK, esta se disolvid y se prepard para obtener una
solucion de 1 mM, seguidamente se forra el frasco con papel aluminio para evitar su
degradacién y es almacenada en un lugar fresco y seco en oscuridad total. Luego, a 20 mL de
este precursor se le afadieron distintos volumenes (uL) de Fraccion Flavonoide (F.F),
determinadas para cada ensayo experimental (dicha FF, ha sido obtenida a partir del extracto
total de Lepechinia meyenii, por cromatografia en columna). Seguidamente, se alcaliniza con
algunas gotas de NaOH al 0.1 N, el pH se determin6 con un multiparametro calibrado, de la
marca Thermo Scientific, modelo ORION Versa Star PRO. Las condiciones de sintesis fueron
desarrolladas segun la matriz del disefio experimental propuesto por la MSR (ver tabla 1),
también se usé un agitador magnético de la marca Thermo Scientific; asimismo cada una de
las pruebas experimentales fueron controladas por el sensor térmico del mismo equipo. Cada
uno de los ensayos han sido desarrollados, usando un matraz de vidrio de 50 ml de capacidad
con sus magnetos respectivos para la agitacion de la solucion. Por otro lado, todos los ensayos
experimentales se desarrollaron dentro de una Campana Extractora de Gases, de la marca
KOSSODO, y modelo Frontier DUO; con el fin de absorber todos los gases generados por las

reacciones de sintesis.
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Figura 7. Calibracion del Multiparametro

2938
1643

3.3. CARACTERIZACION DE LAS AgNPs BIOSINTETIZADAS
3.3.1. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

En espectroscopia UV-VIS, una especie quimica (en general una molécula, aunque
puede tratarse de una especie monoatdémica, un ion o un complejo) absorbe radiacion UV-Vis,
y la energia adquirida por el sistema causa la transicion de un electron de un estado basal o
fundamental (EF) a uno excitado (EE). La energia de la transicion esté relacionada con la
longitud de onda de la radiacion por medio de la ecuacién de Planck (Castro de Esparza et al,
2009). Ademas, el perfil de los barridos espectrales representa como interactta la sustancia a
la radiacion electromagnética de las longitudes de onda evaluadas, siendo propio para cada
sustancia. Una zona de pico de absorbancia en el barrido espectral representa un rango de
radiaciones de determinadas longitudes de onda que la sustancia absorbe, mientras que un valle

representa un rango de radiaciones de longitudes de onda para las cuales hay nula absorcién.
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En tanto, las nanoparticulas de plata NPsAg biosintetizadas fueron leidas y
monitoreadas por un espectrofotdmetro UV-VIS (marca Thermo Scientific y modelo
Evolution 220). Cada ensayo ha sido definido segun el Disefio Experimental empleado en cada
etapa de la MSR, por lo tanto, las lecturas por UV-VIS se realizaron teniendo un plan
experimental predeterminado segun el DOE y la MSR; seguidamente, se hizo un barrido
espectral entre los 350 nm — 650 nm de longitud de onda para la determinacion del pico
espectral representado tipicamente por la Resonancia del Pasmén de Superficie (RPS),
caracteristico de las nanoparticulas metalicas (AgNPs). Las lecturas espectrofotométricas se
realizaron, utilizando una cubeta de cuarzo con un ancho de paso de 1 cm de longitud. Por otro
lado, para la determinacion de Absorbancia para los datos experimentales, se fijaron en el
espectrofotdmetro UV-VIS a 411 nm de longitud de onda; ademas cada muestra experimental
fue diluida 1:1 con solucién Hidroalcohdlico al 80%, por cada la lectura respectiva, realizada

por el equipo.

3.3.2. ESPECTROFOTOMETRIA FT-IR

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es otra de las técnicas
que fue usado en este trabajo de investigacion, esta técnica nos brinda informacién muy precisa
de los tipos de ligacion de las moléculas organicas, la determinacion se realizé utilizando el
equipo espectrofotométrico FT-IR de la marca Thermo Scientific, modelo Nicole iS50
Analytical). Para la lectura, las muestras se colocaron en el lente ATR (Lente de Reflectancia
Atenuada) de diamante, habiendo tomado previamente un fondo espectral (Back Ground) y
haciendo un barrido entre los 4000 cm™ y 400 cm™ de niimero de onda, en modo transmitancia
(la toma de datos de FTIR fue realizada en la regidn de infrarrojo medio: radiacion en el rango
de frecuencias de 4000 - 400 cm™* 6 de longitudes de onda () entre 2.5 - 25 pm. Los picos y
bandas espectrales obtenidos son referidos a la huella dactilar de sustancias y los grupos
funcionales de las muestras. El procedimiento de lectura se realizd, tomando una alicuota de
las distintas, tales son: a) las nanoparticulas de plata biosintetizadas NPsAg, b) el extracto total
obtenido por Ultrasonido y ¢) la fraccion flavonoide obtenido por Cromatografia en Columna;
asimismo, se tomod micropipeta de 10 puL y se afiadio un volumen minimo, para colocarlas
sobre el lente de Diamante “ATR”, previamente este accesorio se limpi6 con pafios Kimtech
y alcohol isopropilico para evitar la contaminacién cruzada entre muestras. El lente ATR fue
reconocido por el equipo mediante software OMNIC Spectra, luego se obtuvieron los distintos

espectros infrarrojos de las muestras analizadas previamente con sus espectros de Back Ground
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correspondiente.

Las primeras medidas realizadas fueron de la Fraccion Flavonoide (FF), luego se analizaron
las NPsAg con FF. Para verificar las biomoléculas cubiertas con AgNPs, se realiz0 este analisis
por FTIR para confirmar los grupos funcionales (que son responsables de los agentes de
reduccion, estabilizacion y proteccion) se compararon el espectro FTIR de la fraccién
flavonoide FF de la Lepechinia meyenii, con las AgNPs obtenidas a partir de esta FF,

determinandose los picos espectrales caracteristicos de cada muestra.

3.3.3. DINAMIC LIGTH SCATERING (DLYS)

Los tamafios hidrodindmicos de las nanoparticulas, fueron determinadas utilizando un DLS de
la marca: Malvern y modelo: Zetasizer Nano ZS. Las muestras fueron previamente filtradas
utilizando una jeringa de 10 mL y un filtro de 0.22 um de abertura, ademas fueron diluidas en
la siguiente proporcion: 1:2 (con solucion hidroalcoholica al 80 %). Para el analisis respectivo
se midié 1.5 ml de muestra diluida, la cual fue colocada en una cubeta de pléastico,
considerandose el volumen minimo recomendado para el procedimiento y los pardmetros de
lectura requeridos por el software del equipo, siendo los siguientes: a) el medio dispersante, b)

el indice de refraccion - IR y c) viscosidad dindmica - Cp.

3.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO SEM-FEM

La muestra es enviada al Laboratorio de Microscopia Electrénica -Centro para el Desarrollo
de Materiales Avanzados y Nanotecnologia de la Universidad Nacional de Ingenieria UNI. La
muestra enviada es una coloide conteniendo nano particulas de Plata, para un correcto analisis
ha sido necesario, preparar la muestra sobre un sustrato de soporte para microscopia
electronica. El proceso de secado requiere un tratamiento de unas 48 horas en un camara con
humedad relativa de HR 30%, y temperatura ambiente de 25°C. Para asegurar que las
particulas no se encuentren conglomeradas o en estado de agregacion estructural a nivel de

enlaces, se ha realizado un tratamiento con ultrasonido, por 30 min.

3.5. OPTIMIZACION MEDIANTE LA METODOLOGIA SUPERFICIE RESPUESTA
(MSR)

Los disefios experimentales han sido determinados para cada una de las etapas de la

metodologia aplicada MSR; segun, el nimero de variables, los pardmetros establecidos y las
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restricciones del proceso experimental. En la primera etapa (screening) se hizo uso de un
Disefio Factorial Fraccionado Placket-Burman (P&B), para la determinacion de la
significancia y discriminacion de las variables de un proceso Multifactorial, obteniéndose un
modelo estadistico de ler Orden. La deteccion de los parametros de proceso se hizo utilizando
el disefio P&B; este disefio es un método eficaz que se utiliza para seleccionar los factores
significativos de una gran cantidad de factores que afectan el proceso (Zhou et al, 2011). Se
uso la siguiente ecuacion polinomial de primer orden (ecuacion 3.1) para realizar el modelado

matematico.

Y =By + BiXs + BoXo + - + B Xy + Z, 3.1

Donde: Y: denota la respuesta pronosticada (Absorbancia),
Po: denota la interseccion del modelo,
fi: denota el coeficiente lineal

Xi: denota el nivel de cada variable independiente.

En la segunda etapa (escalamiento), se empleé un método matematico iterativo
denominado método de Pendiente Ascendente, para la localizacion de la region optima del
proceso. Y por Gltimo en la tercera etapa (Optimizacion), se emple6 el Disefio Compuesto
Central DCC para la determinacion de la solucidon optima maximizada, mediante un modelo
estadistico de segundo orden obtenido mediante el ajuste de los datos experimentales, a partir
de las lecturas de Absorbancia a 411 nm por Espectrofotometria UV-VIS.

Se utilizé la Metodologia de superficie de respuesta (MSR) para analizar los datos
experimentales haciendo uso la hoja de calculo Excel 2016. De acuerdo con el trabajo realizado
por Hebeish et al (2011), el experimento se plante6 utilizando un disefio compuesto central
(cuatro niveles) y modelos cuadraticos. Para este trabajo se realizaron un total de treinta y dos
(32) ejecuciones en orden aleatorio, segun el DCC, incluidos los puntos factoriales, los puntos
axiales y los puntos centrales 16, 10 y 6, respectivamente (Ver tabla 22). Las variables
totalmente independientes evaluadas, fueron: velocidad de agitacion (RPM) (X1), pH de
sintesis (X2), temperatura (°C) (X3), volumen de Fraccién Flavonoide (uL) (X4) y tiempo de
sintesis (min) (X5); para la variable de respuesta se determiné la absorbancia (411 nm), como
se puede apreciar en la tabla 3. Todos los niveles codificados y no codificados se presentan
en la Tabla 21.
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3.5.1. SCREENING

Como afirma Gutiérrez & De la Vara (2008), la optimizacion de un proceso se inicia
con esta etapa cuando tiene muchos factores que influyen en la variable de interés. Por lo tanto,
en esta etapa los disefios de ler orden son los méas recomendados, por lo que, el disefio factorial,
es el mas utilizado, especialmente los disefios factoriales 2K, factorial fraccionado y

ampliamente usado el disefio P&B.

A continuacion, se presenta la tabla 3. Identificacion de variables del proceso de
biosintesis de NPsAg, donde se enumeran las variables independientes a evaluarse y la variable

respuesta que se determinara segun el disefio factorial P&B.

Tabla 3. Identificacion de las Variables del Proceso de Biosintesis de NPsAg.

IDENTIFICACION DE VARIABLES DEL PROCESO

CATEGORIA NOMBRE SIMBOLOS | CATEGORIA
%@E&%ﬁi 1. Absorbancia (411nm) Y1l F.O

Variables Controlables

1. Velocidad de Agitacion (RPM) X1 Variable
VARIABLES 2. Potencial de Hidrégeno pH X2 Variable

INDEPENDIENTES | 3. Temperatura de sintesis (°C) X3 Variable
4. Volumen de FF (uL) X4 Variable
5. Tiempo de reaccién (min) X5 Variable

Fuente: Elaboracién Propia.

3.5.2. ESCALAMIENTO

Segun Gutirrez & De la Vara (2008), la técnica de optimizacién de escalamiento se
aplica cuando, de acuerdo con la valoracién inicial, se cree que este lejos de la condicion
Optima, por lo que seréd necesario explorar una region de experimentacion inicial y a partir de

esta determinar una direccion en la cual experimentar fuera de la region inicial.

Por otro lado, la técnica de optimizacién por escalamiento, permite ubicar la region
optima con mayor efecto de curvatura (efectos no lineales), que el disefio P&B es incapaz de
detectar en el centro del disefio. Siendo asi, los pasos ascendentes se dan a lo largo de la

direccion mas empinada de las variables, tomando como punto de partida el centro del disefio.
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3.5.3. OPTIMIZACION FINAL

Los efectos no lineales de las variables significativas: X1, X2, X3, X4 y X5, del proceso
de biosintesis de NPsAg, fueron evaluadas por un Disefio Compuesto Central — DCC, siendo
este un disefio experimental apropiado para k < 5, (donde, k es el nimero de variables a
evaluarse). Asimismo, el nimero de experimentos 0 ensayos experimentales predeterminados
por la matriz DCC estuvo determinado por N= 2K+2K+n, para k<=5, donde N es el numero
de ensayos experimentales; siendo asi la matriz de disefio consistio en: 16 puntos factoriales,
10 puntos compuestos y 6 puntos centrales, segln la tabla 22. Por consiguiente, para ubicarnos
en la regién experimental que encierra el 6ptimo se emplearon las dos primeras etapas de la
MSR. En esta region los efectos de segundo orden son mayores en valor absoluto que los
efectos de primer orden. Esto nos indica que esta region, puede describirse apropiadamente
por modelos de segundo orden, segun el siguiente modelo cuadréatico, descrito por la ecuacion
3.2.

k k k
Y =B, +Zﬁux,- 4 z BuiXuX; +Zﬁjjsz bt 7, wu#j  (3.2)
j=1 uj=1 j=1

32



Figura 8. Etapas del Proceso de Optimizacion Aplicando la MSR

ETAPA |I: SCREENING J ETAPA 111: OPTIMIZACION FINAL

)

(MODELO CUADRATICO\

EXPERIMENTADOR DISENO MAXIMIZACION DE g (E)VZ'“aC‘é” del Modelo de 2do
rden.
e Tener conocimiento del proceso. EXPERIMENTAL RESULTADOS > Analisi .
- ) ; e Analisis de Varianza'y
o Identificar las variables influyentes del L . A ., " C e .
proceso. e Planificacion Experimental e Analisis de Regresion Cuadratica. Significancia.
e Formular la Funcién Objetivo ;/ Dd|SENO F_ACT_ORIIAL,IT&I? * Disefio Compuesto Central DCC. e Analisis de Residuales y validacion
e " Gttty T et g N
v Variables no controlables L, 2%2:2?:32'3/ arianza
v o
Restricciones v TestF ( \
v Modelamiento Matematico SUPERFICIE SOLUCIONES
MODELO LINEAL <« v Anélisis de Residuales RESPUESTA ESTIMADA OPT'MAS
MIULTIFACTORIAL feereaeeRee AR : 3D. E
< e Andlisis de maximos y minimos
G RAg ::\E:ACI): ::)CEON[I)AI% LLA.  Valores Optimos
|
\ CONTORNOS 2D. J l,
CONDICIONES
SUPERFICIE <« OPTIMAS
RESPUESTA REAL e Restricciones del Proceso de
Optimizacion
e Método Complex Box
M ETO DO S PENDIENTE ASCENDENTE
ITERATIVO DE 4 > EXCLUSION DE LA MRS )
BUSQUEDA > IBUSQUEDA DIRECTA SIMPLEX Esta metodologia se excluye para un proceso de optimizacion dinamica; en el cual la formulacion
\ de un problema de este tipo es mas riguroso y preciso, aqui el agente optimizador y las variables
l independientes (variables no controlables), son de tipo méas complejos; en este caso el agente
SUPEREICIE 1 optimizador toma en cuenta el efecto futuro, en consecuencia, la variable temporal es relevante.

. Sin embargo, las técnicas matematicas, métodos iterativos y los métodos estadisticos son de
REGION CERCANA AL OPTIMO RESPUESTA J aplicabilidgd para cualquier caso. ’

. )

Fuente: Elaboracion Propia.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

Mat Yusuf et al (2020) nos dice que los diferentes parametros que afectan la sintesis
de AgNPs son el extracto y concentracion de AgNO3, el tiempo y la temperatura. Por lo tanto,
para este estudio de investigacion, la biosintesis de AgNPs se desarrollé evaluando el efecto y
la significancia de las variables identificadas en el proceso, tales son: a) la velocidad de
agitacion (RPM), b) el pH de sintesis, c) la temperatura (°C), d) el tiempo de sintesis (min) y
el volumen de FF (uL); estos segln el ensayo experimental establecido por la DOE (disefio
experimental), y de acuerdo con los parametros y niveles (+1) y (-1) evaluados para cada una
de las variables independientes, como se muestra en la tabla 4. “Codificacion de las variables
identificadas en el proceso de biosintesis de NPSAg”. Los resultados de maxima Absorbancia
(411nm), estan en funcion de sus variables significativas y la efectividad del proceso de
biosintesis. La absorbancia (411nm), se determind mediante un barrido espectral, por
espectrofotometria UV-VIS, de acuerdo a la metodologia experimental descrito en el capitulo
anterior.

Figura 9. Biosintesis de NPsAg con fraccion flavonoide de L.meyenii

NPsAg con intensidad de
coloracién dorada
translucida
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4.2. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE (UV -VIS)

4.2.1. RESULTADOS EXPERIMENTALES UV - VIS DE LOS ENSAYOS
PRELIMINARES

Las figuras mostradas a continuacion, corresponden a la cinética de formacion de
NPsAg biosintetizadas con la FF de Lepechinia meyenii, estas se establecieron como ensayos
preliminares para la ejecucion de la MSR, lograndose definir los rangos de control de las
variables para la definicion de los disefios factoriales que se emplearan en cada etapa de la
MSR. En la figura 10, se observan los espectros de absorcion UV-VIS, para de formacion de
las nanoparticulas de plata NPs Ag, biosintetizadas a partir de la Fraccion Flavonoide (FF) de
Lepechinia meyenii. Los espectros de absorcion se obtuvieron mediante un barrido espectral
desde los 350 a 650 nm de longitud de onda, que correspondientes a la formacion de las NPs.
Se aprecian varios picos de absorcion méaxima entre los 410 a 420 nm, que corresponden a la
RPS de las NPs. También se pudo notar un incremento en la absorbancia con respecto al tiempo
de sintesis, alcanzando un maximo a los 270 min, con una absorbancia maxima de 0.35
aproximadamente. La presencia de este pico demuestra la formacidén de NPs y que estan en
relacion directa con el tiempo de reaccion (min), la temperatura (°C), el pH, la agitacion (RPM)

y el volumen de FF (pL) utilizado.

Figura 10. Experimento 1_ Barrido Espectral por UV-VIS de NPs Ag con Fraccion
Flavonoide de Lepechinia meyenii
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En la figura 11, también se observan los espectros de absorcion UV-VIS, para de
formacion NPs Ag, biosintetizadas a partir de la FF de Lepechinia meyeni. Los espectros
también se obtuvieron mediante un barrido espectral desde los 350 a 650 nm, que corresponden
a la formacion de las NPsAg biosintetizadas establecido por el disefio experimental y la MRS.
Se aprecian varios picos de absorcion maxima entre los 410 a 440 nm (con un ligero
desplazamiento del espectro de absorcion hacia la derecha), que corresponden a la RPS de las
NPsAg. El incremento de absorbancia maxima, respecto al tiempo de determino a los 300 min,
con absorbancia de 0.13 aprox. También se observa que la curva espectral tiene un mayor
ancho espectral en el eje x respecto de la A (nm), esto es asi, tanto para las figuras 10 y 11; por

lo que, la sintesis podria estar afectando en el tamafio y la forma de las nanoparticulas.

Figura 11. Experimento 2_ Barrido Espectral por UV-VIS de NPs Ag con Fraccion
Flavonoide de Lepechinia meyenii
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Para la figura 12, observamos los espectros de absorcién UV-VIS, para la cinética de
formacion de las NPs Ag, que fueron biosintetizadas a partir de la FF de Lepechinia meyeni.
Los espectros de absorcion también se obtuvieron mediante un barrido espectral desde los 350
a 650 nm de longitud de onda, correspondientes a la formacién de las NPsAg biosintetizadas.
Se aprecian varios picos de absorcion maxima entre los 410 a 430 nm, segun el incremento del
tiempo, estos picos espectrales corresponden RPS de las NPsAg. También se observa que la

curva esta normalmente distribuida en el rango espectral de longitudes de onda (nm). Respecto
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al tiempo de sintesis, la absorbancia alcanz6 un pico espectral maximo a los 270 min, con una
absorbancia de 0.25 aproximadamente. La presencia de este pico demuestra la formacion de
nanoparticulas de plata y estando en relacion directa con las variables significativas del
proceso.

Figura 12. Experimento 3_ Barrido Espectral por UV-VIS de NPs Ag con Fraccion
Flavonoide de Lepechinia meyenii
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En la figura 13, observamos los espectros de absorcion UV-VIS, para la cinética de
formacion de NPsAg. Dadas las caracteristicas, los espectros de absorcion se obtuvieron
mediante un barrido espectral desde los 350 hasta los 650 nm de longitud de onda (1), que
correspondientes a la formacion de las NPsAg. Se aprecian varios picos de absorcion maxima
entre los 400 a 420 nm aproximadamente, También se observa que la curva esta normalmente
distribuida a lo largo del rango espectral. Respecto al tiempo de sintesis, la absorbancia tiene
un pico maximo a los 330 min, con una absorbancia de 1.60 aproximadamente, ademas se
puede apreciar el descenso de absorbancia a mayores tiempos de sintesis; por lo que
posiblemente mayores rangos de tiempo, estarian afectando la estabilidad de la AgNPs. La
RPS de la curva espectral, demuestra la formacion de NPsAg, estando en relacion directa con

el tiempo de reaccién, la temperatura, el pH, la agitacion y el volumen de FF utilizado.
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Figura 13. Experimento 4_ Barrido Espectral por UV-VIS de NPs Ag con Fraccion
Flavonoide de Lepechinia meyenii
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A continuacién, se describe la figura 14, donde se observan los barridos espectrales
UV-VIS, entre los 350 a 650 nm de longitud de onda, correspondientes a la formacion de las
AgNPs. No se logran apreciar picos de absorcién maxima en todo el rango espectral. Respecto
al tiempo de sintesis, la absorbancia tiene un pico maximo a los 300 min, con una absorbancia
de 0.07 aprox. (muy por debajo del promedio de absorcion maxima de los experimentos
anteriores), también se aprecia un ruido bien notorio en la grafica espectral. Del mismo modo,
en las figuras 15,16 y 17, se pueden apreciar los espectros de absorcion UV-VIS, estos
espectros de absorcion también se obtuvieron mediante un barrido espectral desde los 350 a
650 nm de longitud de onda respectivamente, y son correspondientes a la formacion de las
NPsAg. Se aprecian los distintos picos de absorcion maxima entre los 410 a 430 nm, para cada
intervalo de tiempo segun la cinética de biosintesis. También se observa que las curvas estan
normalmente distribuidas en el rango espectral de longitud de onda (). Respecto al tiempo de
sintesis, las absorbancias maximas para cada prueba experimental de cinética de biosintesis
han alcanzado un pico maximo de absorbancia a los: 300, 270 y 270 min respectivamente, y
con una absorbancia maxima de: 0.38, 1.00 y 0.14 aproximadamente. La presencia de estos
picos espectrales demuestra la formacion de NPs, estando en relacion directa con las variables

significativas del proceso.
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Figura 14. Experimento 5_ Barrido Espectral por UV-VIS de NPs Ag con Fraccion

Flavonoide de Lepechinia meyenii
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Figura 15. Experimento 6_ Barrido Espectral por UV-VIS de NPs Ag con Fraccion

Flavonoide de Lepechinia meyenii
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Figura 16. Experimento 7_ Barrido Espectral por UV-VIS de NPs Ag con Fraccion

Flavonoide de Lepechinia meyenii
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Figura 17. Experimento 8_ Barrido Espectral por UV-VIS de NPs Ag con Fraccion

Flavonoide de Lepechinia meyenii

CINETICA DE BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

0.28 A
----- 300 min
270 min
0.23 1 240 min
<: 210 min
= 518 | 180 min
<—E 150 min
O
<ZE 120 min
& 0.13 90 min
x .
@) 60 min
£ 0.08 30 min
< .
0 min
— — .
-0-02 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ;
350 400 450 500 550 600 650
Elaboracién Propia. LONGITUD DE ONDA (nm)

40



4.2.2. RESULTADOS EXPERIMENTALES UV-VIS PARA EL DISENO

PLACKET Y BURMAN (P&B)

Figura 18. Barrido espectral UV-VIS de maxima absorbancia para la biosintesis de

NPsAg, aplicando el Disefio Experimental P&B.
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Figura 20. Coloracion de las Muestras analizadas por UV — VIS
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4.2.3. RESULTADOS EXPERIMENTALES UV-VIS PARA DISENO
COMPUESTO CENTRAL -DCC

Figura 21. Barrido Espectral UV — VIS de Maxima Absorbancia para la Biosintesis de
NPsAg, aplicando el DCC.
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4.3. ESPECTROFOTOMETRIAFT-IR

Los espectros de absorcion FT-IR de AgNPs obtenidas por sintesis verde se estudiaron
en el rango de 400 cm~! - 4000 cm ! como se presenta en la figura 22. Segln el analisis
cualitativo, podemos identificar una banda ancha alrededor de 3000 cm™ y 3400 cm %, tanto
para los espectros IR (a) y (b), que se deben a la vibracion por estiramiento N-H del
grupo NH: y el grupo O—H de la superposicion de vibracion de estiramiento atribuida al agua
y los compuestos fendlicos presentes. De acuerdo con el trabajo realizado por Escobar Falconi
(2015), también se identifica una banda poca intensa alrededor de los 1378.96 cm-!,
pertenecientes a las oscilaciones del grupo C-OH. Del espectro (a), correspondiente a la
muestra de FF, se observan dos picos definidos en esta region a: 1045.93 cm™ y 1087.81cm™?,
en comparacion con el FTIR del espectro (b) de las AgQNPs que muestran notorias reducciones
0 ausencias de estos picos en esta region. Notoriamente se observa en el espectro (b) un pico
emergido definido, alrededor de los 1636.48 cm'! debido a la presencia de NOs

correspondiente a la sal precursora.
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Figura 22. Espectro Infrarrojo para la FF y las NPs Ag con FF de la especie vegetal de Lepechinia meyenii.
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Notas:

Muestra (a): Fraccion Flavonoide (FF) de la especie vegetal de Lepechinia Meyenii.
Muestra (b): Nanoparticulas de plata con FF.

500 — 4000 cm'™: Regi6n del Infrarrojo Medio.
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4.4. DYNAMIC LIGTH SCATERING - DLS

En la figura 23, se presentan los resultados del analisis del tamafio de las AgNPs en
suspension, mediante el analisis por espectrofotometria con el equipo de Dispersion de Luz
Dinamica (DLS) de marca: Malvern, modelo: Zetasizer Nano ZS. Se muestra la distribucion
de tamafio de las nanoparticulas de plata biosintetizadas con la Fraccion Flavonoide (FF),
obtenido por Cromatografia en Columna, a partir del extracto hidroalcohélico al 20% de
Lepechinia meyenii. En esta figura, se muestra la distribucién de tamafio de las NPsAg
biosintetizadas, en donde se observa el de % intensidad, con un tamafio de didmetro promedio
de 104.4 £ 32.66 nm, este valor cuantitativo representa el mayor porcentaje de tamafio
hidrodindmico para la biosintesis de NPsAg, con un volumen de sintesis de 100 ul de la
Fraccién Flavonoide FF. Asimismo, la muestra analizada fue previamente filtrada con un filtro
de jeringa desechable de 0.22 um de tamafio de poro. En la figura 24, se muestran la
distribucion de tamafio por DLS de la sintesis de AgNPs con los pardmetros de sintesis
optimizados aplicando la MRS, partiendo de la fraccion flavonoide (FF) del extracto
hidroalcohdlico al 20 % de Lepechinia meyenii. En esta figura se observa un histograma con
un % de intensidad maximo (100 %), para una distribucion de tamafio con didmetro

hidrodinamico promedio de 43.71 £ 17.37 nm.

Figura 23. Didmetro Hidrodindmico De NPsAg usando la Fraccion Flavonoide De La
Especie Vegetal Lepechinia Meyenii.

Size Distribution by Intensity
20 — s .: T . e e a4 s s ..:. s s 8 s s s s s e o omoaas .1.. s s s m s s s s osoaa .__._100

T80

= 157" T

= |

g :

& _ T60 g

= 10 : )

@ T40 ©

(3] .

E 5. -
120

0 t t i+t t — it t t :II.‘II;[]
1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Fuente: Resultados de DLS — LAPCINANO_UNSA

45



Figura 24. Diametro Hidrodindmico De NPsAg usando La Fraccion Flavonoide De La

Especie Vegetal Lepechinia Meyenii, en condiciones optimizadas.
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Figura 25. Muestra de AgNPs Filtrada por 0.22 um para DLS
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4.5. MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO FE-SEM

4.5.1. ANALISIS MORFOLOGICO

Las micrografias adjuntas (Figura 26), presenta la morfologia de las nanoparticulas, a
través de vistas desde las cuales se pueden observar y medir que estas se encuentran en su
mayoria por debajo de los 60 nm, los que se observa de las diversas capturas, luego de las
cuales se procedera a seleccionar alguna zona especifica para realizar el estudio con mayor
detalle. (ver informe de resultados). A pesar del tratamiento con ultrasonido, las particulas se
observan conglomeradas, que a experiencia de los analistas se deberia a la carga superficial
electrostatica de las nanoparticulas, pues no se observa una union estructural entre las

particulas, que muestran bordes definidos.

Figura 26. Micrografia del coloide de AgNPs con tamafios menores a 60 nm

UNI 5.0kV 5.3mm x150k SE(UL)
Fuente: Resultados de SEM_ Laboratorio de Microscopia Electrénica_ UNI.

45.2. ANALISIS COMPOSICIONAL

Se procede entonces a realizar el anlisis por sonda EDS (Figura 27), para identificar
los elementos presentes en la muestra. Desde el punto de vista composicional, el analisis EDS,
revela una presencia importante de Ag, lo que corrobora que son nano particulas de Plata y de
acuerdo a las mediciones realizadas, una presencia atomica de Ag del 52.91 +1.82 % y del

39.18 +1.06 %. Se observa la presencia de Sodio, Silicio, Aluminio, pero sus niveles de
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concentracion son muy bajos, por lo que deben ser desechos de los insumos quimicos
utilizados en el proceso de obtencion de las nanoparticulas y el Oxigeno presente,
potencialmente debido a procesos de oxidacion de las nanoparticulas. A continuacion, en la
Figura 27, se muestra la zona de analisis para la medicion y el cuadro de cuantificacion de los
elementos presentes. (Ver informe de resultados) y la Figura 28 se presenta el analisis de

cuantificacion por EDS.

Figura 27. Zona de Analisis para la identificacién por EDS

ChO MAG: 100kx HV: 20 &V WD 153 mm
Fuente: Resultados de SEM_ Laboratorio de Microscopia Electrénica_ UNI.

Figura 28. Analisis de cuantificacion por EDS
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4.6. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE BIOSINTESIS USANDO LA MSR

4.6.1. ETAPA I: SCREENING - ANALISIS DE REGRESION LINEAL
MULTIPLE

4.6.1.1. IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES DEL PROCESO DE
BIOSINTESIS DE NPsAg

En la tabla 4, se resume el nimero total de variables, identificados para el proceso de
biosintesis de NPs Ag, con Fraccion Flavonoide (NPAg-FF); a partir del Extracto
Hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii al 20% - EH. Asimismo, el nimero de variables
identificadas para el proceso fueron un total de 5 variables; es decir K (numero de factores) es
igual a 5. Asimismo, en la tabla 4 se denotan las variables independientes con su denominacion
y unidades fisicas respectivas; también se presentan los niveles tanto superior, inferior y
central, para cada una de las variables en la escala codificada, determinada con +1, para el
nivel superiory -1 para el nivel inferior. También, se categoriza a la variable dependiente como
la respuesta de proceso o también llamada “Funcion Objetivo™”. La variable dependiente
(respuestas del proceso de biosintesis) se definid por la absorbancia para un punto fijo de
longitud de onda (X) en nm para un barrido espectral obtenido por espectrofotometro UV-VIS;
siendo asi, la absorbancia maxima del espectro se definié para una longitud de onda fija de

411 nm, como se explica en el siguiente cuadro.

Tabla 4. Codificacién de las Variables Identificadas del Proceso de Biosintesis de NPsAg

DENOMINACION DE LOS FACTORES NIVELES
N° | VARIABLES INDEPENDIENTES UNIDADES -1 0 +1
1 | X1: Velocidad de Agitacion RPM 300 600 900
2 | X2: Potencial de Hidrégeno pH 8 9 10
3 | X3: Tiempo de Sintesis min 240 285 330
4 | X4: Temperatura de Sintesis °C 45 50 55
5 | X5: Volumen de la FF uL 50 125 200
VARIABLE DEPENDIENTE UNIDAD RESTRICCION
1 | Y1: Absorbancia Max. (411nm) u.a Absorbancia (411 nm)

Elaboracion Propia.

4.6.1.2. PLANIFICACION Y DISENO EXPERIMENTAL DOE - DFF P&B

En la tabla 5, se presenta el “Disefio Factorial Fraccionado P&B”, representada por la
matriz 8X8 de elementos codificados. La matriz del disefio experimental se presenta a escala

codificada; donde se observan el nimero total de ensayos (N), las variables independientes
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identificadas (Xi), las variables ficticias (Fi); las cuales estan predeterminadas para establecer
la ortogonalidad del disefio, y ademas se presenta la variable dependiente (Y), como la
respuesta del disefio experimental, o también denominada “Funcion Objetivo”, que fueron
tomadas por cada ensayo experimental. La variable dependiente (respuestas del disefio), estan
determinados con valores adimensionales — que representan las lecturas de Absorbancia a 411
nm, mediante el Espectrofotometro UV-VIS de la marca Thermo Scientific, modelo Evolution
220 del Laboratorio de Preparacién, Caracterizacion e lIdentificacion de Nanomateriales —
LAPCINANO de laUNSA. Asimismo, en latabla 7, se presentan los resultados de absorbancia
obtenidos de acuerdo al orden de ensayos estadisticos experimentales. En la parte inferior del
cuadro también se muestran: a) la sumatoria de la matriz Xj por cada columna, que van
estableciendo el principio de ortogonalidad del disefio y b) los efectos calculados para cada

variable independiente para la determinacion de la significancia de las variables en el proceso.
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DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL FRACCIONADO PLACKETT & BURMAN P&B

Tabla 5. Indicadores de Nivel, Disefio y Planificacion Experimental - Predeterminado P&B

ESCALA NATURAL ESCALA CODIFICADA RESPUESTA
N°
Z1 Z2 Z3 F1 Z4 Z5 F2 X0 X1 X2 X3 F1 X4 X5 F2 Y (ABS 411nm)
1 35 35 50 - 50 0.6 - +1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 0.272530
2 35 30 60 - 50 0.4 - +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 0.170696
3 30 35 60 - 40 0.4 - +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 0.060341
4 35 35 60 - 40 0.4 - +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 1.253220
5 35 35 50 - 40 0.6 - +1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 0.117440
6 35 30 50 - 50 0.4 - +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 0.076249
7 30 30 50 - 40 0.6 - +1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 1.070000
8 30 30 60 = 50 0.6 - +1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0.013538
SUMA - - - - - - - +8 0 0 0 0 0 0 0
Elaboracion Propia.
Notas:

Xi: Denotacion de las variables independientes del proceso a escala codificada.

Zi: Denotacién de las variables independientes del proceso a escala natural.

Fi: Denotacion de las variables ficticias del disefio experimental P&B.

Y: Variables respuesta o criterio de optimizacion (Resonancia del Plasmoén de Superficie - RPS de las Nanoparticulas de Plata Ag), mediante
Absorbancia a 411nm.

+1: Nivel alto del disefio experimental a escala codificada.

-1: Nivel bajo del disefio experimental a escala codificada.
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4.6.1.3. ANALISIS DE SIGNIFICANCIA DE LAS VARIABLES
INDEPENDIENTES

En los disefios Plackett y Burman (P&B) al igual que en los disefios factoriales 2K, los
fraccionados, etc; el calculo de los efectos, suma de efectos y la media de la suma de efectos,

definidos por las ecuaciones 4.1, 4.2,y 4.3.

A. Calculo de efectos de las variables

El célculo de los efectos para las variables independientes de nuestro proceso de
biosintesis de AgNPs, se ha determinado, para conocer a nivel cuantitativo, cuanto afectan
estadisticamente las variables del proceso en los resultados experimentales. Estos valores se
definen como la diferencia entre los valores medios de las respuestas, cuando en los
tratamientos respectivos la variable se encuentra en su nivel inferior (-1) y su nivel superior
(+1). El significado fisico del célculo de los efectos, es para ver como varia la respuesta al
cambiar un factor (variable independiente) de su nivel inferior al superior. La ecuacion para el

calculo de los efectos, esté representada matricialmente es la siguiente formula:

_2(IX17[YD
Donde: X: Matriz de variables independientes.

N: Numero de pruebas experimentales.

r: Numero de grados de libertad por cada factor.

Aplicando la ecuacion, realizamos los calculos correspondientes para: N = 8;yr = 1,
en la siguiente tabla 6.

Tabla 6. Céalculo de efectos de las variables.

VARIABLE  ([X]T[YD 2(XIT[YD N.R Ex
Xo 2.906365 5.81273 8 0.726591
X1 -1.705551 -3.411102 8 -0.426388
X» 2.405327 4.810654 8 0.601332
F 0.037777 0.075554 8 0.009444
X3 -0.092893 -0.185786 8 -0.023223
X4 0.298415 0.59683 8 0.074604
Xs 1.875637 3.751274 8 0.468909
R -0.020651 -0.041302 8 -0.005163

Elaboracion Propia.
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DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL FRACCIONADO PLACKETT & BURMAN P&B
ANALISIS DE REGRESION LINEAL MULTIPLE

Tabla 7. Disefio Factorial Fraccionado P&B y Efecto de Variables.

ENSAYO VARIABLES INDEPENDIENTES CODIFICADAS (Xi)
N° X0 X1 X2 F1 X3 X4 X5 F2 Y
1 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 0.272530
2 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 0.170696
3 1 1 -1 1 -1 -1 1 1 0.060341
4 1 -1 1 -1 -1 1 1 1 1.253220
5 1 1 -1 -1 1 1 1 -1 0.117440
6 1 -1 -1 1 1 1 -1 1 0.076249
7 1 =l 1 1 1 =1l 1 -1 1.070000
8 1 -1 -1 -1 =l -1 -1 -1 0.013538

SUMA 8 0 0 0 0 0 0 0
EFECTOS 0.726591 -0.42638 0.601332 0.009444 -0.023223 0.074604 0.468909 -0.005163

Elaboracion Propia.
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4.6.1.4. ANALISIS DE VARIANZA Y EVALUACION DE SIGNIFICANCIA
DE LAS VARIABLES INDEPENDIENTES

En la tabla 12, se evallan la significancia de cada una de las variables independientes
(Xi) para el proceso de Biosintesis de Nanoparticulas de plata NPAg. Se efecttan los calculos
para la determinacion de los efectos de cada variable; también, se establecen los grados de
libertad, el calculo de la Suma de Cuadrados (SS) y la Media de la Suma de Cuadrados (MS).
Seguidamente se desarrolla un Test de Fisher con el estadistico F(tablas), al 95% de nivel de
significancia, ademéas de 1y 2 grados de libertad, determinados por las variables y error del
disefio respectivamente. La evaluacion de significancia para las variables del proceso de
biosintesis de nanoparticulas de plata con Fraccion Flavonoide NPAg — FF, a partir del
Extracto Hidroalcoholico de Lepechinia meyenii al 20% - EH, se determina mediante el
estadistico de Fisher; donde las variables resultan siendo significativas para F ° > F(tablas).
Por lo tanto en la tabla 12, se han desarrollado los calculos respectivos para el analisis de
varianza Yy la significancia de las variables; en consecuencia la evaluacion del Test de Fisher
con el estadistico respectivo, ha determinado que del total de factores evaluados (5 variables)
del proceso de biosintesis de AgNPs, se encontr6 que las 5 variables iniciales resultaron tener
una alta significancia para el proceso de biosintesis; siendo estas variables con mayor efecto
significativo para el disefio experimental DOE aplicado: a) X1: velocidad de agitacion, b) X2:
pH de sintesis; ¢) X4: Temperatura de sintesis y d) X5: volumen de Fraccion Flavonoide.

En esta seccidn trataremos de aplicar de manera sintética los conceptos para el analisis

de los datos y el calculo respectivo de nuestro disefio experimental.

A. Calculo de la Suma de Cuadrados de los Efectos (SCE)

El célculo de la SCEx es dependiente del tipo de disefio experimental aplicado, en

nuestro caso viene definido matricialmente por la siguiente ecuacion presentada.

(X" [YD?

SCEXij = Nr

(4.2)

Donde: [X]T[Y]: Producto de la matriz transpuesta de variables independientes,
por la matriz de resultados.

N: Namero de pruebas experimentales.
r: Grados de libertad por cada factor.

Seguidamente desarrollaremos los calculos estadisticos para la SCE, de los efectos para
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cada variable independiente del proceso de biosintesis de NPsAg, para N=8yr =1 A

continuacidn, los resultados de este calculo estadistico se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 8. Célculo de Suma de Cuadrados para los Efectos

VARIABLE (IXITIYD ([XIT[YD? N.R SCExy
Xo 2.906365 8.446957 8 1.055869
X1 -1.705551 2.908904 8 0.363613
X 2.405327 5.785598 8 0.723200
= 0.037777 0.001427 8 0.000178
X3 -0.092893 0.008629 8 0.001079
Xa 0.298415 0.089051 8 0.011131
Xs 1.875637 3.518014 8 0.439752
F2 -0.020651 0.000426 8 0.000053

Elaboracion Propia.

B. Célculo de la Media de la Suma de Cuadrados (MSC efectos)

Para el céalculo de la media de cuadrados, se tienen en cuenta dos términos que se tienen

que asumir por cada efecto como nos indica la ecuacion 4.3.

SCEy;j
MSCgrgcros = T (4.3)
Donde: SCEy;; : Suma de cuadrados de los efectos.

r : Grados de libertad por cada efecto.

El calculo de este término, es indispensable para el analisis de varianza del proceso
estadistico. Para el céalculo de los MSC se toma en cuenta el efecto y el grado de libertad para

cada factor o variable independiente, como se muestra en la siguiente tabla 9:

Tabla 9. Célculo de la Media de la Suma de Cuadrados de los Efectos

VARIABLE SCExy R MSCE
Xo 1.055869 - 1.055869
X1 0.363613 1 0.363613
X2 0.723200 1 0.723200
F1 0.000178 1 0.000178
X3 0.001079 1 0.001079
X4 0.011131 1 0.011131
Xs 0.439752 1 0.439752
Fo 0.000053 1 0.000053

Elaboracion Propia.
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C. Calculo de la Suma de Cuadrados del Error (SCe)

Para la estimacion de la suma de cuadrados del error del sistema se emplean las
variables ficticias (Fi), afiadidas en el disefio P&B. Para ello, se hace una estimacion de los
efectos, los cuales segun teoria deben ser nulos, de no ser asi, es de suponer que su valor se
debe puramente al error experimental. La suma de cuadrados del error esta dada por la

siguiente ecuacion:
sce =) ()’ (44)

Donde; Ef: Efecto de variables ficticias.

A continuacion, en la tabla 10, se presenta el calculo para la suma de cuadrados del
error (SCe), el error del disefio esta atribuido al efecto de las variables ficticias:

Tabla 10. Célculo de la Suma de Cuadrados del Error

VAR. FICTICIAS E; (Ep)?
Fy 0.009444 0.00008919
F, -0.005163 0.00002657
SCE 0.00011585

Elaboracion Propia.

El valor de la SCe, segun el calculo desarrollado en la tabla 10., es igual a 0.00011585,
siendo un valor de error muy despreciable. Por lo tanto, el efecto de las variables ficticias (F),
resulta no significativo, para el andlisis de varianza de los datos experimentales del disefio
factorial P&B.

D. Calculo de la Media de la Suma de Cuadrados del Error (MSCe)

El célculo se la media de cuadrados del error se efectlia dividiendo SCe entre el # de

variables ficticias del disefio factorial P&B, definida por la siguiente ecuacion:

MSCe = Sk 4.5
e="7 (4.5)
Donde: nf: NUmero de variables ficticias del disefio P&B.

A continuacion, efectuamos el calculo de la relacion de estos dos valores:
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MSCe =

0.00011585

= 0.000057925

E. Andlisis de Significancia de las variables mediante el test de Fisher “F”

Estadisticamente la significancia de las variables se determina, mediante el Teorema

de Cochran, para la cual, podemos resumirlo con la siguiente expresion estadistica:

0 —

B SCExij/f _ MSCEgpgpcros

SCe/f;

MSCeggrror

(4.6)

Donde: MSCE: Media de la suma de cuadrados de los efectos

MSCe: Media de la suma de cuadrados del error

f1 : Grados de libertad de efectos, generalmente igual a 1.

f> : Grados de libertad de la suma de cuadrados del error.

La ecuacion 4.6, esta definida por el desarrollo de los siguientes calculos en que se

detallan en la tabla 11:

Tabla 11. Célculo del Estadistico Fisher Fo

VARIABLES

Xo
X1
X2
X3
F1
X4
Xs
F2

SCMEggecros

1.055869
0.363613
0.723200
0.000178
0.001079
0.011131
0.439752
0.000053

SCMEgRrRroR

0.00005792
0.00005792
0.00005792
0.00005792
0.00005792
0.00005792
0.00005792
0.00005792

Fo
18229.7825
6277.374714
12485.249735
3.079732
18.621346
192.172526
7591.832272
0.920268

Elaboracion Propia.

Ahora, el efecto de una variable significativa, se determina si cumple la siguiente

relacion, segun el estadistico Fisher. Ver anexo de tablas estadisticas F.

Fo = Fop1,r2

4.7)

Donde: Fo £1,52: F de tablas segun la distribucion Fisher.

a

: nivel de confiabilidad o significancia.

Por lo tanto, para el andlisis de varianza, se han asumidos los siguientes valores para el

analisis de significancia, segun el test de F, que se detallan a continuacion en la tabla 12.
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ANALISIS DE REGRESION LINEAL MULTIPLE
Tabla 12. Analisis de Varianza y Significancia de las VVariables Independientes del Proceso de Biosintesis de NPsAg

Elaboracion Propia.

JARIAGLE PRODUCTOOE | EFECTOS | oam e | GREDOSDE | Moo e TEST FISHER (SIGNIFICANCIA 95%, P = 0.05)
[XI'Y] E SC G.L MSC Fo F TABLAS (0.05; 1; 2) EVALUACION
X0 2.906365 0.726591 1.055869 - - -
X1 -1.705551 -0.426388 0.363613 1 0.363613 6277.374714 SIGNIFICATIVO
X2 2.405327 0.601332 0.723200 1 0.723200 12485.249735 SIGNIFICATIVO
F1 0.037777 0.009444 0.000178 1 0.000178 3.079732 NO SIGNIFICATIVO
X3 -0.092893 -0.023223 0.001079 1 0.001079 18.621346 18.51 SIGNIFICATIVO
X4 0.298415 0.074604 0.011131 1 0.011131 192.172526 SIGNIFICATIVO
X5 1.875637 0.468909 0.439752 1 0.439752 7591.832272 SIGNIFICATIVO
F2 -0.020651 -0.005163 0.000053 1 0.000053 0.920268 NO SIGNIFICATIVO
ERROR 0.000115849 2 0.000058 1
TOTAL - 9 - -

58




4.6.1.5. REPRESENTACION DEL MODELO ESTADISTICO
MULTIFACTORIAL DE PRIMER ORDEN

Mediante resoluciones matriciales y haciendo uso del método de Gauus Jordan, se
pueden desarrollar diversos sistemas matriciales, para el calculo de los coeficientes del modelo
estadistico lineal multifactorial, respecto a las variables significativos del proceso de
biosintesis de NPsAg. De esta forma resolviendo los sistemas matriciales obtenidos, es posible
calcular los valores de respuesta estimados (), del cual se puede obtener y disefiar a partir de
estos valores. De este modo, el modelo estadistico lineal multiple, esta representado a

continuacion con los valores codificados por la siguiente ecuacion 4.8.

Y = 0.3792 — 0.2240 X, + 0.3124 X, + 0.0506 X, + 0.2460 Xz + e (4.8)

4.6.1.6. ANALISIS DE RESIDUALES Y VALIDACION DE MODELO
ESTADISTICO LINEAL MULTIPLE

Mediante el analisis de residuales para los valores de respuesta experimentales y los
valores estimados del modelo estadistico, es posible evaluar la validez del modelo lineal
multifactorial propuesto mediante la ecuacion 4.8. Por lo tanto, mediante el analisis de
residuales y el test de Fisher, para una significancia de 0.05y para 1 y 2 grados de libertad, se
obtuvo un estadistico de F segun tablas igual a 19.53, siendo este valor mayor al Fo calculado
igual a 1, por lo tanto, el modelo estadistico de primer orden se ajusta adecuadamente a los
datos experimentales. Siendo asi, el modelo estadistico representado por la ecuacion 4.8 resulta

ser valido.
A continuacion, la tabla 13 resume los valores obtenidos para la determinacion de la

validez del modelo lineal multifactorial, que fue obtenido mediante el analisis de significancia

del disefio experimental P&B.
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ANALISIS DE REGRESION LINEAL MULTIPLE

Tabla 13 Andlisis de Residuales y Validacion del Modelo Estadistico Lineal Multifactorial del Proceso de Biosintesis de NPsAg

MATRIZ [Bj] DE ESTIMADO | EXPERIMENTAL
MATRIZ [Xi] DE EFECTOS SIGNIFICATIVOS COHEFICIELTES VIATRIZ RESIDUAL TEST FISHER (SIG. 95%)
N©° ABS (411 nm)
[XT*[Bil
Xo X1 X2 X3 X4 Xs Bj Y Y1 Y-Y: (Y - Y1)? Fo FrasLas | EVALUACION
1 1 1 1 -1 1 -1 0.363296 0.265227 0.272530 -0.007304 0.000053
2 1 1 1 1 -1 -1 -0.213194 0.167400 0.160096 0.007304 0.000053
3 1 1 -1 -1 -1 1 0.300666 0.058200 0.060341 -0.002141 0.000005 “EL. MODELO
4 1 -1 1 -1 1 1 -0.011612 1.160524 1.153220 0.007303 0.000053 100 1953 ESTADISTICO
: . DE 1ER
5 1 1 -1 1 1 1 0.037302 0.109581 0.107440 0.002141 0.000005 ORDEN ES
VALIDO”
6 1 -1 -1 1 1 -1 0.234455 0.067059 0.069200 -0.002141 0.000005
7 1 -1 1 1 -1 1 - 1.062697 1.070000 -0.007304 0.000053
8 1 -1 -1 -1 -1 -1 - 0.015678 0.013538 0.002141 0.000005
e o _ SCR * 0.000232 —
LINEAL Y =0.3633 —0.2132 X; + 0.3007 X, — 0.0116 X5 + 0.0373 X, + 0.2345 X5 + e MISCR = 0.000058 —
MULTIPLE o

Elaboracion Propia.

* Suma de Cuadrados de Residuales.

* Suma de Cuadrados de Residuales. ** Media de Cuadrados de Residuales.
** Media de Cuadrados de Residuales.

Suma de Cuadrados de Residuales.
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Figura 29. Ajuste de los Datos Experimentales y Estimados de Absorbancias (411nm),
para la Biosintesis de NPsAg usando La Fraccion Flavonoide de La Especie Vegetal
Lepechinia Meyenii.
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Elaboracion Propia.

Figura 30. Andlisis de Residuales y Error Experimental del Ajuste de Datos de
Absorbancias (411nm), para la Biosintesis de NPsAg usando La Fraccion Flavonoide
de La Especie Vegetal Lepechinia Meyenii
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Elaboracion Propia.
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Figura 31. Ajuste y Correlacidn de Datos para el Modelo Lineal Multiple para la
Biosintesis de NPsAg usando La Fraccién Flavonoide de La Especie Vegetal
Lepechinia Meyenii
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Elaboracion Propia.

4.6.1.7. REPRESENTACION GRAFICA DEL MODELO ESTADISTICO
LINEAL MULTIPLE

En las figuras 32,33,34 y 35, se muestran los graficos de superficie, denominados
también mallas de superficie y son generados por la ecuacion 5.8. (ecuacion matematica
multifactorial de 1ler orden, obtenida mediante la primera etapa de la MSR - Screening). Estos
puntos, son valores estimados generados por la ecuacion 5.8, para modelar el hiperplano de
superficie de respuesta con los valores codificados ( -1, 0, +1) del disefio experimental PB.
Asimismo, los valores generados en la malla o matriz de puntos (tabla 14) estan en funcion de
dos variables significativas evaluadas por el disefio experimental, los niveles tanto maximos
(+1) y minimo (-1) de cada variable, son sus valores codificados, a partir del cual se genera un
valor de respuesta, que se pueden apreciar en la malla o matriz de puntos, para generar el

hiperplano de superficie de respuesta del modelo matematico obtenido.

Las figuras 32 y 33, nos muestran la superficie de respuesta 3D del modelo lineal, para
el efecto de la velocidad de agitacion y el pH en la Absorbancia a 411 nm. de la biosintesis de
Nanoparticulas de Plata con Fraccion Flavonoide (NPAg — FF), a partir del Extracto

Hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii al 20% - EH.
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DISENO FACTORIAL FRACCIONADO PLACKETT Y BURMAN - P&B

Tabla 14. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta Estimada del Modelo de 1ler Orden, para Escala Codificada

X2: pH de Sintesis

-1.00 | -0.90 | -0.80 | -0.70 | -0.60 | -0.50 | -0.40 | -0.30 | -0.20 | -0.10 | 0.00 | 0.10 | 0.20 | 0.30 | 0.40 | 0.50 | 0.60 | 0.70 | 0.80 | 0.90 | 1.00

-1.00 | 028 031 034 037 040 043 046 049 052 055 058 061 064 067 070 073 222 079 0.82 0.85 0.88
-090 | 025 028 031 034 037 040 043 046 050 053 056 059 062 065 068 071 0.74 0.77 0.80 0.83 0.86
-080 | 023 026 029 032 035 038 041 044 047 050 053 056 059 062 065 068 071 0.74 0.7/ 0.80 0.83
-0.70 | 0.21 024 027 030 033 036 039 042 045 048 051 054 057 060 063 066 069 0.72 075 0.78 0.81
-060 | 019 022 025 028 031 034 037 040 043 046 049 052 055 058 061 064 067 0.70 0.73 0.76 0.79
-050 | 0.17 020 023 026 029 032 035 038 041 044 047 050 053 056 059 062 065 0.68 0.71 0.74 0.77
-0.40 | 0.15 018 021 024 027 030 033 036 039 042 045 048 051 054 057 060 0.63 0.66 0.69 0.72 0.75
-0.30 | 0.13 016 019 022 025 028 031 034 037 040 043 046 049 052 055 058 061 0.64 0.67 0.70 0.73
-020 | 011 014 017 020 023 026 029 032 035 038 041 044 047 050 053 056 059 062 0.65 068 0.71
-0.10 | 0.08 011 014 017 020 023 026 029 032 035 038 041 044 047 050 053 057 0.60 0.63 0.66 0.69
0.00 0.06 009 012 015 018 021 024 027 030 033 036 039 042 045 048 051 054 057 0.60 0.63 0.66
0.10 A 0.04 0.07 010 013 016 019 022 025 028 031 034 037 040 043 046 049 052 055 058 061 0.64
0.20 | 0.02 005 008 011 014 017 020 023 026 029 032 035 038 041 044 047 050 053 056 059 0.62
0.30 | 0.00 003 006 009 012 015 018 021 024 027 030 033 036 039 042 045 048 051 054 057 0.60
040  -0.02 0.01 004 007 010 013 016 019 022 025 028 031 034 037 040 043 046 049 052 055 0.58
0.50  -0.04 -0.010 002 005 008 011 014 017 020 023 026 029 032 035 038 041 044 047 050 0.53 0.56
0.60 | -0.07 -0.04 -0.01 002 005 009 012 015 018 021 024 027 030 033 036 039 042 045 048 051 0.54
0.70 | -0.09 -0.06 -0.03 0.00 003 006 009 012 015 018 0.21 024 027 030 033 036 039 042 045 048 051
0.80  -0.11 -0.08 -0.05 -0.02 0.01 004 007 010 013 016 019 022 025 028 031 034 037 040 043 046 0.49
090 | -0.13 -0.10 -0.07 -0.04 -001 0.02 005 0.08 011 014 0.17 020 023 026 029 032 035 038 041 044 047
1.00 | -0.15 -0.12 -0.09 -0.06 -0.03 0.00 0.03 006 0.09 012 0.15 018 021 024 027 030 033 036 039 042 045

X1: Velocidad de Agitacion (RPM)

Elaboracion Propia.

Datos generados por Microsoft Excel

Notas:

Los valores generados en cada punto estan referidos al modelo estadistico lineal codificado, representativo de los datos experimentales; para las variables
significativas X1y X2.

*: Rango de las variables codificadas; siendo limite Superior (+1), limite inferior (-1), para los ejes primarios del diagrama con intervalos de 0.1



Figura 32. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Lineal Multiple para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii.
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Figura 33. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Lineal Multiple para
la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 34. Superficie de Contornos 2D del Modelo Lineal Multiple para la

Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

[1-0.50-0.00
£ 0.00-0.50
[10.50-1.00

ABSORBANCIA U.A.
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Figura 35. Malla de Contornos 2D del Modelo Lineal Multiple para la Biosintesis

de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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DISENO FACTORIAL FRACCIONADO PLACKETT Y BURMAN — P&B

Tabla 15. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta Estimada del Modelo de ler Orden, para Escala Codificada

Xa: Temperatura de Sintesis (°C)

-1.00 | -0.90 | -0.80 | -0.70 K -0.60  -0.50  -0.40 | -0.30 | -0.20 | -0.10 | 0.00 | 0.10 A 0.20 0.30 0.40 0.50 | 0.60 | 0.70 | 0.80 | 0.90 K 1.00

-1.00 | 054 054 055 055 055 056 056 057 057 057 058 058 058 059 059 060 060 060 0.61 0.61 0.61

-0.90 052 052 053 053 053 054 054 054 055 055 056 056 056 057 057 057 058 058 059 059 0.59

-0.80 | 050 050 050 051 051 052 052 052 053 053 053 054 054 055 055 055 056 056 056 057 0.57

—~ | -070 | 048 048 048 049 049 049 050 050 051 051 051 052 052 052 053 053 053 054 054 055 0.55
E -0.60 | 045 046 046 047 047 047 048 048 048 049 049 049 050 050 051 051 051 052 052 052 053
€ 050 043 044 044 044 045 045 045 046 046 047 047 047 048 048 048 049 049 050 050 050 051
S | -040 041 042 042 042 043 043 043 044 044 044 045 045 046 046 046 047 047 047 048 048 0.49
§ -0.30 | 039 039 040 040 040 041 041 042 042 042 043 043 043 044 044 045 045 045 046 046 046
& | 020 037 037 038 038 038 039 039 039 040 040 041 041 041 042 042 042 043 043 044 044 044
£ 010 035 035 035 036 036 037 037 037 038 038 038 039 039 040 040 040 041 041 041 042 042
T | 000 033 033 033 034 034 034 035 035 036 036 036 037 037 037 038 038 039 039 039 040 0.0
21010 030 031 031 032 032 032 033 033 033 034 034 035 035 035 036 036 036 037 037 038 0.38
S 020 028 029 029 029 030 030 031 031 031 032 032 032 033 033 034 034 034 035 035 035 036
> 1030 026 027 027 027 028 028 028 029 029 030 030 030 031 031 031 032 032 033 033 033 034
X | 040 | 024 024 025 025 026 026 026 027 027 027 028 028 029 029 029 030 030 030 031 031 032
050 | 022 022 023 023 023 024 024 025 025 025 026 026 026 027 027 028 028 028 029 029 0.29

060 020 020 021 021 021 022 02 022 023 023 024 024 024 025 025 025 026 026 027 027 027

070 | 018 018 018 019 019 020 020 020 021 021 021 022 022 023 023 023 024 024 024 025 0.25

0.80 | 016 016 016 017 017 017 018 018 019 019 019 020 020 020 021 021 022 022 022 023 0.23

090 | 013 014 014 015 015 015 016 016 016 017 017 018 018 018 019 019 019 020 020 020 0.21

1.00 011 012 012 012 013 013 014 014 014 015 015 015 0.16 0.16 017 017 017 0.18 018 018 0.19

Elaboracion Propia.

Notas:

Los valores generados en cada punto estan referidos al modelo estadistico lineal codificado, representativo de los datos experimentales; para las variables
significativas X1y X4.

*: Rango de las variables codificadas; siendo limite Superior (+1), limite inferior (-1), para los ejes primarios del diagrama con intervalos de 0.1
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Figura 36. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Lineal Multiple para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA: RPM (X1) VS TEMP. (X4)
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Figura 37. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Lineal Multiple para
la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA: RPM (X1) VS TEMP. (X4)
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Figura 38. Superficie de Contornos 2D del Modelo Lineal Mdltiple para la

Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA: RPM (X1) VS TEMP. (X4)
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Figura 39. Malla de Contornos 2D del Modelo Lineal Multiple para la Biosintesis

de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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DISENO FACTORIAL FRACCIONADO PLACKETT Y BURMAN - P&B

Tabla 16. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta del Modelo Estadistico Estimado de ler Orden, para Escala Codificada.

Xs: Fraccion Flavonoide (uL)

-1.00 | -0.90 | -0.80 | -0.70 K -0.60  -0.50  -0.40 | -0.30 | -0.20 | -0.10 | 0.00 | 0.10 A 0.20 0.30 0.40 0.50 | 0.60 | 0.70 | 0.80 | 0.90 K 1.00

-1.00 | 0.34 037 039 041 044 046 048 051 053 055 058 060 062 065 067 069 072 074 076 079 0.81

-0.90 032 034 037 039 041 044 046 048 051 053 056 058 060 063 065 067 070 072 074 077 0.79

-0.80 | 030 032 035 037 039 042 044 046 049 051 053 056 058 060 063 065 067 070 072 074 0.77

~ | -070 028 030 032 035 037 040 042 044 047 049 051 054 056 058 061 063 065 068 070 072 0.75
E -0.60 026 028 030 033 035 037 040 042 044 047 049 051 054 056 058 061 063 066 068 070 0.73
€ 050 024 026 028 031 033 035 038 040 042 045 047 049 052 054 056 059 061 063 066 068 0.70
S | -040 021 024 026 028 031 033 035 038 040 043 045 047 050 052 054 057 059 061 0.64 066 0.68
§ -0.30 | 019 022 024 026 029 031 033 036 038 040 043 045 047 050 052 054 057 059 061 0.64 0.66
& | 020 017 019 022 024 027 029 031 034 036 038 041 043 045 048 050 052 055 057 059 062 0.64
£ 010 015 047 020 022 024 027 029 031 034 036 038 041 043 045 048 050 053 055 057 060 0.62
T | 000 | 013 015 018 020 022 025 027 029 032 034 036 039 041 043 046 048 050 053 055 057 0.60
21010 011 013 015 018 020 022 025 027 030 032 034 037 039 041 044 046 048 051 053 055 058
S 1020 009 011 013 016 018 020 023 025 027 030 032 034 037 039 041 044 046 048 051 053 056
> 1030 006 009 011 014 016 018 021 023 025 028 030 032 035 037 039 042 044 046 049 051 053
X | 040 | 004 007 009 011 014 016 018 021 023 025 028 030 032 035 037 040 042 044 047 049 051
050 | 0.02 005 007 009 012 014 016 019 021 023 026 028 030 033 035 037 040 042 044 047 049

060 000 002 005 007 009 012 014 017 019 021 024 026 028 031 033 035 038 040 042 045 047

0.70 | -002 0.00 003 005 007 010 012 014 017 019 021 024 026 028 031 033 035 038 040 043 045

0.80 | -0.04 -0.02 001 003 005 008 010 012 015 017 019 022 024 026 029 031 033 036 038 040 043

0.90 | -0.06 -0.04 -002 001 003 005 008 010 012 015 017 019 022 024 027 029 031 034 036 038 041

1.00  -0.08 -0.06 -0.04 -001 001 003 006 008 010 013 015 017 020 022 024 027 029 031 034 036 038

Elaboracion Propia.

Notas:

Los valores generados en cada punto estan referidos al modelo estadistico lineal codificado, representativo de los datos experimentales; para las variables
significativas X1y X5.

*: Rango de las variables codificadas; siendo limite Superior (+1), limite inferior (-1), para los ejes primarios del diagrama con intervalos de 0.1.
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Figura 40. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Lineal Multiple para la

Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA: RPM (X1) VS FF (X5)

[1-0.15-0.05

[0.05-0.25 W 08>
0.25-0.45 "
[0.45-0.65 a N 065
s |
[0.65-0.85 . 0.45
0.25
< 0.05
1 B
0.7 -0.15
-0.4 1
0.1 -0.7
X1: VELOCIDAD 0.2 -0.4
DE AGITACION 0.5 -0.1 .
(RPM) ' 0.2 X5: FRACCION
0.8 05 FLAVONOIDE (UL)
0.8

Elaboracion Propia.

ABSORBANCIA U.A.

Figura 41. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Lineal Multiple para

la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA: RPM (X1) VS FF (X5)
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Figura 42. Superficie de Contornos 2D del Modelo Lineal Mdltiple para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA U.A.

Elaboracién Propia.
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Figura 43. Malla de Contornos 2D del Modelo Lineal Multiple para la Biosintesis

de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA U.A.

Elaboracién Propia.
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DISENO FACTORIAL FRACCIONADO PLACKETT Y BURMAN - P&B

Tabla 17. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta del Modelo Estadistico Estimado de ler Orden, para Escala Codificada

Xs: Fraccion Flavonoide (uL)

-1.00  -0.90 | -0.80  -0.70 K -0.60 | -0.50  -0.40 | -0.30  -0.20 -0.10 A 0.00 | 0.10 | 0.20 | 0.30 | 0.40 A 0.50 | 0.60 | 0.70 | 0.80 | 0.90 | 1.00

-1.00 | -0.17 -0.15 -0.12 -0.10 -0.08 -0.05 -0.03 -0.01 0.02 004 006 009 011 013 016 018 020 023 025 0.27 0.30
-0.90  -0.14 -0.12 -0.09 -0.07 -0.05 -0.02 0.0 0.02 005 007 009 012 014 016 019 021 023 026 028 030 0.33
-0.80 | -0.11 -0.09 -0.06 -0.04 -002 001 003 005 008 010 012 0.15 017 019 022 024 026 029 031 0.33 0.36
-0.70 | -0.08 -0.06 -0.03 -0.00 0.01 004 006 008 011 013 015 0.18 020 022 025 027 029 032 034 036 0.39
-0.60 | -0.05 -0.03 0.00 002 0.04 007 009 011 014 016 018 021 023 025 028 030 0.32 035 037 0.39 042
-0.50 | -0.02 000 0.03 005 007 010 012 014 017 019 021 024 026 028 031 033 035 038 040 042 045
2 1040 | 001 003 006 008 010 013 015 017 020 022 024 027 029 031 034 036 038 041 043 045 0.48
£ 030 004 006 009 011 013 016 018 020 023 025 027 030 032 034 037 039 041 044 046 048 051
@ | -020 007 009 012 014 016 019 021 023 026 028 030 033 035 037 040 042 044 047 049 051 054
S 010 010 012 015 017 019 022 024 026 029 031 033 036 038 040 043 045 047 050 052 054 0.57
S 000 013 015 018 020 022 025 027 029 032 034 036 039 041 043 046 048 050 053 055 057 0.60
>'°§ 010 | 016 018 021 023 025 028 030 032 035 037 039 042 044 046 049 051 053 056 058 060 0.63
020 | 019 021 024 026 028 031 033 035 038 040 042 045 047 049 052 054 056 059 061 063 0.66
030 | 022 024 027 029 031 034 036 038 041 043 045 048 050 052 055 057 059 0.62 0.64 066 0.69
040 | 025 027 030 032 034 037 039 041 044 046 048 051 053 055 058 0.60 062 0.65 0.67 069 0.72
050 | 028 030 033 035 037 040 042 044 047 049 051 054 056 058 061 063 065 0.68 070 0.72 0.75
060 | 031 033 036 038 040 043 045 047 050 052 054 057 059 061 064 066 068 071 073 075 0.78
070 | 034 036 039 041 043 046 048 050 053 055 057 060 0.62 064 067 069 071 074 076 078 0.81
080 | 037 039 042 044 046 049 051 053 056 058 060 063 065 067 070 072 074 077 079 081 0.84
090 040 042 045 047 049 052 054 056 059 061 063 066 0.68 070 073 075 077 0.80 0.82 084 0.87
1.00 H 043 045 048 050 052 055 057 059 062 064 066 069 071 073 076 078 080 083 0.85 087 0.90

Elaboracion Propia.

Los valores generados en cada punto estan referidos al modelo estadistico lineal codificado, representativo de los datos experimentales; para las variables
significativas X2 y X5.

*: Rango de las variables codificadas; siendo limite Superior (+1), limite inferior (-1), para los ejes primarios del diagrama con intervalos de 0.1.
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Figura 44. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Lineal Multiple para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA: FF (X5) VS pH (X2)

" T [1-0.20-0.00
0.00-0.20
\ o 0.20-0.40
[0.40-0.60
1.00 [90.60-0.80
9.0.80-1.00
. 0.80
<
>
0.60
<
S o040
<
m
X 0.20
2 0.8
@ 0.00
<
-0.20
-1.00 1233%% e B R S 1 I |
-0.70 I e X2: PH
010 S 0T
X5: FRACCION 0.20 iy
FLAVONOIDE 0.50 ogo T

Elaboracién Propia.

Figura 45. Malla de Respuesta 3D del Modelo Lineal Multiple para la Biosintesis
de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA: FF (X5) VS pH (X2)
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Figura 46. Superficie de Contornos 2D del Modelo Lineal Multiple para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA U.A.

Elaboracién Propia.
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Figura 47. Malla de Superficie de Contornos 2D del Modelo Lineal Multiple para
la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA U.A.

Elaboracién Propia.
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4.6.2. ETAPAII: ESCALAMIENTO - BUSQUEDA |

En la primera etapa del proceso de optimizacion (Screening - MSR), las variables
independientes que resultaron significativas segun el analisis de varianza (ANOVA), fueron:
a) velocidad de agitacion (RPM), b) pH de sintesis, ¢) tiempo de sintesis (min), d) temperatura
de sintesis (°C) y e) volumen de la FF (uL); del total de cinco (5) variables iniciales, las 5
resultaron de efecto significativo para el proceso de investigacion en estudio. Por lo tanto, en
esta etapa la técnica de optimizacion por escalamiento es necesario emplearlo, para identificar

y localizar la direccion de ascenso en la que se encuentra la region 6ptima.

También, de la etapa | anterior (Screening), se tuvo evidencia que la region optima se
encuentra lejos de los experimentos iniciales; por lo tanto, es necesario iniciar esta segunda
etapa de optimizacion (escalamiento), aplicando el método de pendientes ascendentes y poder
determinar a cuantos pasos ascendentes de la region evaluada inicial (etapa | Screaning), se
encuentra la regidn 6ptima; es decir, la MSR en esta segunda etapa, nos ayudara a identificar
la direccion que nos llevara hacia la region dptima del proceso de biosintesis de AgNPs.

4.6.2.1. RECORRIDO EXPERIMENTAL

Esta etapa de la metodologia superficie de respuesta MSR, corresponde a la aplicacion
del método denominado “Pendiente Ascendente”, el cual es un método de gradiente de
optimizacion. En esta etapa se determina la direccion de ascenso mas empinada hacia la region
optima (Ayala Mina & Pardo Mercado, 1995). En la tabla 18, se muestran los calculos
respectivos para determinar los recorridos experimentales y los pardmetros decodificados del
modelo lineal obtenido en la etapa | (Screening). Asimismo, esta tabla nos muestra los
recorridos experimentales del proceso mediante el método de pendiente ascendente para ubicar
la region optima del proceso. Los célculos efectuados para el Centro y Radio del disefio, de

acuerdo con la tabla 4.6, se presentan a continuacion:

A. Calculo del Centro del Disefio (Z7)

ZMAX + ZMIN

70 = —— 4.9
J > (4.9)

Donde: ZM4X = Nivel Superior.
ZMIN = Nivel Inferior.
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5 900 +300
Z9 =——"—— =600

1 2
10+ 8

Z9 = 5 =9

o 3304240

Z3=T=285

o 55445

zZ8 = 5 =50

o 200450

z4=T=125

B. Calculo del Radio del Disefio (AZ))

ZMAX _ zMIN
AZj=——— (4.10)
o _ 900 —300
Z{ = ———— =300

10-8
Z39 = s—=1
o _ 330 —240

55 — 45
Z9 = 5 =5
o 200—50

C. Calculo de la Direccion de Ascenso a la Region Optima. (bjAZ))

A= bAZ; (4.11)

b,AZ;, = (—0.2132) = (300) = —63.96
b,AZ, = (0.3007) = (1) = 0.3007
bsAZy = (—0.0116) * (45) = —0.522
b,AZ, = (0.0373) = (5) = 0.1865
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bsAZs = (0.2345) % (75) = 17.5875
D. Calculo del paso ascendente (&)

Ae;  Ag _ Ag
b,AZ,  b,AZ,  beAZy,

(4.12)

Para Z2 (Potencial de Hidrogeno pH): Valor Fijado Ae, = 0.5

Para Z1 (Velocidad de Agitacion - RPM):

Ag;  Ag
b,AZ;  b,AZ,
Ae; 0.5
—-63.96 0.3007

Ag; = —106.352

Para Z3 (Tiempo de Sintesis — min)

A3 Ag
bsAZ3  b,AZ,

A€3 _ 05
—0.522  0.3007
Ag; = —0.8679

Para Z4 (Temperatura de Sintesis — °C)

Aey  Ag
b,AZ, b,AZ,
Aey, 05
0.1865  0.3007
Ae, = 0.3101
Para Z5 (Volumen de FF — pL)
Ags Ae,

bsAZs  b,AZ,

AES _ 05
17.5875  0.3007

Aes = 29.2443
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Tabla 18. Célculo del Radio y Centro del Disefio y Pasos ascendentes.

VARIABLES SIGNIFICATIVAS

N° DESCRIPCION Z0 71 72 Z3 z4 Z5
(-) | (RPM) | (pH) | (min) | (°C) | (ML)

1 NIVEL INFERIOR (-1) 300 8 240 45 50

2 NIVEL SUPERIOR (+1) 900 10 330 55 200

3 | CENTRO DEL DISENO (2°) 600 9 285 50 125

4 RADIO DEL DISENO (AZ) 300 1 45 5 75
PARAMETROS

5 CODIFICADOS, (b)) 0.3633  -0.2132  0.3007 -0.0116 0.0373  0.2345

6 bj*AZ -63.96  0.3007 -0.522 0.1865 17.5875

7 AE -106.352 0500 -0.868  0.310  29.244

8 AE (REDONDEADO) -106 0.5 -0.9 0.3 29

9 RELACION (€) 2 9 6.33 10 1.67
PARAMETROS

10 DECODIFICADOS, (b;) -2.6070  -0.0007 0.3007 -0.0003 0.0075 0.0031

Elaboracion Propia.

4.6.2.2. PLANIFICACION EXPERIMENTAL

En latabla 19, se presentan los ensayos experimentales con sus variables decodificadas
0 naturales de las 5 variables que resultaron significativas de la | etapa del proceso de
biosintesis de NPsAg. A continuacidn, en esta tabla 19, se presentan 10 ensayos
experimentales con sus pasos ascendentes correspondientes segun los calculos establecidos
anteriormente (ver tabla 18). Los valores estimados en la tabla 19, calculados por el modelo
estadistico lineal multifactorial del disefio P&B (ecuacion 4.8), estima valores de absorbancia
para cada ensayo experimental, siendo 0.3633 el valor de absorbancia para el primer ensayo

experimental y 2.9887 para el ultimo ensayo estimado.

Por otra parte, se puede observar que entre los ensayos N° 2 y N° 3 se encuentra el
méaximo valor de absorbancia, calculado teéricamente por el modelo predicho (Ecuacién 4,8).
De acuerdo con los resultados experimentales de la etapa | screening y el disefio experimental
P&B, se observd que las méximas absorbancias a 441nm de longitud de onda, fueron
obtenidos, cercanos al punto central del disefio. Por lo tanto, los resultados de escalamiento
indican que existe un fuerte “efecto de curvatura” en el punto central del disefio, que el disefio
P&B, no pudo detectar. De acuerdo con la tabla 19 “Método pendiente Ascendente —
Recorridos experimentales”, se observa que los ensayos 2 y 3, presentan absorbancias
méaximas entre 0.6 y 1 aproximadamente, por lo que, el efecto de curvatura para la maxima

absorbancia de la biosintesis efectiva de NPsAg con FF de Lepechinia meyenii, se encuentra
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en esta regién de los puntos experimentales.

Esta segunda etapa de la MSR, requiere de nuevas pruebas experimentales para hallar
la direccion hacia la region optima; por lo tanto, se planificaron las pruebas experimentales de
acuerdo a los pasos ascendentes calculados por la ecuacién 4.12, para cada prueba
experimental. La etapa de escalamiento se refiere netamente al ascenso o descenso de los
valores desde el centro del disefio hacia su valor superior o inferior, dependiendo del paso
ascendente o descendente a realizarse hacia la region 6ptima. Los ensayos se desarrollaron
para la busqueda de valores respuesta maximos representados por la variable dependiente “Y”
(Absorbancia 411 nm), estos ensayos presentan un incremento para cada prueba experimental,
de este modo nos acercamos a la region de valores 6ptimos del proceso en estudio. De acuerdo
con los resultados experimentales de la tabla 19, nos indica que la region optima se dirige y se
encuentran a 2 pasos ascendentes del centro del disefio; por lo que, las pruebas experimentales
de esta region contienen los valores de respuesta maximos (Absorbancia 411nm). Por lo tanto,
es necesario realizar una evaluacion mas precisa en esta region experimental que encierra el
optimo, lo que nos indica que esta region se puede describir apropiadamente por modelos
matematicos de segundo orden, en el que los efectos de segundo orden son mayores en valor
absoluto.

A continuacion, la tabla 19, desarrolla la planificacién experimental de esta parte del
estudio, partiendo del centro del disefio.

Tabla 19. Método Pendiente Ascendente - Recorridos Experimentales

VARIABLES NATURALES (Z)) RESPUESTAS
ASCF;‘:‘]Z‘;Sn s | 21 72 z3 z4 z5 Y - Estimado
1 | 600 - 9 285 50 125 | 0.3633
- 494 9.5 284.1 50.3 154 0.6832 |-
L3 387 10.0 283.2 50.6 183 10031 | -~
4 R e 105 - - 2823 - — - 509~ 213~~~ 1.3230
5 175 11.0 281.4 51.2 242 1.6430
6 68 115 280.5 51.6 271 1.9629
7 -38 12.0 279.6 51.9 300 2.2828
8 0 125 2787 52.2 330 2.5000
9 0 13.0 277.8 52.5 359 2.7444
10 0 135 276.9 52.8 388 2.9887

Elaboracion Propia.
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4.6.3. ETAPA 111: OPTIMIZACION FINAL

Esta ultima etapa del proceso se realizé mediante un analisis de regresion cuadratica,
donde se establece el estudio de diversas variables para evaluar el efecto de “curvatura del
modelo” en una region paramétrica de los datos experimentales. Este analisis consiste en la
aplicacion de diversos métodos matematicos y estadisticos, que nos ayudaran a resolver
modelos matematicos de segundo orden, donde los efectos de estos son mayores en valor

absoluto que los efectos de primer orden.

De acuerdo con nuestro estudio de investigacion, en el que las 5 variables iniciales del
proceso de biosintesis de AgNPs a partir de la Lepechinia meyenii resultaron significativas en
la primera etapa de la MSR, para la etapa de escalamiento se pudo detectar el efecto de
curvatura cercano al centro del disefio de estas variables estudiadas. Por lo tanto, en esta ultima
etapa de la MSR (optimizacion final), se evaluar el efecto de curvatura detectado en la etapa
Il (escalamiento), mediante un analisis de regresion cuadratica a través del “Disefio Compuesto
Central” (DCC). El proceso estudiado, ha demandado realizar esta tercera etapa de la MSR,
las condiciones del proceso evaluado y el interés por conocer a mas detalle la region optima;
conllevan a realizar una evaluacién y un analisis mas exhaustivo de esta region estimada por
la MSR. Para esto, es necesario emplear un disefio experimental méas elaborado y apropiado,
en cuanto a significancia y ajuste de errores; por lo que, se tiene que hacer uso del disefio
experimental denominado: disefio compuesto central (DCC), para el estudio de las cinco (5)
variables significativas resultantes de las etapas anteriores por la MSR.

4.6.3.1. CONSIDERACIONES EXPERIMENTALES DEL DISENO E
IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

En esta etapa Il de “Optimizacion Final”, vamos a describir la regiéon experimental
donde se ubican las condiciones Optimas usando un disefio compuesto central (DCC),
considerando las 5 variables que resultaron con mayores efectos significativos en las etapas
anteriores, estas se describen a continuacién en la siguiente tabla 20. También se establecen
los nuevos valores cuantitativos de las variables, representadas por sus valores codificados, de
acuerdo con su nivel maximo (+1) o minimo (-1). En la tabla 20, se describen las variables que
resultaron con efectos significativos en las etapas previas de la MSR, ademas se muestran los

nuevos parametros a escala codificada (niveles +1y -1) y a escala natural.
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En esta etapa hemos desarrollado una evaluacion de las variables, estableciendo nuevos
parametros en los niveles superior (+1) e inferior (-1) para ubicar de manera efectiva la region
Optima de nuestro proceso experimental. A continuacion, en la tabla 20, establecemos los
nuevos parametros de nuestras variables significativas, para el desarrollo del anlisis de

regresion cuadréatica para el disefio DDC.

Tabla 20. Variables de Efectos Significativos para el DCC.

DENOMINACION DE LOS FACTORES NIVELES
N° | VARIABLES INDEPENDIENTES | UNIDADES -1 0 +1 Z° AZ;
1 | Xi: Velocidad de Agitacion RPM 400 500 600 500 100
2 | Xo: Potencial de Hidrogeno pH 9 9.5 10 9.5 0.5
3 | Xs: Temperatura de Sintesis °C 48 49.5 51 49.5 1.5
4 | X4: Volumen de FF pL 120 150 180 150 30
5 | Xs: Tiempo de Sintesis min 180 210 240 210 30
VARIABLE DEPENDIENTE UNIDAD RESTRICCION
1 | Yi1: Absorbancia Max. (411nm) u.a Absorbancia (411 nm)

Elaboracion Propia.

4.6.3.2. DISENO COMPUESTO CENTRAL —DCC

ElI DCC, no es otra cosa que un disefio factorial 2K para menores de 5 variables (k <
5), ademas de los puntos adicionales o llamados puntos estrella a una distancia +/- a del punto
central del disefio, también se consideran los puntos replicados en el centro del disefio, para
hallar la varianza del error experimental y el numero de observaciones o pruebas
experimentales que realizara el DCC, dado por la siguiente relacion N= 2K+2K+n°, para K<5.
(Ayala & Pardo, 1995). En la tabla 21, se muestra la matriz del disefio (DCC) a escala
codificada, para 5 variables significativas resultantes de las etapas previas, ademas se identifica
el tipo de ensayo experimental, segin el DCC. También nos presenta los valores de respuesta
(YY), para cada ensayo experimental, siendo estos los valores adimensionales de Absorbancia

a 411nm registrados por el espectrofotometro UV-VIS.
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Elaboracion Propia.

Tabla 21. Matriz del Disefio Compuesto Central — DCC a escala codificada y escala natural de las variables significativas.

x
o

N = e T e T e S S e e e e N N N e T e e e T e e T o T S S e SR S

1

METODOLOGIA DE SUPERFICIE RESPUESTA (MSR): DISENO COMPUESTO CENTRA - DCC

O O O O O O O O OO o o o oMN

ESCALA
CODIFICADA
X2 X3
-1 -1
-1 -1
1 -1
1 -1
-1 1
-1 1
1 1
1 1
-1 -1
-1 -1
1 -1
1 -1
0 1
0 1
0 1
1 1
0 0
0 0
-2 0
2 0
0 -2
0 2
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

ANALISIS DE REGRESION CUADRATICO MULTIFACTORIAL

O O OO0 OO R, R LR P LB P R P

U
N

O O O O O o oo N

N ©O ©O O O O O O O B

O O O O O o N

Z1

400
600
400
600
400
600
400
600
400
600
400
600
400
600
400
600
300
700
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500

Z2

10
10

10
10

10
10

10

10
9.5
9.5
8.5
10.5
9.5
9.5
9.5
9.5
9.5
9.5
9.5
9.5
9.5
9.5
9.5
9.5

ESCALA
NATURAL

Z3

48
48
48
48
51
51
51
51
48
48
48
48
51
51
51
51
49.5
49.5
49.5
49.5
46.5
525
49.5
49.5
49.5
49.5
49.5
49.5
49.5
49.5
49.5
49.5

Z4

120
120
120
120
120
120
120
120
180
180
180
180
180
180
180
180
150
150
150
150
150
150
90
210
150
150
150
150
150
150
150
150

Z5

240
180
180
240
180
240
240
180
180
240
240
180
240
180
180
240
210
210
210
210
210
210
210
210
150
270
210
210
210
210
210
210

Y

EXPERIMENTAL

0.6712
0.9337
0.4539
0.6804
0.5862
0.7172
0.8970
1.1555
0.7781
1.3031
0.7088
0.4239
0.7352
0.7539
1.2076
1.2196
0.9128
0.4646
0.6144
0.9658
0.9899
0.9711
0.4530
1.0889
0.7233
0.8898
0.2657
0.7514
0.4033
0.5228
0.6797
0.7235
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Tabla 22. Matriz del disefio compuesto central — DCC clasificados por puntos

factoriales para las 5 variables significativas.

Ao VARIABLES INDEPENDIENTE CODIFICADAS (Xj) DE’PAE'T\I'QEE';\IETE
X1 | x2 | x3 | x4 | x5 Y

1 -1 -1 -1 -1 1 0.6712
2 1 -1 -1 -1 -1 0.9337
3 -1 1 -1 -1 1 0.4539
4 1 1 -1 -1 1 0.6804
o 5 -1 -1 1 -1 1 0.5862
2 6 1 -1 1 -1 1 0.7172
x 7 -1 1 1 -1 1 0.8970
5 8 1 1 1 -1 -1 1.1555
i 9 -1 -1 -1 1 -1 0.7781
§ 10 1 -1 -1 1 1 1.3031
Z 11 -1 1 -1 1 1 0.7088
o 12 1 1 -1 1 -1 0.4239
13 -1 -1 1 1 1 0.7352
14 1 -1 1 1 -1 0.7539
15 -1 1 1 1 -1 1.2076
16 1 1 1 1 1 1.2196
17 2 0 0 0 0 0.9128
" 18 2 0 0 0 0 0.4646
g 19 0 = 0 0 0 0.6144
L 20 0 2 0 0 0 0.9658
S 21 0 0 -2 0 0 0.9899
3 22 0 0 2 0 0 0.9711
8 23 0 0 0 -2 0 0.4530
Z 24 0 0 0 2 0 1.0889
< 25 0 0 0 0 -2 0.7233
26 0 0 0 0 2 0.8898
27 0 0 0 0 0 0.2657
8 28 0 0 0 0 0 0.7514
e 29 0 0 0 0 0 0.4033
5t 30 0 0 0 0 0 0.5228
} 31 0 0 0 0 0 0.6797
32 0 0 0 0 0 0.7235

Elaboracion Propia.

El disefio experimental empleado (DCC), es un disefio que tiene tres niveles para cada

variable, por lo tanto, se pueden estimar modelos matematicos de segundo orden, segun la serie

de Taylor, mediante la siguiente ecuacion:

2
bj X;

k k
j=1

k
uj=1 j=1

(4.13)
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Ahora bien, estos coeficientes del modelo matematico, serén estimados en su forma
matricial para el sistema de ecuaciones generados por el DCC. El método matricial es el mas
recomendable para el desarrollo de la busqueda de los coeficientes de la ecuacion anterior; esto
desde el punto de vista en la facilidad de los célculos, se pueden programar las resoluciones en
hojas de calculo como: EXCEL, MINITAB o programas especificas de resolucién matematica
y estadistica para optimizacion de procesos, software de programacion como MATLAB,
SIMULINK y RStudio. A continuacion, mostramos la resolucion de la ecuacion matematica
(modelo matematico de segundo orden) mediante programacion en hoja de calculo, y el cual

esta definido por la siguiente formula matricial:

B = (XTX)"XY (4.14)

Donde: X: Matriz de Disefio.
XT: Transpuesta de la Matriz de Disefio.
Y: Datos observados (respuestas).
(XTX)~1: Matriz inversa del producto de matrices.

B: Coeficientes del modelo
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RESOLUCION MATRICIAL DEL MODELO MULTIFACTORIAL CUADRATICO

La Matriz de Disefio X y el vector Y estan definidos como:

Matriz: [ X]

X0 X1 X2 X3 X4 X5 Ul U2 U3 U4 U5  X1*¥X2 X1*X3 X1*X4 X1*¥X5 X2*X3 X2*X4 X2*X5 X3*X4 X3*X5 X4*X5
1 -1 -1 -1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
1 1 -1 -1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 1
1 -1 1 -1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1
1 1 1 -1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 -1
1 -1 -1 1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1
1 1 -1 1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 -1
1 -1 1 1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1
1 1 1 1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1
1 -1 -1 -1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 -1
1 1 -1 -1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 -1 1
1 -1 1 -1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 1
1 1 1 -1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1
1 -1 -1 1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1
1 1 -1 1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1
1 -1 1 1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1
1 1 1 1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 -2 0 0 0 0 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 -2 0 0 0 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 2 0 0 0 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 -2 0 0 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 2 0 0 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 -2 0 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 2 0 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 -2 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 2 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Elaboracion Propia.
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Matriz: [XT]
1

La Transpuesta de la Matriz X', esta definida por:

-0.75
-0.75
-0.75
-0.75
-0.75

-0.75
-0.75
-0.75
-0.75
-0.75

-0.75
-0.75
-0.75
-0.75
-0.75

-0.75
-0.75
-0.75
-0.75
-0.75

-0.75
-0.75
-0.75
-0.75
-0.75

-0.75
-0.75
-0.75
-0.75
-0.75

-0.75
-0.75
-0.75
-0.75
3.25

-0.75
-0.75
-0.75
-0.75
3.25

-0.75
-0.75
-0.75

-0.75
-0.75
-0.75
3.25
-0.75

-0.75
-0.75
3.25
-0.75
-0.75

-0.75
-0.75
3.25
-0.75
-0.75

-0.75

-0.75
3.25
-0.75
-0.75
-0.75

3.25
-0.75
-0.75
-0.75
-0.75

3.25
-0.75
-0.75
-0.75
-0.75

025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 0.25
025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 0.25
025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 0.25
025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 0.25
025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 0.25

3.25
-0.75
-0.75
-0.75

3.25
-0.75

El producto de las Matrices [XT][X] es la siguiente matriz
Matriz: [ XT][ X ]

32

24

24

24

24

24

30

30

30

30

30

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16
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0.0313 0
0 0.0417
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Elaboracion Propia.

0

0
0.0417

0

O OO OO OO0 OO0 oo oo oo

0
0.0417

O O O OO O OO0 OO oo oo

o O O

0.0417

o

O OO OO OO OO0 OO oo oo

o O o o

0.0417

o

O O O OO O OO0 oo oo o

La Inversa de la matriz (X"X)!, denominada también matriz de correlacién es la

O O O O o

0.0341
0.0028
0.0028
0.0028
0.0028

O OO O o o o o

O O O O O

0.0028
0.0341
0.0028
0.0028
0.0028

o

O O O O O O o o o

siguiente matriz resultante:

Matriz: ([XT][ X ])*:

O O O O o

0.0028
0.0028
0.0341
0.0028
0.0028

O OO O o oo o

O O O O O

0.0028
0.0028
0.0028
0.0341
0.0028

o

O O O OO o o o o

O O O O o

0.0028
0.0028
0.0028
0.0028
0.0341

O OO O o o o o

O O O OO O o o o o

0
0.0625

o

O O O O o o o o

O O O OO OO oo o o

o

0.0625
0

O O O O o o o
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0
0.0625
0

O O O oo o

O O O OO OO OO oo o o

0
0.0625
0

O O O O o

O O O O OO O OO o o o o o

o

0.0625
0

o O O o

O O OO OO0 OO0 Oo oo oo

o

0.0625
0

0
0
0

O O O O OO OO0 O0OO0oOoOOo oo o

0
0.0625
0
0
0

O O O OO O OO0 OO0 oOoOoO oo o o

0
0.0625
0
0

O O OO OO OO0 OO0 O0O o oo oo

o

0.0625
0

O O O OO OO0 0000000 OoO oo oo

o

0.0625



El producto de la matriz transpuesta [X™] y el vector [Y] es el siguiente vector:
Producto de Matrices: [X]'[Y]

24.6866
0.2529
0.9709
1.2815
2.3069
0.9727
0.2199
1.0312
2.5544
0.8779
1.1628
-0.7251
-0.3089
-0.6077
0.6669
3.1063
-0.2889
-0.1099
0.0857
-0.9081
0.9667

El producto de las matrices: ([XT][ X 1) por ([X]'[Y]) es el siguiente vector resultante:

0.7715 X0
0.0105 X1
0.0405 X2
0.0534 X3
X4
0.0405 X5
0.0235 ul
Vector [Bj] = 0.0488 u?2
0.0964 u3
0.0440 u4
0.0529 us
-0.0453 X1*X2
-0.0193 X1*X3
-0.0380 X1*X4
0.0417 X1*X5
0.1941 X2*X3
-0.0181 X2*X4
-0.0069 X2*X5
0.0054 X3*X4
-0.0568 X3*X5

0.0604 X4*X5



4.6.3.3. ANALISIS DE VARIANZA Y EVALUACION DE LOS EFECTOS
SIGNIFICATIVOS DE VARIABLES

A. Célculo de Significancia de los Coeficientes del Modelo

Los coeficientes del modelo matematico son evaluados para su significancia, mediante

el estadistico T- Student, que esta determinado por la siguiente relacion.

(=2 4.15
La varianza asociada a cada coeficiente esta determinada por:
2 _
Sbj = C]-jSe2 (4.16)

Donde: Sb;j : Desviacion Standart asociado a los coeficientes.
C;; - Elementos de la diagonal de la Matriz de Correlacion X717 XD

S. : Desviacion Standard del error experimental, se estima de acuerdo a:

B. Célculo del Suma de Cuadrados del Error (SSerror)

N°

SSErrROR = Z( YIO - W)Z (4-17)

i=1
Donde: Y{ : Puntos centrales del disefio.

Y° : Promedio de los puntos centrales del disefio.

Xy
yo — &i=17l
Y 5 (4.18)
Y° = (0.3070 + 0.7514 + 0.4033 + 0.5228 + 0.6797 + 0.7235)/6 = 0.5646
SSg = (0.3070 — 0.5646)? + (0.7514 — 0.5646)? + (0.4033 — 0.5646)?
+(0.5228 — 0.5646)2? + (0.6797 — 0.5646)? + (0.7235 — 0.5646)?
SS; = 0.1675
C. Calculo de los Grados de Libertad
f> = Puntos Centrales — 1 (4.19)
fz = 6 — 1 = 5
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D. Célculo de la Media de la Suma de Cuadrados del Error (MSerroR)

MS _ SS,
ERROR fz
0.1675
MSERROR = == 003350

E. Célculo de Desviacion Standard (Se)

Se = \|MSgrror

Se =+v0.03350 = 0.18303

F. Elementos de la Diagonal de la Matriz Correlacion (CJ)

0.0313
0.0417
0.0417
0.0417
0.0417
0.0417
0.0341
0.0341
0.0341
0.0341
0.0341
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625

(4.20)

(4.21)
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G. Test de Significancia T — Student

Tabla 23. Test T-Student para el andlisis de significancia de los coeficientes del modelo

estadistico.
SE C,Y2 SB; B, T, SIGNIFICANCIA
X0 0.18303 0.17692  0.03238 23.8254703 SIGNIFICATIVO
X1 0.18303 0.20421  0.03738  0.0105  0.28093056  NO SIGNIFICATIVO
X2 0.18303 0.20421  0.03738  0.0405  1.08358932 SIGNIFICATIVO
X3 0.18303 0.20421  0.03738  0.0534  1.42873259 SIGNIFICATIVO
X4 0.18303 0.20421  0.03738 2.57118355 SIGNIFICATIVO
X5 0.18303 0.20421  0.03738  0.0405  1.08358932  NO SIGNIFICATIVO
U1l 0.18303 0.18466  0.03380  0.0235  0.69529386  NO SIGNIFICATIVO
u2 0.18303 0.18466  0.03380  0.0488  1.44384427 SIGNIFICATIVO
U3 0.18303 0.18466  0.03380  0.0964  2.85218417 SIGNIFICATIVO
U4 0.18303 0.18466  0.03380  0.0440 1.3018268 SIGNIFICATIVO
us 0.18303 0.18466  0.03380  0.0529  1.56515086 SIGNIFICATIVO
X1*X2 | 0.18303 0.25000 0.04576  -0.0453 -0.99000164  NO SIGNIFICATIVO
X1*X3 | 0.18303 0.25000 0.04576  -0.0193 -0.42178878  NO SIGNIFICATIVO
X1*X4 | 0.18303 0.25000 0.04576  -0.0380 -0.83046495  NO SIGNIFICATIVO
X1*X5 | 0.18303 0.25000 0.04576  0.0417  0.91132601  NO SIGNIFICATIVO
X2*X3 | 0.18303 0.25000 0.04576  0.1941  4.24192755 SIGNIFICATIVO
X2*X4 | 0.18303 0.25000 0.04576  -0.0181 -0.39556357  NO SIGNIFICATIVO
X2*X5 | 0.18303 0.25000 0.04576  -0.0069 -0.15079495  NO SIGNIFICATIVO
X3*X4 | 0.18303 0.25000 0.04576  0.0054  0.11801344  NO SIGNIFICATIVO
X3*X5 | 0.18303 0.25000 0.04576  -0.0568  -1.24132656 SIGNIFICATIVO
X4*X5 | 0.18303 0.25000 0.04576  0.0604  1.32000219 SIGNIFICATIVO

Elaboracion Propia.

TEST T; tabla para significancia de coeficientes
Calculo t (0.85;5) = 1.156
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Tabla 24. Analisis de Varianza y Significancia de las Variables Independientes del Proceso de Biosintesis de AgNPs mediante el Disefio Compuesto Central - DCC

VARIABLES LINEALES (X)) VARIABLES CUADRATICAS (X% VARIABLES INTERRACTIVAS VARIABLE
N©° RESPUETA
Xo X1 Xz X3 X Xs U; U Us U4 Us Xo*Xo | Xo*Xz | Xo*XKg | Xo*Xs | Xo*Xs | Xo*Xy | Xo*Ks | Xe*XKs | Xa*XKs | Xa*Xs Y
1 1 -1 -1 -1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 1 =1 1 1 -1 1 =1 =1 0.6712
2 1 1 -1 -1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 1 0.9337
3 1 -1 1 -1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 1 1 -1 =il =il 1 1 1 0.4539
4 1 1 1 -1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 0.6804
5 1 -1 -1 1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 0.5862
6 1 1 -1 1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 0.7172
7 1 -1 1 1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 0.897
8 1 1 1 1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 -1 =1 1 -1 -1 = =1 1 1.1555
9 1 -1 -1 -1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 -1 1 1 -1 1 = 1 =1 0.7781
10 1 1 -1 -1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 =1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 =1 1 1.3031
11 1 -1 1 -1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 =1 1 -1 =1 = 1 1 -1 =1 1 0.7088
12 1 1 1 -1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 1 -1 -1 1 =il -1 1 -1 0.4239
13 1 -1 -1 1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 -1 -1 -1 =il =il 1 1 1 0.7352
14 1 1 -1 1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 0.7539
15 1 -1 1 1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 -1 1 1 1 =i 1 -1 -1 1.2076
16 1 1 1 1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1.2196
17 1 -2 0 0 0 0 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.9128
18 1 2 0 0 0 0 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.4646
19 1 0 -2 0 0 0 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.6144
20 1 0 2 0 0 0 -0.75 325 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.9658
21 1 0 0 -2 0 0 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.9899
22 1 0 0 2 0 0 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.9711
23 1 0 0 0 -2 0 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.453
24 1 0 0 0 2 0 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.0889
25 1 0 0 0 0 -2 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.7233
26 1 0 0 0 0 2 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.8898
27 1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.3857
28 1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.7514
29 1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.4033
30 1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.5228
31 1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.6797
32 1 0 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.7235
X 32 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 24.6453
> X? 32 24.00 24.00 24.00 24.00 24.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 21.07
> X*xY 24686 0.2529 0.9709 1.2815 2.3069 0.9727 0.2199 1.0312 25544 0.8779 1.1628 -0.7251 -0.3089 -0.6077 0.6669 3.1063 -0.2889 -0.1099 0.0857 -0.9081 0.9667 -
SE 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 0.1626 -
\C; 0.1769 0.2042 0.2042 0.2042 0.2042 0.2042 0.1847 0.1847 0.1847 0.1847 0.1847 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 -
SB; 0.0288 0.0332 0.0332 0.0332 0.0332 0.0332 0.0300 0.0300 0.0300 0.0300 0.0300 0.0406 0.0406 0.0406 0.0406 0.0406 0.0406 0.0406 0.0406 0.0406 0.0406 -

Elaboracion Propia.
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4.6.3.4. ESTIMACION DE MODELO MATEMATICO MULTIFACTORIAL
DE SEGUNDO ORDEN

La Ecuacion Cuadratica Codificada resultantes para las variables significativas es la

siguiente, que a continuacion se presenta:

Y = 0.7739 + 0.0405X, + 0.0534X; + 0.0961X, + 0.0405Xs + 0.0488X2 + 0.0964X2 +
0.0440X2 + 0.05290XZ + 0.1941X,X; — 0.0568X5X5 + 0.0604X, X +
e (4.22)

4.6.3.5. ANALISIS DE RESIDUALES Y AJUSTE DEL MODELO
CUADRATICO

A. Calculo de la Suma de Cuadrados de Residuales (SSRESIDUAL)

N

SSy = Z(Yi _ P2 (4.23)

i=1

SSg = (0.0908)? + (—0.01320)? + (—0.0405)? + (—0.2258)? + (0.0476)?
+ (—0.1232)% + (0.1662)% + (—0.0525)% + (0.2086)? + (—0.1145)?
+ (0.1724)? + (0.2554)? + (0.0584)% + (—0.1622)? + (—0.1467)?
+ (0.0431)? + (—0.3205)? + (0.1277)? + (0.0922)2 + (—0.0974)?
+ (—0.1188)% + (0.1136)? + (0.1231)? + (—0.1283)? + (—0.0004)?
+ (—0.0048)2 + (0.2066)% + (—0.1591)% + (0.1890)? + (0.0695)?
+ (—0.0874)% + (—0.1312)?

SSp = 0.6598

B. Calculo de la Media de Cuadrados Del Residual (SMResipuaL)

SSx  SSg

SM, =—= 4.24
RESIDUAL fi N—1I ( )

Donde: N : NUmero de experimentos.
I : Coeficientes del modelo cuadratico.

f1: grados de libertad.

oM. — 0.6598
R™32-12
SMy = 0.0330
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C. Calculo de la Suma de Cuadrados del Error Experimental (SSErroR)

Los calculos para el SSerror Y €l SMerror, se han desarrollado con la ecuacion (4.17),

presentada a continuacion:

NO
SSErrROR = Z( YIO —-Y° )2
i=1

Donde: Y{ : Puntos centrales del disefio.
Y° : Promedio de los puntos centrales.
Los valores calculados con la ecuacion 4.17, para el cuadrado y la media de errores son:
SSerror = 0.1321

SMERROR == 00264

D. Calculo de la Suma De Cuadrados de la Falta de Ajuste (SSr.a)
SSka = SSr — SSERROR (4.25)
SSps = 0.6598 — 0.1321

SSpa = 0.5277

E. Célculo de la Media de Cuadrados de la Falta de Ajuste (SSF.a)

SMp, = (4.26)
T AF
g 0.5277
47 20-5
SMp, = 0.0352
F. Test de Significancia F - Fisher
SMrg 4
=— 4.27
SMERROR ( )
_0.0352
~0.0264
F =1.3313
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Tabla 25. Analisis de residuales y validacion del modelo estadistico cuadratico multifactorial del proceso de
biosintesis de NPsAg

MATRIZ DE DISENO COMPUESTO CENTRAL DCC MATRIZ DE ANALISIS DE RESIDUALES
o COHEF. VALORES VALORES 0
N LINEAL CUADRATICO INTERACTIVOS ESTIMAD. EXPERIM. ERROR EXPERIMENTAL TEST DE FISHER (95%)
Xo | Xo | X3 | X4 | Xs U, Us Us Us Xo*Xs | Xg*Ks | X4*Xs B YEsT. Yexp Yest-Yexe | (Yest-Yexe)? Fo FerasLas) | EVALUACION
1 1 -1 -1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 -1 0.77392 0.7620 0.6712 0.0908 0.0082
2 1 -1 -1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 1 0.04045 0.8017 0.9337 -0.1320 0.0174
3 1 1 -1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 1 0.05340 0.4944 0.4539 0.0405 0.0016
4 1 1 -1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 -1 0.09612 0.4546 0.6804 -0.2258 0.0510
5 1 -1 1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 1 0.04053 0.6338 0.5862 0.0476 0.0023
6 1 -1 1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 -1 0.04880 0.5940 0.7172 -0.1232 0.0152
7 1 1 1 -1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 -1 0.09640 1.0632 0.8970 0.1662 0.0276
8 1 1 1 -1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 1 0.04400 1.1030 1.1555 -0.0525 0.0028
9 1 -1 -1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 -1 0.05290 0.9867 0.7781 0.2086 0.0435
10 1 -1 -1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 1 -1 1 0.19414 1.1886 1.3031 -0.1145 0.0131
11 1 1 -1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 1 -0.05676 0.8812 0.7088 0.1724 0.0297
12 1 1 -1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 -1 -1 0.06042 0.6793 0.4239 0.2554 0.0652
13 1 -1 1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 1 0.7936 0.7352 0.0584 0.0034
14 1 -1 1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 -1 1 -1 0.5917 0.7539 -0.1622 0.0263
15 1 1 1 1 -1 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 -1 1.0609 1.2076 -0.1467 0.0215
16 1 1 1 1 1 0.25 0.25 0.25 0.25 1 1 1 1.2627 1.2196 0.0431 0.0019 13313 456
17 1 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.5923 0.9128 -0.3205 0.1027 ' ‘
18 1 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.5923 0.4646 0.1277 0.0163
19 1 -2 0 0 0 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.7066 0.6144 0.0922 0.0085
20 1 2 0 0 0 3.25 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.8684 0.9658 -0.0974 0.0095
21 1 0 -2 0 0 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 0 0 0 0.8711 0.9899 -0.1188 0.0141
22 1 0 2 0 0 -0.75 3.25 -0.75 -0.75 0 0 0 1.0847 0.9711 0.1136 0.0129
23 1 0 0 -2 0 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 0 0 0 0.5761 0.4530 0.1231 0.0152
24 1 0 0 2 0 -0.75 -0.75 3.25 -0.75 0 0 0 0.9606 1.0889 -0.1283 0.0165
25 1 0 0 0 -2 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 0 0 0 0.7229 0.7233 -0.0004 0.0000
26 1 0 0 0 2 -0.75 -0.75 -0.75 3.25 0 0 0 0.8850 0.8898 -0.0048 0.0000
27 1 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.5923 0.3857 0.2066 0.0427
28 1 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.5923 0.7514 -0.1591 0.0253
29 1 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.5923 0.4033 0.1890 0.0357
30 1 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.5923 0.5228 0.0695 0.0048
31 1 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.5923 0.6797 -0.0874 0.0076
32 1 0 0 0 0 -0.75 -0.75 -0.75 -0.75 0 0 0 0.5923 0.7235 -0.1312 0.0172
Elaboracion Propia. 0.6598 (SS resibuat)
0.0330 (MS RESIDUAL)
0.1321 (SS ErroR)
0.0264 (MS error)
0.5277 (SS FALTA DE AJUSTE)
0.0352 (MS FALTA DE AIUSTE)

SSresipbuaL: Suma de Cuadrados de los valores residuales.
MSresibuaL: Mediad de la Suma de Cuadrados del Residual.
SSerroRr: Suma de Cuadrados del Error.

MSerror: Media de la Suma de Cuadrados del Error.

SSk.a: Suma de Cuadrados de la Falta de Ajuste.
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Figura 48. Ajuste de los Datos Experimentales y Estimados, para el Modelo

Cuadratico Multifactorial de la Biosintesis de NPsAg usando La Fraccion Flavonoide

de Lepechinia Meyenii
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Elaboracion Propia.

Figura 49. Analisis de Residuales y Error Experimental para el Modelo Cuadratico
Multifactorial de la Biosintesis de NPsAg usando La Fraccién Flavonoide de La Especie

Vegetal Lepechinia Meyenii.
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Figura 50. Bondad de Ajuste de Datos para el Modelo Cuadratico Multifactorial de la
Biosintesis de NPsAg usando La Fraccién Flavonoide de La Especie Vegetal
Lepechinia Meyenii
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4.6.3.6. REPRESENTACION GRAFICA DEL MODELO CUADRATICO

Las tablas 26, 27, 28, 29, 30, 31, que se muestran a continuacion son denominados
mallas de superficie y han sido generados por la ecuacion 4.22. (ecuacién matematica
multifactorial de 2do orden, obtenida por el DCC de la MSR). Estos puntos generados, son
valores estimados por la ecuacién 4.22, para disefiar los gréaficos de superficie 3D y modelar
las curvas de superficie de respuesta con los valores codificados respectivos ( -1, 0, +1) del
disefio compuesto central (DCC). Asimismo, los valores generados en la malla de puntos estan
en funcién de dos variables significativas que han sido evaluados por el disefio experimental.
Los niveles tanto maximos (+1) y minimo (-1) por cada variable, son valores codificados, a
partir del cual se genera un valor de respuesta, que se pueden apreciar en la malla de puntos,
entonces estos valores son los puntos representativos en el espacio para generar los graficos

de superficie 3D del modelo matematico de 2do orden obtenido.
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A. Efecto del pH (X2) y Temperatura °C (X3)

Las figuras 51, 52, 53 y 54, son la representacion grafica de superficie 3D y de
contornos 2D que indican los efectos combinados del pH (X2) y la temperatura (X3), en los
valores de respuesta para la Absorbancia (411 nm) de la biosintesis de AgNPs, mientras que
las otras dos variables significativas del modelo cuadratico se fijaron en sus niveles
intermedios “cero” (X4 = 0 y X5 = 0). En la superficie de respuesta 3D (figura 51), podemos
notar claramente una region de condiciones optimas “Minimo” (Abs = 0.75 — 0.80), en las que
las condiciones y efecto de las variables significativas de las variables X2 y X3 son efectivas,

para la biosintesis de AgNPs.

El efecto del pH (X2) y la temperatura (X3) sobre la variable de respuesta Y
(absorbancia), logro detectar 3 regiones optimas, una de condicion minima y dos extremos de
condiciones maximas, de acuerdo al modelo de superficie 3D y los graficos de contornos
respectivos. La primera, esta representado por una regién minima comprendida entre los
valores de respuesta Y (absorbancia) = 0.75 y 0.8 (en verde) y los extremos de condiciones

méaximas, estan comprendidos entre 0.9 — 1.2 de valores de respuesta Y (en amarillo y azul).

Un incremento del pH entre los valores de: 0 a +1.0 representado a escala codificada,
incrementa los valores de respuesta Y, por encima del valor cuantitativo 1 respecto a la
absorbancia. Por lo tanto, un aumento en el pH podria aumentar los valores de absorbancia
(Y). La absorbancia méaxima se observé en el rango de pH de + 0,8 a + 1 (en escala
codificada). El pH juega un papel importante en el incremento de absorbancia de las AgNPs,
obtenidas por biosintesis. Sin embargo, se encontrd una disminucion en la absorbancia cuando
hubo un descenso en la temperatura de 0 a -1 en valores codificados. El gréafico de superficie
de respuesta (figura 51 y 52) mostrd dos regiones de condiciones maximas y una regién para
las condiciones minimas del proceso en estudio. También el gréfico de contornos
correspondiente (figura 53 y 54), mostro un disefio uniforme alargado en diagonal en todo el
plano de superficie 2D y el grafico de superficie 3D, lo que implica que el efecto de la
interaccion entre el pH (X2) y la temperatura (X3) fue significativa en la variable de respuesta
Y (Absorbancia). Por lo tanto, el efecto de curvatura de los graficos de superficie de respuestas
con respecto a la interaccion de variables (X2*X3) y como variables cuadraticas X2 y X3, se
pueden apreciar que tiene buen grado de significancia, para la deteccion de la region

optimizada de proceso.
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DISENO COMPUESTO CENTRAL - DCC

Tabla 26. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta Estimada del Modelo Estadistico de 2do Orden, para Escala Codificada
X2: pH de Sintesis
* -1.00 -0.90 -0.80 | -0.70 -0.60 -0.50 -0.40 | -0.30 -0.20 -0.10 0.00 | 010 020 030 | 040 | 050 060 A 070 & 0.80 & 0.90 | 1.00
-1.00 | 1.02 099 097 095 093 091 089 087 08 083 08 08 079 078 076 075 074 073 073 072 071
-0.90 099 096 094 092 09 08 087 08 08 08 08 079 078 077 076 075 074 073 073 072 072
-0.80 096 094 092 09 088 08 08 08 08 08 079 078 077 076 075 075 074 074 073 073 073
-0.70 093 091 089 087 08 084 08 08 08 079 078 077 077 076 075 075 074 074 074 074 074
? -0.60 090 088 087 08 084 083 08L 08 079 078 078 077 076 076 075 075 075 075 075 075 075
> | -050 088 086 085 083 082 081 08 079 078 078 077 077 076 076 076 076 075 076 076 076 0.76
@ -040 085 084 083 082 08 08 079 078 078 077 077 076 076 076 076 076 076 077 077 077 0.78
{,5) -0.30 083 08 081 08 079 079 078 078 077 077 077 077 076 077 077 077 077 078 078 079 0.80
L -020 08 081 08 079 078 078 077 077 077 077 077 077 077 077 078 078 079 079 080 081 082
€ 010 080 079 078 078 077 077 077 077 077 077 077 077 078 078 079 079 080 081 082 083 084
< | 000 078 o078 077 077 077 077 077 077 077 077 077 078 078 079 080 08L 08 08 084 085 086
& 010 077 077 076 076 076 076 076 077 077 077 078 079 079 080 08l 08 08 085 08 087 089
E) 020 | 076 076 076 076 076 076 076 077 077 078 079 08 08L 08 08 08 08 087 088 09 092
., 030|075 075 075 075 076 076 077 077 078 079 08 08L 08 08 08 08 08 08 091 093 095
X 1040 | 074 074 075 075 076 076 077 078 079 08 081 08 08 08 08 08 090 092 094 096 098
050 | 074 074 075 075 076 077 078 079 080 08L 08 08 08 087 08 091 092 094 097 099 101
060 | 073 074 075 075 076 077 079 080 081 08 084 08 087 089 091 093 095 097 1.00 102 105
070 | 073 074 075 076 077 078 080 081 083 084 08 08 090 092 094 09 098 101 1.03 106 108
080 | 0.73 074 075 077 078 079 081 082 084 08 08 09 092 094 09 099 101 104 1.07 109 112
090 073 075 076 077 079 080 08 084 08 08 09 092 095 097 099 102 105 107 110 113 116
1.00 | 0.74 075 077 078 080 082 084 08 08 09 092 095 097 100 103 105 108 111 114 117 121

Elaboracion Propia.
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Figura 51. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico Multifactorial para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 52. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico Multifactorial
para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 53. Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadratico Multifactorial para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 54. Malla de Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadréatico Multifactorial
para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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B. Efecto de la Temperatura (Xs) y el Volumen de F. Flavonoide (Xa4)

Las figuras 55, 56, 57 y 58, son los graficos de superficie de respuesta 3D y de
contornos 2D respectivamente, que indican los efectos combinados de la temperatura (X3) y
el volumen de FF (X4), para los valores de Absorbancia a 411 nm de la biosintesis de AgNPs;
en tanto, las otras dos variables significativas del modelo cuadratico (ecuacion 4.22), se fijaron
en su nivel medio “cero” (X4 =0 y X5 = 0). En la superficie de respuesta 3D (grafico 4.38 y
4.39), podemos notar claramente la region de condiciones 6ptimas “Minimo” (Abs = 0.70 —
0.75) como valores de respuesta Y, en las que las condiciones y efecto de las variables
significativas de las variables X2 y X3 son efectivas para la biosintesis de AgNPs, estos estan
comprendidas entre los valores minimos para la FF y entre los valores intermedios para la

temperatura (en valores codificados del modelo).

El efecto de la temperatura (X3) y el volumen usado de FF (X4) sobre la variable de
respuesta Y (absorbancia 411nm), se estima graficamente: una region optima, para las
condiciones minimas del modelo y un extremo de condicion maximizada, de acuerdo al
modelo de superficie 3D y los graficos de contornos respectivos. La primera region, esta
representado por un minimo comprendida entre los valores de respuesta Y (absorbancia) = 0.7
y 0.75 (en verde) y el extremo optimo (condiciones maximizadas), que estd comprendido entre
0.95 — 1.0 de absorbancia Y (en verde). Sin embargo, el modelo ha extrapolado el valor
méaximo. Como se observa en las figuras 55 y 56, y de acuerdo con la ecuacion 4.22, el valor
méaximo de absorbancia, segun el grafico de superficie 3D y los puntos generados en la tabla
27, el valor maximo de absorbancia extrapolado por el modelo es de 1.06, siendo el valor

maximo restringido igual a 1, para la absorbancia respectiva.

Para un incremento prolongado de ambos factores, tanto la temperatura (X3) vy el
volumen de FF (X4) entre +0.8 a +1.0 (representado a escala codificada), aumenta los valores
de absorbancia por encima de 1, es decir los valores de respuesta para estos incrementos
superiores de las variables significativas de la temperatura y el volumen de FF extrapolan el
valor maximo del modelo obtenido (ecuacion 4.22). Por lo tanto, un aumento de la temperatura
y el volumen de la FF, incrementa los valores de absorbancia (Y) por encima del valor de
restriccion; es decir un aumento prolongado de ambos factores, incrementa de manera directa

los valores de absorbancia en la biosintesis de AgNPs.

La absorbancia maxima se observo por encima del punto central, tanto para la
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temperatura como para el volumen usado de FF, estos valores de respuesta fueron
comprendidos entre +0.5 y +1 para ambas variables significativas. Segun la representacion
grafica de superficie respuesta 3D y de contornos 2D, tanto como para la temperatura (X3) y
el volumen de FF (X4), son variables muy influyentes para el incremento de la absorbancia
(condiciones maximas); estos valores de respuesta maximos estan relacionados con el tamafio
y la formacién de las nanoparticulas de plata de las AgNPs, obtenidas por la biosintesis. No
obstante, se encontré una disminucion en la absorbancia cuando hubo un descenso en la
temperatura de 0 a -1 (valores codificados) y una disminucion en el uso de volumen de FF
desde -0.4 hasta -1 (valores codificados). El grafico de superficie de respuesta (figura 55y 56),
mostré una region principal de extremo minimo absoluto (condiciones minimas) y una region
de extremo maximo para nuestro proceso en estudio. Asimismo, el grafico de contorno
representado por las figuras 57 y 58 respectivamente, muestra un disefio uniforme de contornos
con curvatura notoria. Por lo tanto, se visualiza claramente un extremo minimo absoluto (en
verde), esto puede significar que estamos muy cercanos a la region optima o que la superficie
de respuesta del proceso tiene esa forma, lo que implica que el efecto de la interaccion entre la
temperatura (Xs) y el volumen de FF (X4) es de efecto significativo moderado en la variable
de respuesta Y (Absorbancia); por lo tanto, el efecto de curvatura de los graficos de superficie
de respuestas con respecto a la interaccion de variables (X3*X4) y con respecto a las variables
cuadraticas X3? y X2, se pueden apreciar de un buen grado de significancia y tienen una
interaccion mutua, para la deteccion de la region optimizada de proceso.
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DISENO COMPUESTO CENTRAL - DCC

Tabla 27. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta del Modelo Estadistico Estimado de 2do Orden, para Escala Codificada
Xs: Temperatura de Sintesis (°C)

* 1 -1.00 | -0.90 | -0.80  -0.70 | -0.60 | -0.50 | -0.40  -0.30 | -0.20 | -0.10 | 0.00 & 0.10 | 020 030 | 040 050 | 0.60 | 070 | 0.80 | 0.90 | 1.00

-1.00 076 075 074 073 072 072 072 071 071 072 072 073 074 075 076 077 079 081 083 08 087
-090 077 075 074 073 073 072 072 072 072 072 072 073 074 075 076 077 079 081 083 08 087
-0.80 077 076 074 074 073 072 072 072 072 072 073 073 074 075 076 078 079 081 083 08 088
-0.70 | 0.77 076 075 074 073 073 072 072 072 072 073 073 074 075 076 078 079 08l 083 085 088

~ 060 078 076 075 074 073 073 073 072 073 073 073 074 075 076 077 078 080 08 084 08 088
2 -050 078 077 076 075 074 073 073 073 073 073 074 074 075 076 077 079 08 08 084 086 0.89
S 040 079 077 076 075 075 074 074 074 074 074 074 075 076 077 078 079 081 083 085 087 0.89
g -0.30 079 078 077 076 075 075 074 074 074 074 075 076 076 077 079 08 08 08 08 08 090
> -020 080 079 078 077 076 075 075 075 075 075 076 076 077 078 079 081 082 084 08 08 091
L | -010| 08 079 078 077 077 076 076 076 076 076 076 077 078 079 08 08 08 08 087 089 091
S | 000 08 08 079 078 078 077 077 077 077 077 077 078 079 080 08 08 084 08 088 090 092
§ 010 | 083 081 080 079 079 078 078 078 078 078 078 079 08 081 08 08 08 087 08 091 0093
L | 020 084 082 081 080 080 079 079 079 079 079 079 080 08 08 083 085 086 08 090 092 094
2 1030|085 08 083 08 08 080 08 080 080 08 08 081 08 08 08 08 08 08 091 093 096
040 | 086 085 084 083 08 08 081 08 08. 08 08 08 08 08 08 087 089 090 092 095 0097

050 | 0.88 086 085 084 084 083 083 08 08 08 08 08 08 08 087 08 090 092 094 09 0098

060 | 089 088 087 08 08 084 084 084 084 084 08 08 08 087 08 090 091 093 095 097 1.00

070 | 091 089 088 087 087 08 08 08 08 08 08 087 08 08 09 091 093 095 097 099 101

080 | 092 091 09 08 08 08 087 087 087 087 08 08 089 09 092 093 095 09 098 1.01 103

090 | 094 093 092 091 09 08 08 08 08 08 09 09 091 092 093 095 09 098 1.00 1.02 1.05

1.00 | 096 094 093 092 092 091 091 091 091 091 091 092 093 094 095 09 098 100 1.02 1.04 1.06

Elaboracion Propia.
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Figura 55. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico Multifactorial para la

Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 56. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico Multifactorial

para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 57. Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadratico Multifactorial para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 58. Malla de Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadréatico Multifactorial
para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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C. Efecto de la Temperatura (Xs) y el Tiempo de Reaccion (Xs)

Los graficos de superficie (figuras 59 y 60) y los graficos de contornos (figuras 61 y
62) respectivamente, mostraron efectos de interaccion de la temperatura de sintesis (X3) y el
tiempo de reaccion (X5), los que se establecieron en sus niveles centrales “0”, respecto de las
demas variables significativas. Segun el grafico de superficie de respuesta que se visualizan,
el modelo logré detectar un extremo minimo absoluto, por lo que podemos inferir que el
modelo de regresion estimado logré ubicar la regién optima del proceso de biosintesis de
AgNPs, de este modo podemos afirmar que la superficie de respuesta esta ubica en esta region

concéntrica (en verde) del grafico de superficie 3D.

En la superficie de respuesta 3D (figura 59 y 60), podemos notar claramente el extremo
minimo para las condiciones Optimas (extremo minimo) del proceso de biosintesis dando
valores de respuesta Y (absorbancia) entre 0.75 y 0.80. Las condiciones y efectos de las
variables significativas X3 y X5 son efectivas para la biosintesis de AgNPs, por lo que la
influencia de estos factores es muy significativa en los valores de respuesta por el modelo
estimado. La region de condiciones optimizadas de extremo minimo (en verde) estan
comprendidas entre: -0.1 hasta -1 (valores codificados) para el tiempo de reaccion (X5) y de
forma similar para la temperatura (X3), comprendidos entre -0.2 hasta -0.1 (valores

codificados del modelo).

El efecto de la temperatura (X3) y el tiempo de reaccién (X5), es muy significativo
sobre la variable de respuesta Y (absorbancia 411 nm). La estimacion grafica de los modelos
de superficie 3D, indican que existe un extremo éptimo localizado de condiciones minimas
para el modelo cuadratico, también se puede apreciar un extremo maximo, de acuerdo con el
modelo de superficie 3D y los graficos de contornos respectivos 2D. La primera region, esta
representado por un minimo comprendido entre los valores de respuesta (absorbancia) Y = 0.7
y 0.75 (en verde) y el extremo optimo (condiciones maximizadas), esta comprendidos entre
0.95 y 1.0 de absorbancia Y (region localizada en azul). Sin embargo, el modelo ha podido
ubicar la region dptima del proceso; por lo que, el valor minimo de absorbancia es de 0.75,
segun el grafico de superficie 3D (figura 59 y 60) y los puntos generados en la tabla 28.

Para un incremento de la temperatura (X3) y el tiempo de reaccion (X5), por encima
de +0.8 y por debajo de -0.7 (escala codificada) respectivamente, los valores de respuesta en
Y (absorbancia) se incrementan por encima de 0.95 hasta 0.99 segun la tabla 28; es decir los
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valores de respuesta estan en funcion de las variables interactivas, respecto a los niveles
superior e inferior de estas variables significativas: temperatura de sintesis (X3) y tiempo de
reaccién (X5). La figura 59, muestra un extremo maximo en la gréafica de superficie,
representando la absorbancia de respuesta localizada en el extremo maximo de la grafica de

superficie de respuesta en la figura 59.

La absorbancia méxima se observé en valores superiores al punto central para la
temperatura (X3), mientras que para el tiempo (X5), se muestran valores inferiores entre -0.8
a -1.0 u.a de absorbancia. Segun la representacion grafica de superficie respuesta 3D y de
contornos 2D (figuras 59, 60, 61 y 62), tanto la temperatura (X3) y el tiempo (X5), son
variables interactivas muy influyentes para el incremento de la absorbancia (condiciones
méaximas), entonces estos valores de respuesta (Y) maximos estan relacionados directamente
con el tamafio y la formacion de las nanoparticulas, segun el efecto de RPS de las NPs. Sin
embargo, la absorbancia (Y) disminuye cuando la temperatura (X3) y el tiempo (X5),
disminuyen en sus valores codificados partiendo de sus valores centrales, de esta forma
podemos dirigirnos a la region de valores optimos (extremo de condiciones minimas) del
grafico y modelo de superficie. Asimismo, las figuras 61 y 62 (superficie de contornos),
muestran un disefio de superficie similar a un domo invertido de regién concéntrica y de mayor
sensibilidad a la curvatura del modelo; por lo que, podemos visualizar claramente un extremo
minimo absoluto (region en verde). Esto significa que estamos en la region Optima,
observandose que la superficie de respuesta presenta una curvatura, lo que implica que el
efecto de la interaccion entre la temperatura (X3) y el tiempo de reaccidn (X5) tiene un efecto

muy significativo hacia la variable de respuesta Y (Absorbancia 411 nm).

El efecto de curvatura en los gréaficos de superficie de respuestas 3D, esta relacionada
con la interaccion de las variables (X3*X5), asi como también con las variables cuadraticas
X3? y Xs?, apreciandose una significancia muy elevada, ejerciendo una mayor eficiencia en la
formacion vy distribucion del tamafio de las AgNPs, que fueron detectadas en los puntos
localizados de la regidn optimizada de proceso. Por lo tanto, los valores optimizados de los

parametros se pueden encontrar dentro de estas regiones.
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DISENO COMPUESTO CENTRAL - DCC

Tabla 28. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta del Modelo Estadistico Estimado de 2do Orden, para Escala Codificada.

Xs: Temperatura de Sintesis (°C)
* -1.00 -0.90 -0.80 | -0.70 -0.60 -0.50 -0.40 | -0.30 -0.20 -0.10 0.00 | 010 020 | 030 | 040 | 050 @ 060 A 070 = 0.80 | 0.90 | 1.00
-1.00 077 077 076 076 075 076 076 076 077 078 079 08 081 083 08 087 08 091 094 09 0.99
-090 077 076 076 075 075 075 075 076 076 077 078 079 081 08 084 08 08 090 093 095 0098
-0.80 077 076 076 075 075 075 075 075 076 077 078 079 08 081 08 08 087 089 092 094 097
-0.70 077 077 076 075 075 075 075 075 076 076 077 078 079 08L 08 08 08 08 091 093 096
~ 060 078 077 076 075 075 075 075 075 076 076 077 078 079 08 08 08 08 08 090 093 095
'€ |-050 078 077 076 076 075 075 075 075 075 076 077 078 079 080 08 083 08 087 08 092 095
5 |-040 079 078 077 076 076 075 075 075 075 076 077 077 079 08 08L 08 08 087 089 091 094
$ -030 079 078 077 076 076 076 075 075 076 076 077 077 078 08 08l 08 084 08 08 091 093
;% -0.20 080 079 078 077 076 076 076 076 076 076 077 078 078 08 08L 08 084 08 08 090 0093
& /-010 08 08 078 078 077 076 076 076 076 077 077 078 079 08 08L 08 084 08 08 090 0093
S | 000 08 08 079 078 078 077 077 077 077 077 077 078 079 08 081 08 084 08 08 09 092
£ 1010 | 083 081 080 079 078 078 077 077 077 077 078 078 079 08 081 08 084 086 08 090 092
I: 020 084 08 081 08 079 079 078 078 078 078 078 079 08 08L 08 083 084 08 08 090 092
% 030 |08 084 08 08 08 08 079 079 079 079 079 08 08 08 08 08 08 08 088 090 092
040 | 086 085 084 08 08L 08L 08 08 08 08 08 08 08. 08 08 08 08 087 08 09 0093
050 088 086 08 084 083 08 08L 081 081 08 08 08 08 08 08 08 08 087 08 091 0093
060 08 08 08 08 084 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 091 0093
070 | 091 089 088 087 08 08 084 08 083 08 08 08 08 084 08 08 087 088 090 092 094
080 | 093 091 09 08 087 08 08 08 084 08 08 08 08 08 08 087 08 08 091 093 094
090 095 093 091 09 08 08 087 08 08 08 08 08 08 08 087 08 089 090 092 093 0095
100 097 095 093 092 09 089 08 08 087 087 087 087 087 08 08 08 09 091 093 094 096

Elaboracion Propia.
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Figura 59. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico Multifactorial para la

Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 60. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico Multifactorial

para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 61. Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadratico Multifactorial para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 62. Malla de Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadréatico Multifactorial
para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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D. Efecto del Volumen de FF (X4) y el Tiempo de Sintesis (Xs)

Las figuras 63 y 64 y los graficos de contornos de las figuras 65 y 66 respectivamente,
muestran los efectos de interaccion del volumen de FF (X4) y el tiempo de reaccion (X5), las
demas variables significativas del modelo se establecieron en sus niveles centrales “0”. Segin
el grafico de superficie de respuesta visualizado. EI modelo logré detectar un extremo minimo
y un extremo maximo, por lo que se deduce que el este modelo de regresion ha logrado ubicar
la region optima del proceso de biosintesis de AgNPs, en funcion del efecto de interaccion de

ambas variables significativas X4 y X5.
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DISENO COMPUESTO CENTRAL — DCC

Tabla 29. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta del Modelo Estadistico Estimado de 2do Orden, para Escala Codificada
Xa: Fraccion Flavonoide (uL)

* -1.00 -0.90 -0.80 | -0.70 -0.60 -0.50 -0.40 | -0.30 -0.20 -0.10 0.00 | 010 020 | 030 | 040 | 050 @ 060 A 070 & 0.80 | 0.90 | 1.00
-1.00 079 079 079 078 078 078 078 078 078 078 079 079 08 08 081 08 08 08 084 08 087
-090 078 078 078 077 077 077 077 077 077 078 078 078 079 08 08 081 08 08 08 08 087
-0.80 077 077 077 076 076 076 076 076 077 077 078 078 079 079 08 081 08 08 08 085 087
-0.70 076 076 076 076 076 076 076 076 076 077 077 078 078 079 08 081 08 08 08 08 087

~ 060 075 075 075 075 075 075 075 075 076 076 077 078 078 079 080 08 082 083 084 08 087
'€ |-050 074 074 074 074 074 074 075 075 076 076 077 077 078 079 08 081 08 08 08 086 088
5 | -040 074 074 074 074 074 074 074 075 075 076 077 077 078 079 08 081 08 084 085 087 0.88
& -030 073 073 073 073 074 074 074 075 075 076 077 077 078 079 080 08 083 084 08 087 089
{,5) -020 073 073 073 073 073 074 074 075 075 076 077 078 079 08 08L 08 08 08 08 08 0.90
& /-010 072 072 073 073 073 074 074 075 075 076 077 078 079 08 08L 08 084 08 087 089 090
8 | 000 072 072 073 073 073 074 074 075 076 076 077 078 079 08L 08 083 08 08 08 09 091
£ 1010 | 072 072 072 073 073 074 074 075 076 077 078 079 080 08L 083 08 08 087 08 091 092
I: 020 | 072 072 073 073 074 074 075 076 076 077 078 08 08L 08 08 08 08 088 090 092 094
% 030|072 072 073 073 074 074 075 076 077 078 079 080 08 08 08 08 08 08 091 093 095

040 | 0.72 073 073 074 074 075 076 077 078 079 08 081 08 084 08 087 089 09 092 094 0096
050 073 073 073 074 075 076 076 077 078 08 08L 08 08 08 08 08 090 092 094 096 0098
060 | 073 073 074 075 075 076 077 078 079 08 08 08 08 08 08 08 091 093 095 097 099
070 | 073 074 075 075 076 077 078 079 080 08L 08 08 08 087 08 091 093 095 097 099 101
080 | 0.74 075 075 076 077 078 079 080 081 08 084 08 087 089 091 092 094 09 098 101 103
090 075 075 076 077 078 079 080 081 08 084 08 087 08 090 092 094 09 098 1.00 102 105
100 075 076 077 078 079 080 08L 08 084 08 087 08 09 092 094 09 098 1.00 102 1.04 1.07

Elaboracion Propia.
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Figura 63. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadréatico Multifactorial para
la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 64. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico
Multifactorial para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 65. Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadréatico Multifactorial
para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 66. Malla de Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadratico
Multifactorial para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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DISENO COMPUESTO CENTRAL - DCC

Tabla 30. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta del Modelo Estadistico Estimado de 2do Orden, para Escala Codificada

X2 pH
* -1.00 | -0.90 | -0.80 | -0.70 | -0.60 | -0.50 | -0.40 | -0.30 | -0.20 | -0.10 | 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00
-1.00 | 0.73 072 0.72 072 072 071 071 071 072 072 0.72 0.73 0.73 0.74 0.75 0.75 0.76 0.77 0.79 0.80 0.81
-090 | 0.73 073 072 072 072 072 071 072 072 072 0.72 0.73 0.73 0.74 0.75 0.76 0.76 0.78 0.79 0.80 0.81
-0.80 | 0.73 073 072 072 072 072 072 072 072 072 0.73 0.73 0.74 0.74 0.75 0.76 0.77 0.78 0.79 0.80 0.81
-0.70 | 0.74 073 073 072 072 072 072 072 072 072 0.73 0.73 0.74 0.74 0.75 0.76 0.77 0.78 0.79 0.80 0.82
- -0.60 | 0.74 074 073 073 073 072 072 072 073 073 0.73 0.74 0.74 0.75 0.76 0.76 0.77 0.78 0.80 0.81 0.82
= | -050| 075 0.74 074 073 073 073 073 073 073 073 0.74 0.74 0.75 0.75 0.76 0.77 0.78 0.79 0.80 0.81 0.83
§ -040 | 0.75 075 074 074 074 073 073 073 074 074 0.74 0.75 0.75 0.76 0.77 0.77 0.78 0.79 0.81 0.82 0.83
8 -0.30 | 0.76 075 0.75 074 074 074 074 074 074 075 0.75 0.75 0.76 0.77 0.77 0.78 0.79 0.80 0.81 0.83 0.84
% -0.20 | 0.76 076 076 075 075 075 075 075 075 075 0.76 0.76 0.77 0.77 0.78 0.79 0.80 0.81 0.82 0.83 0.85
L | -010| 0.v7 077 076 0.76 076 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.77 0.77 0.78 0.79 0.80 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85
j§ 0.00 A 0.78 0.78 0.77 0.77 077 077 0.77 077 077 077 0.77 0.78 0.78 0.79 0.80 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86
§ 0.10 079 079 o078 078 078 078 078 0.78 078 078 0.78 0.79 0.79 0.80 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87
L 020|080 08 079 079 079 079 079 079 079 079 0.79 0.80 0.80 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88
>'2'r 030 082 081 081 080 080 080 080 08 080 080 0.81 0.81 0.82 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.90
0.40 | 0.83 082 082 081 081 081 081 081 081 082 0.82 0.82 0.83 0.84 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.90 0.91
050 084 084 083 083 083 082 082 083 083 083 0.83 0.84 0.84 0.85 0.86 0.87 0.87 0.89 0.90 0.91 0.92
060 | 086 085 085 084 084 084 084 084 084 084 0.85 0.85 0.86 0.86 0.87 0.88 0.89 0.90 0.91 0.92 0.94
0.70 | 0.87 087 08 08 08 08 08 08 08 086 0.86 0.87 0.87 0.88 0.89 0.90 0.90 0.92 0.93 0.94 0.95
0.80 | 0.89 088 088 087 087 087 087 087 087 088 0.88 0.88 0.89 0.90 0.90 0.91 0.92 0.93 0.94 0.95 0.97
090 | 090 090 089 089 08 08 08 08 089 089 0.9 0.90 0.91 0.91 0.92 0.93 0.94 0.95 0.96 0.97 0.99
1.00 | 092 092 091 091 091 091 091 091 091 091 091 0.92 0.92 0.93 0.94 0.95 0.96 0.97 0.98 0.99 1.00

Elaboracion Propia.
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Figura 67. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadréatico Multifactorial para
la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 68. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico
Multifactorial para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 69. Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadréatico Multifactorial para
la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii

ABSORBANCIA: pH (X2) VS FF (X4)
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Figura 70. Malla de Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadratico
Multifactorial para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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DISENO COMPUESTO CENTRAL - DCC
Tabla 31. Puntos Generados por Malla de Superficie Respuesta del Modelo Estadistico Estimado de 2do Orden, para Escala Codificada

Xo: pH de Sintesis

Xs: Tiempo de Sintesis (min)

* -1.00 | -0.90 | -0.80 | -0.70 | -0.60 | -0.50 | -0.40 | -0.30 | -0.20 | -0.10 | 0.00 0.10 | 0.20 0.30 | 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 | 0.90 | 1.00
-1.00 | 0.69 0.68 0.68 0.68 0.67 0.67 0.67 067 0.67 0.68 0.68 0.69 0.69 0.70  0.70 0.71 0.72 0.73 0.74 0.76  0.77
-090 | 0.70 069 069 069 068 068 068 068 068 0.69 0.69 0.69 0.70 0.71 0.71 0.72 0.73 0.74 075 077 0.78
-0.80 | 0.712 0.70 0.70 0.69 069 069 069 069 069 070 0.70 070 0.71 0.72 0.72 0.73 0.74 0.75 0.76 078 0.79
-0.70 | 0.72 o071 071 070 070 070 070 070 0.70 0.70 0.71 0.71 0.72 0.73 0.73 0.74  0.75 0.76 0.77  0.78 0.80
-060 | 0.3 072 072 071 071 071 071 071 071 071 0.72 0.72 0.73 0.73 0.74 0.75 0.76 0.77 078 079 081
-0.50 | 0.74 073 073 072 072 072 072 072 072 072 073 0.73 0.74 0.74 0.75 0.76 0.77 0.78 079 080 0.82
-040 | 0.74 074 074 073 073 073 073 073 073 073 0.74 0.74  0.75 0.75 0.76 0.77 0.78 0.79 080 081 0.83
-0.30 | 0.75 075 074 074 074 074 074 074 074 074 075 0.75 0.76 0.76 0.77 0.78 0.79 0.80 081 082 0.84
-0.20 | 0.76 0.76 0.75 0.75 075 075 075 075 075 0.75 0.76 0.76 0.77 0.77 0.78 0.79 0.80 0.81 082 083 0.84
-0.10 | 0.77 077 076 076 076 076 076 076 076 0.76 0.76 0.77 0.77 0.78 0.79 0.80 0.81 0.82 083 084 0.85
0.00 | 0.78 0.78 0.77 0.7 077 077 077 077 077 077 0.77 0.78 0.78 0.79 0.80 0.81 0.82 0.83 0.84 085 0.86
0.10 | 0.79 0.79 078 078 0.78 078 077 078 078 078 0.78 0.79 0.79 0.80 081 0.82 0.83 084 08 086 0.87
0.20 | 080 080 079 079 079 078 078 078 079 079 0.79 0.80  0.80 0.81 0.82 0.83 0.83 084 086 087 0.88
030 081 081 08 080 08 079 079 079 080 080 0.80 0.81 0.81 0.82 0.83 0.83 0.84 0.85 087 0.88 0.89
040 | 082 081 081 081 08 080 080 080 081 081 081 0.82 0.82 0.83 0.84 084 0.85 0.86 087 089 0.90
050 | 0.83 082 082 082 081 081 081 081 081 082 0.82 0.83 0.83 0.84 084 0.85 0.86 0.87 0.88 0.90 0091
0.60 | 0.84 083 083 083 082 082 082 082 082 083 0.83 0.83 0.84 0.85 0.85 0.86 0.87 0.88 089 091 092
0.70 | 0.85 084 084 083 083 083 083 083 083 084 084 0.84 0.85 0.86 0.86 0.87 0.88 0.89 090 092 093
080 | 0.86 085 08 084 084 084 084 084 084 085 0.85 0.85 0.86 0.87 0.87 0.88 0.89 0.90 091 092 094
090 | 0.87 086 086 08 08 08 08 08 085 085 0.86 0.86 0.87 0.87 0.88 0.89 0.90 0.91 092 093 095
100 088 087 087 08 08 08 08 086 086 086 0.87 0.87 0.88 0.88 0.89 0.90 0.91 0.92 093 094 096
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Figura 71. Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico Multifactorial para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 72. Malla de Superficie de Respuesta 3D del Modelo Cuadratico Multifactorial
para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii.
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Figura 73. Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadratico Multifactorial para la
Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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Figura 74. Malla de Superficie de Contornos 2D del Modelo Cuadratico Multifactorial
para la Biosintesis de NPsAg, a partir de la Lepechinia Meyenii
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4.6.3.7. DECODIFICACION DE LOS PARAMETROS DEL MODELO

MATEMATICO
Tabla 32. Variables significativas del modelo con centro (Z°) y radio del disefio
(A Zj)
NIVELES .
N° VARIABLES Z° A Zj £
Z(+) Z()
A | X2:pH 10 9 9.5 0.5 19
B | X3: Temperatura de Sintesis 51 48 49.5 15 33
C | X4:Volumen de FF 180 120 150 30 5
D | X5: Tiempo de Sintesis 240 180 210 30 7

Elaboracion Propia.
A. MODELO ESTADISTICO CODIFICADO:

Y =0.7739 + 0.0405X, + 0.0534X; + 0.0961X, + 0.0405Xs + 0.0488X% + 0.0964X% +
0.0440X2 + 0.05290X2 + 0.1941X,X; — 0.0568X3Xs + 0.0604X,Xs + e

Para el Término Independiente

K K K
ag = bO - Z bigl' + Z biugigu + Z biié'iz (428)
i=1

u=1 i=1

ag = 0.7739 — [(0.0405 * 19) + (0.0534 * 33) + (0.0961 * 5) + (0.0405 * 7)]
+[(0.0488 x 19%) + (0.0964 * 332) + (0.0440 * 52) + (0.0529 * 72]
+[(0.1941 % 19 = 33) + ((—0.0568) % 33 x 7) + (0.0604 * 5 * 7)]

ag = 234.4606

Para los Términos Lineales

bi bii b]u
7 o= Y
W= Az T “az, 5T Az,

(0.0405) (0.0488) 1 0.1941
— —_ % j—

= 33 = —16.4384
%2 05 05 05

(0.0534) (0.0964) 3 0.1941 (—0.0568)
j— —_ k j— E3 _——_——

B=" 15 15 15 15 7=-63995

(0.0961) (0.0440) 0.0604

a, 30 30 30 *7 =—0.0256

(0.0405) _ (0.05290) (—0.0568) (0.0604)
—2 $7 ————— %33~

30 30 30 30 *° = 002908

Qg =
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Para los Términos Cuadraticos

b::
a X? = A;-Z (4.30)
L
_ (0.0488)
Ayy = W = 0.1952
_(0.0964)
Q33 = 1—52 = 0.04284
0.0440
Auq = % = 0.0000489
_ (0.05290) _ 0.0000588
Ass = T = U.
Para los Términos Interactivos
b::
a;;Z;Z; = AZL_ZZ]_ (4.31)
01941 _ o con
3= 05%15
—0.0568
@35 =T 39 = 000126
0.0604
Ay = m = 0.0000671

B. MODELO ESTADISTICO DECODIFICADO:

Y = 234.4606 — 16.4384Z, — 6.3995Z5 — 0.0256Z, + 0.02908Z; + 0.1952Z2 +
0.04284Z2 + 0.000048922 + 0.0000588Z2 + 0.25887,Z5 — 0.00126Z5Z5 +
0.0000671Z,75 + e (4.32)

PRIMER CORTE: Para X4s=0y X5 =0.

Y =0.7739 + 0.0405X, + 0.0534X5 + 0.0488X% + 0.0964X% + 0.1941X,X; + e

Para el Término Independiente

K K K
ap = by — Z big; + Z by €&y + Z b}
i=1

iu=1 i=1
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ap = 0.7739 — [(0.0405 = 19) + (0.0534 * 33)] + [(0.0405 * 19%) + (0.0964 * 332)]
+ [(0.1941 % 19 * 33))]

ap = 239.543
Para los Términos Lineales
b; b by, .
aiZi:A_Zi_ A—ZiEi—A—ZiEjSu ]=u=1 ......... k—l
(0.0405) ) (0.0488) 0.1941 33 16.4384
= —_ * —_ % = —
2 05 05 05 '
(0.0534) ) (0.0964) 3 0.1941 19 66646
= —_ * —_ * = —
%3 15 15 15 '
Para los Términos Cuadraticos
Y2 = by;
A;idi = AZ?
B (0.0488) — 01952
%22 =52z TV
(0.0964)
Q33 = T = 0.04284
Para el Término Interactivo
A AZAZ;
B 0.1941 — 02588
2= 05415

Y = 213.3839 — 4.4464 Z; + 0.03782 Z% + 0.2588 Z,Z5
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4.6.3.8. ANALISIS DE MAXIMOS, MINIMOS Y CONDICIONES OPTIMAS

Analizando numéricamente el modelo matemaético a escala codificada, sometemos la

ecuacion matematica a derivacion parcial para obtener los valores maximos de la region éptima

que en nuestro modelo logro detectar:

Ecuacion Cuadratica Estimada a Escala Codificada

Y = 0.7739 + 0.01505X, + 0.0405X, + 0.0534X; + 0.0961X, + 0.0405X; +
0.0235X2 + 0.0488X2 + 0.0964X2 + 0.0440X2 + 0.05290X2 — 0.0453X, X, —
0.0193X,X; — 0.0380X, X, + 0.0417X,Xs + 0.1941X,X5 — 0.0181X,X, — 0.0069X,Xs +

0.0054X5X, — 0.0568X5Xs + 0.0604X, X + e (4.33)

A. Criterio de la Determinante de la Matriz Hessiana

En este estudio, resulta necesario hacer uso de méetodos de segundo orden por medio

de la Matriz Hessiana; esto a razon de la existencia de mas de dos variables independientes

significativas en el proceso estudiado, por lo que la dificultad de analizar la existencia de un

extremo relativo es considerable. A continuacion, mostramos el disefio de la forma de Matriz

Hessiana:

Calculando la Segunda Derivada:

ZX? — 0.047
32732; — 0.0976
22733; —~ 0.1928
aixi; — 0.088
2% — 0.1058
- )?lzayxz = —0.0453
6)?1ng3 — 00193

%Y _ 0380
0Xx,0X,
2
y
= 0.0417
9X,0Xs
0%y
= 0.1941
0X,0X5
2%y
AT, —0.0181
0%y
X% —0.0069
0%y
— 0.0054
6X236X4
0%y
—0.0568
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9%y

X ox. = 00604
H11=0047
[ 0% 9%y
Y _| oX? axlaxz|
Y %y |
| ox,0x, ax2 |

0.047  —0.04537 _

—0.0453 0.0976 1 — ay1ay7 — A120,7 = 0.0132 — 0.0032 = 0.00253511
0X?  0X,0X, 0X,0Xs
How = 62y 62y azy
> 0X,0X, 0X7  0X,0X;
62y azy azy
B aX16X3 aX26X3 aXB%

0047 —0.0453 —0.0193 i o a
= [-00453 00976 01941 | =an |2 B -an|l 2|+
~0.0193 01941  0.1928

z1 dzz| _
U3 |y, asyl = a11(A22a33 — A23032) — A12(A21a33 — Az3a31) + A13(A21a32 — A22a31)

=-0.0009789
0%y 0%y 0%y 0%y
0X2  0X,0X, 0X,0X; 0X,0X,
0%y 0%y 0%y 0%y
Y 0X,0X, 0X?  0X,0X; 0X,0X,
"l ey 92y 92y 0%y
0X,0X; 0X,0X; 0X2  0X30X,
0%y 0%y 0%y 0%y
| 0X,0X, 0X,0X, 0X;0X, 0X?

0.047 —0.0453 -0.0193 —0.0380
—0.0453 0.0976 0.1941 -0.0181] _
—0.0193 0.1941 0.1928 0.0054 | 0.0000731427

—0.0380 —-0.0181 0.0054 0.088
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9%y 9%y 0%y 0%y 0%y
0X? 0X,0X, 0X,0X; 0X,0X, 0X,0Xs
%y 2%y 0%y 0%y 0%y
0X,0X, 0XZ  0X,0X; 0X,0X, 0X,0Xs
u 0%y 0%y 0%y 0%y 0%y
T 0x,0X; 0X,0X;  0XZ  0X30X, 0X30Xs
0%y 0%y 0%y 0%y 0%y
0X,0X, 0X,0X, 0X;0X, 0X? 0X,0Xs
%y 9%y 0%y 0%y 9%y
| 0X,0Xs 0X,0Xs 0X30Xs 0X,0Xs  0XZ
[ 0.047 —0.0453 —-0.0193 -0.0380 0.0417]
| —0.0453 0.0976 0.1941 -0.0181 -—0.0069|
= [-0.0193 0.1941 0.1928 0.0054 —0.0568|= -0.00000372392
—0.0380 —0.0181 0.0054 0.088 0.0604
0.0417 —-0.0069 -—-0.0568 0.0604 0.1058
Tabla 33. Criterio de Maximos y Minimos
Hjj SIGNOS
H1X1 - + ;
H2X2 + + _
H3X3 - + -
HKK + +
Centro Méaximo Minimo Sin Extremo

Fuente: Ayala Mina & Pardo Mercado.

Considerando los signos de los coeficientes (Bjj) del modelo matematico obtenido,

realizamos el siguiente analisis:
Tabla 34. Criterio de Modelo de Curvatura

N° B2 Bas Bas Bss TIPO EXTREMO TIPO CURVA

1 - - - - Maximo Elipse
L, Silla Montar

2 + - + - Minimax. Arriba
s, Silla Montar

3 - + - + Minimax. Abajo

4 i i i + Minimo Elipse Invertido




4.6.3.9. CONDICIONES OPTIMAS
A. Maximizando con el Criterio de las Derivadas Parciales

Hallando las derivadas parciales para cada variable (utilizando el modelo cuadrético a

escala codificada)

Y =0.7739 + 0.0405X, + 0.0534X; + 0.0961X, + 0.0405X; + 0.0488X2 + 0.0964X2 +
0.0440XZ + 0.05290X2 + 0.1941X,X; — 0.0568X3Xs + 0.0604X,Xs + e

)4
o5z = 0-0405 +0.0976 X; + 0.1941 X; = 0
ay
5x3 = 00534 +0.1928 X5 + 0.1941 X, — 0.0568 X5 = 0
00961 +0.088 X, + 0.0604 X5 = 0
x4 ' R 57

aY
X5 0.0405 + 0.1058 X5 — 0.0568 X3 + 0.0604 X, = 0

Resolviendo el sistema de ecuaciones por resolucion matricial de Gauus — Jordan

Forma Matricial: [4] [X] = [B]

0.0976 0.1941 0 0 X2 -0.0405
0.1941 0.1928 0 -0.0568 X3 _ -0.0534
0 0 0.088 0.0604 X4 - -0.0961
0 -0.0568 0.0604 0.1058 X5 -0.0405

La Matriz Inversa resultante es [A]*

-6.0064 8.1722 -4.9515 7.2141
8.1722 -4.1093 2.4898 -3.6275
-4.9515 2.4898 17.1766 -8.4693
7.2141 -3.6275 -8.4693 12.3394

El producto de la Matriz Inversa por la Matriz B, es el siguiente vector resultante:
[A*]*[B]

X2 = -0.7407
X3 = 0.0000
X4 = 2.0441
X5= -1.5911
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Valores 0ptimos maximizados a escala codificada: X2 = -0.7407; X3 = 0.0000; X4 = 2.0441,
X5=-1.5911

Decodificando Valores Optimos Maximizados a Escala Natural con la siguiente ecuacion:

Z;j = Z¢ + X;AZ; (4.34)

Haciendo uso de la ecuacion anterior con el centro y radio (Z;) del disefio (AZ;) se obtienen
los siguientes valores decodificados:

Z2 =9.5+(—0.7407)(0.5) = 9.12965

Z3 =49.5 + (0.0000)(1.5) = 49.500

Z4 =150 + (2.0441)(30) = 211.323

Z5 =210 + (—1.5911)(30) = 162.267

B. Minimizando con el Criterio de la Segunda Derivada

0 2
6_X2 = 0.0976
C')_YZ = 0.1928
0 2
6_X4 = 0.088
2
B_Xs = 0.1058

Entonces los valores éptimos minimizados a escala codificada son: X2 = -0.0976; X3
=0.1928; X4 =0.0881 y X5 = 0.1058.

Finalmente, decodificando los valores minimos con el centro (Z7) y radio del disefio
(AZ;), se obtiene los siguientes valores a escala natural:

Z2 =9.5+ (0.0976)(0.5) = 9.45
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73 = 49.5 + (0.1928)(1.5) = 49.78
Z4 = 150 + (0.088)(30) = 152.64
75 = 210 + (0.1058)(30) = 213.17

4.6.3.10. SOLUCION OPTIMA

Se determinaron que las condiciones dptimas del proceso de biosintesis de AgNPs, para
las condiciones minimas y de productividad efectiva del proceso de biosintesis son: a) pH de
sintesis de 9.45 (Z2), b) temperatura de sintesis de 49.78 °C (Z3), ¢) volumen de fraccién
flavonoide en 152.64 uL (Zs) y d) tiempo de sintesis de 213.17 min (Zs). Respecto a las
condiciones Optimas del proceso de Biosintesis de Nanoparticulas de plata con Fraccién
Flavonoide NPAg — FF, a partir del Extracto Hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii al 20% -

EH, los valores experimentales coincidieron satisfactoriamente con valores predichos.
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CAPITULO V

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. BIOSINTESIS DE LAS AgNPs CON LA F. FLAVONOIDE

La reduccién de los iones de plata Ag™ presentes en la solucion de reaccion, ha sido
mediada por el efecto reductor del volumen afiadido de FF de la Lepechinia meyenii, se validd
mediante el cambio del color de la reaccion a un color amarillo dorado translucido como
resultado de la formacion de AgNPs. Segin Ahmad et al (2003), el espectro UV-VIS obtenido
de las AgNPs formadas, revel6 un pico de absorbancia maxima de AgNPs entre 410 — 420 nm,
debido al efecto de resonancia de plasmon superficial (SPR). En otros trabajos realizados,
también se observé un aumento gradual en la densidad del color como indicador del aumento
de la tasa de formacion de AgNPs en las mezclas de reaccion (Mulvaney et al, 1997),
(Rajeshkumar, 2016), (Sahayaraj et al, 2020). Por otro lado, Khan et al (2015), afirmaron que
la espectroscopia UV-VIS se considera uno de los procedimientos importantes para establecer
el desarrollo de nanoparticulas metélicas. La absorbancia maxima del pico de distintas AgNPs
se registrd a 400 nm (Chokshi et al, 2016), 420 nm (Naik et al, 2014), (Rajeshkumar, 2016) y
432 nm (Sahayaraj et al, 2020), presentandose distintos cambios en la banda SPR. De acuerdo
con las variables identificadas en la tabla 4, los resultados experimentales de la tabla 5, han
sido determinados por la Absorbancia maxima a 411 nm, mediante un barrido experimental
por el espectrofotdmetro UV -VIS, estos resultados estan en funcién de sus variables

significativas y la efectividad del proceso de biosintesis de AgNPs.

Respecto a las condiciones de reaccion para optimizar la biosintesis de AgNPs,
mediada por el efecto reductor de la FF de Lepechinia meyenii. Primeramente, se ha estudiado
el pH como parametro de sintesis (X2). El perfil de efectos del pH en el proceso de biosintesis
revel6 que los valores de pH entre: 8.5 — 10.5, se encuentra el valor 6ptimo para la formacién
de las AgNPs. El aumento o disminucion del valor del pH de la reaccion afecta drasticamente
la velocidad de formacion de AgNPs, como se puede observar en la figura 9, donde se aprecia
laintensidad de coloracion de la solucion coloidal (dorado intenso -translucido). Los resultados
obtenidos indican la formacién nula de AgNPs (SPR) para valores de pH, menores de 8.0 y
mayores de 11.0, mientras que la SPR aumenta entre este rango de valores para alcanzar a su

pH éptimo. Asimismo, Traiwatcharanon et al (2015) afirmaron que, en condiciones alcalinas,
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los iones de hidréxido cargados negativamente (OH ~) mejoran la reduccién de (Ag*) a AgNPs
(Ag®); mientras que, en condiciones acidas, se da un equilibrio entre la fuerza impulsora de

disolucion de AgNPs y la fuerza repulsiva para preservar la dispersion de AgNPs.

Por otro lado, para nuestro estudio de investigacion el tiempo de reaccion (X3), tiene
efecto significativo en la biosintesis de las AgNPs; sin embargo, no hubo una sintesis
considerable de AgNPs para los primeros 180 min, esto podemos confirmarlo segin los
ensayos preliminares realizados, y expuestos en los graficos de cinética de biosintesis que se
muestran en las figuras 10 al 17, donde se aprecia claramente que el pico de méaxima
absorbancia para la formacion de AgNPs, esta por encima de los 180 min para cada ensayo
experimental establecido. Posteriormente la tasa de reduccion en la formacion de AgNPs
aumento considerablemente para varios de los ensayos realizados a partir de los 240 min en
adelante por la fuerza de coloracion presentada en cada ensayo experimental caracteristico de
las NPs, por el efecto de la reduccion de los iones de plata a AgNPs (Sahayaraj et al, 2020).

El volumen de FF (X5) usado en la reaccion, también se estudié como parametro de la
biosintesis de AgNPs, siguiendo el procedimiento establecido por la MSR, de acuerdo con la
tabla 4. Los efectos de significancia, en relacion a los distintos voliumenes de FF (pL), se
estudiaron variando estos volimenes de FF en pL, respecto al volumen de solucién de la sal
precursora (AgNOz: 1mM), manteniéndose constante el volumen de esta solucion
precursora. El pico de absorcion a 411 nm con absorbancia maxima, se registré con los
volimenes de FF entre los 100 — 150 uL, para las mejores condiciones de biosintesis. Los
picos de absorcion fueron ligeramente mas amplios y se registrd una absorbancia mas baja
para menores volumenes de FF, es decir por debajo de los 100 pL de volumen. Esto indica una
reduccion lenta de Ag* a Ag®, como se muestra en las graficas (figuras 10 al 17) de absorcion

de los ensayos experimentales.

También, se analizaron otros parametros como: la velocidad de agitacion (X1) y la
temperatura (X4), que se involucran en la sintesis y para el estudio de optimizacidn en relacion
a los otros parametros ya analizados. Los espectros de absorcion UV-VIS de las AgNPs, fueron
obtenidas a partir de la solucion acuosa de AgNOs con FF y estan en relacién al efecto de la
temperatura (X4); segun los datos experimentales presentados. Por lo que, esta variable resulta

significativa a temperaturas moderadas, alrededor de los 45°C, segln los ensayos que se
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muestran principalmente en la figura 12 y 13. Estos datos reportados, estan en similitud con
los trabajos experimentales realizados por; (Rajeshkumar, 2016; Traiwatcharanon et al, 2015;
Chokshi et al, 2016 y Sahayaraj et al, 2020).

5.2. CARACTERIZACION DE LAS AgNPs BIOSINTETIZADAS
5.2.1. Anadlisis de Espectroscopia UV-Visible (UV-VIS)

De acuerdo con el trabajo realizado por Walelign & Legesse (2021), en este estudio de
investigacion, tambiéen se aplicé el seguimiento del proceso de la biorreduccién de iones de
plata (Ag*) a AgNPs (AgP), mediante espectroscopia UV-VIS . La espectroscopia UV-VIS
podria utilizarse para detectar el tamafio y la forma de las NPs en suspensiones acuosas
(Walelign & Legesse, 2021). La formacion y optimizacion de AgNPs se control6 mediante
espectroscopia UV-VIS midiendo la absorbancia en el rango de exploracion de 350 a 700
nm. EI cambio de coloracion indica la formacion de AgNPs, confirmandose ademas la
aparicion del pico caracteristico de resonancia de plasmon superficial (SPR) entre 400 y 500
nm (Kredy, 2018). Por otro lado, de acuerdo con el estudio desarrollado por Elemike et al,
(2017) las AgNPs sintetizadas eran de color dorado claro translucido a marrén oscuro
en solucion acuosa, debido a la excitacion de electrones y cambios en los niveles de energia
electronica, lo que refleja la reduccion de Ag* en Ag’. En nuestro trabajo, la formacion
de nanoparticulas de plata fue confirmada por los picos observados en el rango de 400 a 430
nm (segun las figuras 10, 12, 13, 15, 16 y 17 como se puede observar). Los diferentes factores
como la velocidad de agitacion (X1), el pH (X2), el tiempo (X3), la temperatura (X4) y el
volumen de FF de hojas de Lepechinia meyenii, afectan la sintesis de AgNPs, en cuanto a la

formacién y la distribucion del tamafio de las nanoparticulas.

5.2.2. Andlisis de Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-
IR)

Se realizd un estudio FTIR para confirmar los grupos funcionales presentes en las
NPsAg (que son responsables de los agentes de reduccion, estabilizacidn y proteccion de las
nanoparticulas) y se compard con el espectro FTIR de la FF de Lepechinia meyenii.. Los
espectros de absorcion FT-IR de AgNPs, se estudiaron en el rango medio infrarrojo
comprendido entre: 500 cm™* a 4000 cm™! de niimero de onda, como se presenta en la figura
22. El andlisis de los picos espectrales por FTIR, son analizados por regiones:
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5.2.2.1. Regién 3600 a 3000 cm™

La region entre 3600 y 3200 cm ™ se atribuye generalmente a los modos vibracionales
por estiramiento (stretch) de O-Hy N-H (Bellamy, 1975). El hidrégeno ligado a los carboxilos
(COOH) llamado también de hidroxilo (O-H), tipicamente se encuentra en torno a 3000 cm™!
(Bellamy, 1975), (Roeges, 1994), (Lin-Vein et al, 1991), (Nakamoto et al, 1963) y la

frecuencia de vibracion O-H proveniente de ambas muestras esta en torno de 3400 cm ™,

Tanto para las muestra (a) y (b) de la figura 22, (fraccion flavonoide FF y AgNPs),
podemos identificar una banda ancha alrededor de 3000 cm™ y 3400 cm %, se debe a
la vibracion por estiramiento N-H del grupo NH.y el grupo OH de la superposicién de
vibracion de estiramiento atribuida al agua y los compuestos fenolicos presentes. Asimismo,
en un estudio realizado por Fitch & Dragan (1998), se identificaron picos muy proximos
correspondientes al grupo OH en el modo vibracional por estiramiento, con frecuencias de
3028 y 3005 cm?, correspondientes al hidroxilo y H.0, en la misma region del espectro se
observaron 2 picos mas, corridos hacia el rojo, con frecuencia de 3397 cm™ y 3518 cm ™2, estos
corresponderian a los modos vibracionales NH. en el que determinan que las bandas

comprendidas entre 3500 cm™ y 3300 cm ™ son asignados a NH.

5.2.2.2. Region 3100 a 2300 cm™!

En esta region de frecuencias estan contenidas muchas vibraciones, por lo que en
muchos de los casos se presentan sobrepuestas, principalmente abajo de 1800 cm™. En esta
region se presentan con mas ocurrencia los Ilamados desdoblamientos vibracionales o
sobretonos. Cuanto méas compleja sea la molécula mas complicada seran los espectros en el

rango de bajas frecuencias (Trujillo Herrera, 2013).

En la figura 22 (a), el pico de 2972.75 cm™?, se les atribuye a los modos de estiramiento
C-H, correspondientes con el trabajo de Walelign & Legesse (2021). Méas exactamente en el
modo antisimétrico CHz con 2972.15 cm ™ y simétrico CHz con 2881.96 cm™2. Para la figura
22 (b), no existe sefial de estos picos, por lo que se podria deducir que las nanoparticulas de
plata se encuentran interaccionando con los distintos grupos funcionales presentes en la FF de
la especie vegetal de Lepechinia meyenii, correspondientes con el trabajo desarrollado por
(Ronquillo et al, 2011).
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5.2.2.3. Region 2300 a 1200 cm™!

De acuerdo con Trujillo Herrera (2013), en esta region de frecuencias estan contenidas
muchas vibraciones, por lo que en muchos de los casos se presentan sobrepuestas,
principalmente abajo de 1800 cm™t. En esta region se presentan con mas ocurrencia los
Ilamados desdoblamientos vibracionales o sobretonos. Cuanto més compleja sea la molécula

mas complicada seran los espectros en el rango de bajas frecuencias.

De la figura 22 (a), correspondiente a la Fraccion Flavonoide, en esta se observa una
banda poca intensa alrededor de los 1378.96 cm™, que pertenecen a las oscilaciones del grupo
C — OH (Escobar Falconi, 2015). Esta banda esta relacionada con el trabajo desarrollado por
Mat Yusuf et al (2020), donde trabajaron con dos distintos extractos y sus NPs
correspondientes, aqui se observaron los picos FTIR a 1408,57 cm !y 1410,77 cm™! para
ambos extractos de las plantas estudiadas y también para sus NPSAg sintetizadas
respectivamente. Estos picos cambiaron y se desplazaron a 1382,47 cm ~!y 1383,51 cm ~ 1.
Segun Godipurge et al (2016), esto corresponde a la flexion C-OH (en el plano) de las
vibraciones de los acidos carboxilicos. Por otro lado, un estudio realizado por Walelign &
Legesse (2021), también reporta la presencia de un pico intenso alrededor de 1363,23

cm™L, que muestra la vibracion de estiramiento NH en el enlace amida.

Observando la figura 22 (b), que corresponden a las AgNPs sintetizados con la fraccion
flavonoide (FF), se muestra un pico emergido bien definido, alrededor de los 1636.48 cm™?
debido a la presencia de NOs correspondiente a la sal precursora; por lo que, el caso mas
notorio es esta region corresponde al par ion Ag* y NOgs’, la cual no aparece en el espectro
FTIR de la figura 22 (a) fraccién flavonoide - FF (Escobar Falconi, 2015).

Por otro lado, el estudio realizado por Thomas et al (2019), identifica un pico alrededor
de 1697 cm™! asociado con el estiramiento del enlace (C=0) de los cidos carboxilicos (por
causa del grupo carbonilo y las amidas). Asimismo, en otro estudio realizado por Walelign &
Legesse (2021), también observan el modo de estiramiento del grupo carbonilo (C=0) a
1614,92 cm™%, lo que sugiere la presencia de grupos carboxilicos, aldehidos , ésteres o cetonas
que contienen compuestos derivados de flavonoides y taninos. En nuestro caso, de acuerdo
con la figura 22 (b) correspondientes a las NPs sintetizadas, no observamos ningln pico
emergido en esta region, por lo que podemos deducir que todos estos componentes reductores
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tuvieron una participacion efectiva en la reduccién de la plata para nuestro proceso de sintesis.
Por lo tanto, de acuerdo con Ronquillo et al (2011), para estos resultados se puede deducir que
las nanoparticulas de plata se encuentran interaccionando con los distintos grupos funcionales

presentes en el extracto total de la planta Lepechinia meyenii.

5.2.2.4. Region 1200 a 500 cm™

De la figura 22 (a), correspondiente a la muestra de FF, se observan 2 picos definidos
en esta region a: 1045.93 cm™ y 1087.81 cm™; en comparacion con el grafico FTIR de la figura
22 (b) de las AgNPs, que muestran notorias reducciones 0 ausencias de sus picos en esta region.
Estos espectros también estan relacionados con el trabajo desarrollado por Mat Yusuf et al
(2020), donde los picos reportados para ambos extractos estudiados estan en 1093,41 y
1043,45 cm' 1, las cuales muestran las principales reducciones en los espectros FTIR de AgNPs
sintetizadas. Para Mata & Rani (2015) estos picos también indican la presencia de CN de
aminas alifaticas. Por lo tanto, para este estudio se puede deducir que el pico identificado en
1045.93 cm™ de la figura 22 (a), podria asignarse a las vibraciones del estiramiento C-N de las
aminas alifaticas y de acuerdo con el trabajo realizado por Walelign & Legesse (2021) el pico

que se identifica a 1087.81 cm™ podria corresponder al grupo C-O de los esteres alifaticos.

5.3. OPTIMIZACION APLICANDO DISENO EXPERIMENTAL Y LA MSR

5.3.1. ANAI:ISIS DE REGRESION LINEAL MULTIFACTORIAL DEL
DISENO FACTORIAL P&B

5.3.1.1. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Y EVALUACION DE

SIGNIFICANCIA

El disefio Placket y Burman (P&B), es un disefio de deteccion efectivo que se utiliza

para identificar los factores significativos a partir de una gran cantidad de variables del proceso

que influyen en la biosintesis de AgNPs, (sintetizadas a partir de la FF de Lepechini

meyyenii). ElI P&B es un disefio factorial fraccionado de dos niveles y se basa en la ecuacion

polinomial de primer orden sin ninguna interaccion entre los factores independientes (Jabeen
et al, 2015; Plackett & Burman, 1946).

Segun la tabla 12, se hizo la evaluacién de la significancia para cada una de las

variables independientes (Xi) del proceso de biosintesis de AgNPs. En este cuadro se efectian
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los célculos para la determinacion de los efectos de cada variable; también se establecen: los
grados de libertad (g.1), se desarrolla el calculo de la Suma de Cuadrados (SS), la Media de la
Suma de Cuadrados (MS) y el célculo del estadistico Fo. Asimismo, se desarrolla un Test de
Fisher con el estadistico F segun tabhlas, al 95% de nivel de significancia, y con 1y 2 grados
de libertad, que fueron determinados por las variables y error del disefio respectivamente. La
evaluacion de significancia para las variables del proceso de biosintesis de AgNPs con
Fraccion Flavonoide (AgNP — FF), se determina mediante el estadistico de Fisher; donde las
variables resultaron siendo significativas para Fo > F (tablas).

Asimismo, en la tabla 12 se desarrollan los calculos respectivos para el analisis de
varianza y la significancia de las variables; en consecuencia, la evaluacion del test de Fisher
con el estadistico F respectivo (segun tablas), ha determinado que del total de variables de
partida (5 variables), se encontrd que las 5 variables resultaron de mayor significancia para el
proceso de biosintesis de AgNPs. Segln la tabla 12 se determin6 que las 5 variables: X1, X2,
X3, X4 y X5, tienen efectos de mayor significancia en relacion a los efectos de las variables
ficticias F1 y F2. Por lo tanto, los efectos de mayor significancia para el disefio experimental
P&B resultaron siendo: a) X1: velocidad de agitacion (RPM), b) X2: pH de sintesis; X3:
tiempo, ¢) X4: Temperatura de sintesis (°C) y d) X5: Volumen de Fraccion Flavonoide (uL).

5.3.1.2. ANALSIS DE RESIDUALES Y VALIDACION DEL MODELO
LINEAL

La influencia de los cinco factores importantes se analiz6 estadisticamente utilizando
el disefio factorial P&B. Segun la tabla 12, de los cinco factores iniciales para evaluacion de
las variables, los cinco factores resultaron significativos siendo estos: la velocidad de
agitacion, pH, temperatura, tiempo y volumen de FF, teniendo ademas un efecto significativo
en la variable de respuesta Y (Absorbancia 411 nm). Los factores se evaluaron mediante el test
de Fisher para un p = 0,05 (nivele de confianza > 95 %) y con 1 y 2 grados de libertad,
determinandose asi la significancia de las 5 variables, eligiéndose estas para el siguiente nivel
de optimizacién mediante el DCC y la MSR. Finalmente, se aplicé un analisis de regresion
multiple a los resultados experimentales y se ajusto a una ecuacion polinomial de primer orden

representada como Y en la ecuacion 4.8, que se describe a continuacion:

Y = 0.3792 — 0.2240 X, + 0.3124 X, + 0.0506 X, + 0.2460 Xz + e
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5.3.2. ANALISIS DE REGRESION CUADRATICA MULTIPLE PARA EL
DCC

5.3.2.1. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Y SIGNIFICANCIA DE LOS
PARAMETROS

La optimizacion de los procesos de biosintesis se desarrolla mediante el uso de
diferentes enfoques estadisticos para identificar y optimizar los parametros que mas afectan el
proceso Yy predecir sus interacciones (Liu et al 2009), (Othman et al 2018) y (Saad et al
2021). Con referencia a nuestros resultados de optimizacion con el DCC, para la biosintesis de
AgNPs con FF, se evaluaron 5 variables independientes significativas, resultantes de la etapa
I'y 1l de la MSR, estas variables fueron: a) velocidad de agitacion - RPM (X1), pH de sintesis
(X2), temperatura de sintesis - °C (X3), volumen de FF - pL (X4), tiempo de sintesis — min
(X5), como se presenta en la tabla 20. Estas variables han sido evaluadas a través del DCC
para la determinacion de su eficacia en la produccién de AgNPs, mediados con el efecto de la
FF de Lepechinia meyenii. En el DCC, se utilizaron cinco niveles (-2, —1, 0, +1, +2) por cada
variable independiente (factor), como se indica en la tabla 21 y 22 de la matriz predeterminada
para el DCC. Los resultados obtenidos de los ensayos experimentales de DCC se presentan
también en las tablas 24 y 25, tanto para el analisis de residuales y la validacion del modelo
obtenido, donde se comparan los valores estimados (predichos) y los valores experimentales

(observados).

Para tener una interpretacion de los resultados obtenidos y sus interrelaciones, se ha
empleado un modelo cuadratico (No Lineal), resultado del DCC vy el analisis de regresion
cuadratica. La ecuacion correlacionada, entre la respuesta (biosintesis de AgNP) y los
parametros CCD (X1, X2, X3, X4, X5), se ha expresado en términos de factores codificados

de acuerdo con la ecuacion (4.22), obtenida de la siguiente forma:

Y =0.7739 + 0.0405X, + 0.0534X; + 0.0961X, + 0.0405X; + 0.0488X% + 0.0964X% +

0.0440X2 + 0.05290X2 + 0.1941X,X; — 0.0568X3X5 + 0.0604X, X5 +

e (4.22)
Donde: Xz es el valor de pH, Xz es la temperatura de sintesis (°C), X4 es el volumen de

FF (uL) y Xs es el tiempo de reaccion (min). EI modelo cuadratico obtenido por el analisis de

regresion cuadratica multifactorial y el DCC, describe los resultados estimados de absorbancia

a (411nm), para la biosintesis de AgNPs, que estan en funcién de las variables més

significativas del proceso. Es decir, el modelo representativo de los datos obtenidos esta
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caracterizado por las distintas variables que resultaron significativas mediante el “Analisis de
Varianza” (ANOVA). Las variables significativas que representan el modelo cuadréatico estan
dadas por los términos lineales, cuadraticos e interactivos, como se pueden observar en la
ecuacion obtenida por el DCC. Los términos lineales (factores) de mayor significancia en el
modelo cuadratico representativo son: el pH (X2), la temperatura de sintesis (X3), el volumen
de la FF (X4) y el tiempo de reaccion (Xs), de la misma forma los términos cuadraticos que
resultaron con mayor significancia fueron: el pH (X2) la temperatura (X3), el volumen de FF
(X2) y el tiempo (X2) y finalmente los términos interactivos de mayor significancia fueron: el

pH y temperatura (X2*X3), la temperatura y el tiempo (X3*Xs) y la FF con el tiempo (X4*Xs).

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) se presentaron en la tabla 24. Estos
resultados presentan: la varianza, la desviacion estandar y el estadistico T - Student asociados
a los coeficientes del modelo y estan determinados por las ecuaciones 4.15 y 4.16. El efecto
de significancia de los coeficientes del modelo se analiza mediante el test T - Student, para un
valor de T con significancia de 0.85 y con 5 grados de libertad, siendo el valor de “T” segin
las tablas de significancia igual a 1.156, mientras que los valores de t asociado a los
coeficientes menores a este estadistico de tablas (T j < T), resultan no significativos. En nuestro
modelo de regresion obtenido, la Temperatura (X3) y el volumen de FF (X4) son términos de
alta significancia para modelo, segin los célculos desarrollados para el analisis de

significancia.

5.3.2.2. ANALSIS DE RESIDUALES Y VALIDACION DEL MODELO NO
LINEAL
Estos resultados indicaron la importancia y la validez del modelo cuadratico representado por
la ecuacion 4.22, donde su valor estadistico F segun tablas es de 4.56, para una probabilidad
del 95% con 20 y 5 grados de libertad. El valor Fo del modelo est4 calculado mediante la
relacion entre MSr.a Y MSerror, representado por la ecuacion 4.27, teniendo como resultando
un valor calculado de 1.3313 como se aprecia en la tabla 25. Ademas, el valor de Fo > F(taBLAs)

siendo un valor inferior, por lo que el modelo estadistico de 2do orden obtenido, resulta valido.

Los valores estimados (predichos) de Absorbancia (411nm) se obtuvieron utilizando la
ecuacion 4.22 y se presentan junto con los valores experimentales (observados) en la tabla 25.

Por otro lado, la figura 50 “Correlacion y Bondad de Ajuste para el Modelo Cuadréatico”, indica
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una correlacion satisfactoria (R? = 0.6700) entre los valores de respuesta predichos (estimados)
y los valores de respuesta experimentales (observados) para la Absorbancia (411nm). EI R? es
el coeficiente de determinacion que se utiliza para medir la bondad de ajuste del modelo
(Jabeen H. et al, 2015). El valor de R%entre 0.4 a 0.7, indica que el modelo tiene una
correlacion media y es directa por ser positivo, es decir existe una correlacion satisfactoria
directa entre los datos experimentales y los datos observados. Por lo tanto, un valor de
R? (0,6700) tiene una prediccion de respuesta satisfactoria, en este caso es la evidencia para
un buen ajuste del modelo que muestra una buena correlacion entre la respuesta prevista y la

observada, en tanto existe una dependencia del modelo con los datos experimentales.

5.4. CONDICIONES DE MAXIMOS Y MINIMOS Y SOLUCION OPTIMA

Para el analisis de las condiciones de Méaximos y Minimos, se empled el criterio de la
determinante de la Matriz Hessiana, conjuntamente con el software Minitab 19 y la hoja de
calculo Excel. En tanto, con este analisis se busca una combinacion de factores y niveles que
optimizen un conjunto de respuestas satisfaciendo las restricciones del disefio. Asimismo,
segun los graficos de superficie de respuesta 3D, se determinaron que para las condiciones
Optimas del proceso de biosintesis de AgNPs, existen un extremo minimo que esta
representado por la siguiente solucion optima: a) pH de sintesis de 9.45 (Z>), b) temperatura
de sintesis de 49.78 °C (Za), ¢) volumen de fraccion flavonoide en 152.64 L (Z4) y d) tiempo
de sintesis de 213.17 min (Zs). Finalmente, se deduce que respecto a las condiciones optimas
del proceso de biosintesis de nanoparticulas de plata con Fraccién Flavonoide (NPAg — FF),
obtenidas a partir del extracto total de Lepechinia meyenii al 20% (EH), los valores
experimentales coincidieron satisfactoriamente con valores estimados; por lo tanto, existe una
dependencia predictiva del modelo cuadratico multifactorial obtenido para la obtencion de

datos estimados.
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CONCLUSIONES

1. Se logrd la sintesis de nanoparticulas de plata (NPsAg) en funcién de las variables de
mayor significancia del proceso las cuales fueron: velocidad de agitacion (RPM),
potencial de hidrogeno (pH), temperatura de sintesis (°C), volumen de fraccion

flavonoide (uL) y tiempo de reaccion (min).

2. Lacaracterizacion de las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde, se realizd
mediante técnicas espectrofotometricas y microscépicas. Por espectrofotometria UV —
VIS se desarrollé el barrido espectral, confirmando la presencia de NPsAg por el
plasmoén superficial, con absorbancia maxima entre los 410 — 420 nm. El analisis por
espectrofotometria FTIR, demostré el efecto de interaccion de los agentes reductores
de la fraccion flavonoide en la formacion de las NPsAg. Los resultados de
SEM mostraron NPsAg de forma esférica bien definidas confirmando la efectividad de
la biosintesis en la formacién de las nanoparticulas de plata. Y mediante la técnica
Dinamic Light Scattering (DLS) se encontrd que el tamafio hidrodindmico de las NPs
fue de 43.71 nm.

3. La metodologia de superficie de respuesta (MSR), demostr6 ser una herramienta util
para desarrollar el modelo de regresion cuadratica de alta correlacion y optimizar las
variables del proceso. Siendo asi, se determiné que las variables de mayor significancia
para el proceso de sintesis verde de NPsAg, sintetizadas a partir de la fraccion
flavonoide de Lepechinia meyenii fueron: pH (X2), temperatura de sintesis (X3) (°C),
volumen de fraccidon flavonoide (X4) (UL) y el tiempo de reaccion (X5) (min).

4. El modelo de regresion cuadratico resultante, disefiado por la MSR es el siguiente: Y
= 0.7739 + 0.0405X, + 0.0534X; + 0.0961X, + 0.0405X: + 0.0488X3 +
0.0964X2 + 0.0440X% + 0.05290X2 + 0.1941X,X5 — 0.0568X5Xs +
0.0604X,Xs + e. Este modelo representa el efecto lineal de las variables significativas
y el efecto de curvatura, respecto de las variables cuadraticas e interactivas de las
variables mas significativas del modelo, con un coeficiente de correlatividad ajustado
de R? = 0. 9723. Por lo tanto se logro localizar la region optima, mediante el modelo
cuadratico obtenido y el anélisis de regresion respectivo. También se pudo estimar las

condiciones Optimas (maximas y minimas) para la variable respuesta (Absorbancia
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411nm) en funcion de las demas variables significativas del proceso. Las condiciones
optimas del modelo, segun el andlisis de maximos y minimos y el analisis de regresion
cuadratica a escala decodificada son las siguientes: a) pH de sintesis de 9.45 (Z2), b)
temperatura de sintesis de 49.78 °C (Z3), ¢) volumen de fraccion flavonoide en 152.64
uL (Z4) y d) tiempo de sintesis de 213.17 min (Z5). Finalmente, podemos afirmar que
los valores experimentales (observados) coincidieron satisfactoriamente con valores

estimados (predichos) del modelo de regresion.
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ANEXO |
DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO DE
OPTIMIZACION APLICANDO LA METODOLOGIA
SUPERFICIE RESPUESTA - MSR
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Diagrama 3.2. Flujograma de la MSR

C INICIO ><

¢SE CONOCE EL
MODELO DE
REGRESION

LINEAL?

INICIAR
OPTIMIZACION

A\ 4

APLICAR DISENO DE

REGRESION LINEAL
MULTIPLE

SCREENING: DISCRIMINACION DE
VARIABLES

\ 4

EVALUACION
EXPERIMENTAL

ANALISIS DE
VARIANZA

APLICAR DISENO DE REGRESION
LINEAL MULTIPLE

Elaboracion Propia.

152




Diagrama 3.3. Flujograma de la MSR. (conti...... 1)
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Diagrama 3.4. Flujograma de la MSR. (conti...
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Diagrama 3.5. Flujograma de la MSR. (conti...... 3)
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Diagrama 3.6. Flujograma de la MSR. (conti...... 4)
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Diagrama 3.7. Flujograma de la MSR. (conti
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Diagrama 3.9. Flujograma de la MSR. (conti
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ANEXO I1
LISTADO DE EQUIPOS DE INSTRUMENTACION
CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL
LABORATORIO DE PREPARACION,
IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
NANOMATERIALES LAPCINANO - UNSA
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EQUIPOS DE INSTRUMENTACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL
LABORATORIO DE PREPARACION, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
DE NANOMATERIALES LAPCINANO - UNSA
Diagrama 3.10. Descripcién y Caracteristicas Técnicas del
ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE

EQUIPO: ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE

DESCRIPCION DEL | Modelo:
EQUIPO EVOLUTION . -:J)
220 .
Marca:
THERMO
SCIENTIFIC
Procedencia:
Estados
Unidos

CARACTERISTICAS v PARAMETROS: Fotometria: Rango: > 3.5 A Rango de visualizacion: -

TECNICAS 0,3 a4,0 A Exactitud - Instrumento: (medido a 440 nm con filtros de
densidad neutra trazable a NIST/NPL). 0,5 A: + 0,004A; 1 A: + 0,006A
y 2A: £ 0,010 A Exactitud — con soluciones selladas (EP/BP/TGA) +
0.010 A (60mg/L K2Cr207 Ruido: (260 nm, 1,0 nm SBW,RMS) 0A: +
0,00015 A 1A: + 0,00050 A//2A: + 0,00080 A Desviacién: < 0.0005
A/hora (500 nm, 1.0 nm SBW, 1 hora de calentamiento) Luz parasita:
KCl, 198 nm:<1% T Nal, 220 nm: £0.05 % T NaNO2, 340 nm: < 0.05
% T EQUIPO NOMBRE MARCA CARACTERISTICAS

v" PARAMETROS: software INSIGTH Microsoft Windows XP integrado.

v REQUERIMIENTO DE ENERGIA

v GARANTIA Y SOPORTE TECNICO 1 afio

Fuente: Laboratorio de Preparacion, Caracterizacion e Identificacién de Nanomateriales — LAPCINANO.
ELABORACION PROPIA.
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EQUIPOS DE INSTRUMENTACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL

LABORATORIO DE PREPARACION, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION

DE NANOMATERIALES LAPCINANO - UNSA

Diagrama 3.11. Descripcion y Caracteristicas Técnicas del
ESPECTROFOTOMETRO FT-IR

)IPO: ESPECTROFOTOMETRO INFRARROJO CON TRANSFORMADA

DE FOURIER -FTIR

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo:
NICOLET

iS50

Marca:
THERMO
SCIENTIFI

C

Procedenci
a: Estados
Unidos

CARACTERISTICAS
TECNICAS

v

ASENENEN

PARAMETROS Rango espectral: 7800 a 350 cm-1. Rueda de
Atenuacion motorizada. Rueda con filtros certificados de
poliestireno NIST 1.5 ML y de vidrio Schott NG11 NPL, con
certificado traceables Método automatizado ASTM E-1421 para FT-
IR, incluyendo reportes para propdsitos referenciales Software SPV
para espectrofotémetro, accesorios de muestreo, verificaciéon de
performance del método y pruebas de adecuacién de sistemas Kit
de lenguaje espafiol para Nicolet IS50 -Cable de alimentacién para
220 V Cartuchos desecantes y sensores Software estandar OMNIC
Ver.9.2

SOFTWARE: Omnic

ATR: Diamante y Germanio (Ge)

REQUERIMIENTO DE ENERGIA 220V/60Hz

GARANTIA Y SOPORTE TECNICO Interferémetro y Fuente IR: 5 afios
Espectrdmetro: 12 meses

Fuente: Laboratorio de Preparacion, Caracterizacion e Identificacion de Nanomateriales — LAPCINANO.

ELABORACION PROPIA.
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EQUIPOS DE INSTRUMENTACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL

LABORATORIO DE PREPARACION, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION

DE NANOMATERIALES LAPCINANO - UNSA

Diagrama 3.12. Descripcion y Caracteristicas Técnicas del DYNAMIC LIGTH

SCATERING - DLS

EQUIPO:

DYNAMIC LIGTH SCATERING - DLS

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo:
ZETASIZE
R NANO -
ZSP
Marca:
MALVER
N
Procedenci
a:

CARACTERISTICAS
TECNICAS

v" PARAMETROS Rango espectral: 7800 a 350 cm-1. Rueda de
Atenuacién motorizada. Rueda con filtros certificados
poliestireno NIST 1.5 ML y de vidrio Schott NG11 NPL, con
certificado traceables Método automatizado ASTM E-1421 para FT-
IR, incluyendo reportes para propdsitos referenciales Software SPV
para espectrofotdmetro, accesorios de muestreo, verificacion de
performance del método y pruebas de adecuacién de sistemas Kit
de lenguaje espafiol para Nicolet IS50 -Cable de alimentacién para
220 V Cartuchos desecantes y sensores Software estandar OMNIC

Ver. 9.2
v'  REQUERIMIENTO DE ENERGIA 220V/60Hz

v GARANTIA Y SOPORTE TECNICO Interferémetro y Fuente IR: 5 afios

Espectrdmetro: 12 meses

Fuente: Laboratorio de Preparacién, Caracterizacion e Identificacién de Nanomateriales — LAPCINANO.

ELABORACION PROPIA.
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EQUIPOS DE INSTRUMENTACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL

LABORATORIO DE PREPARACION, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION

DE NANOMATERIALES LAPCINANO - UNSA

Diagrama 3.13. Descripcién y Caracteristicas Técnicas de la BALANZA

ANALITICA DIGITAL

EQUIPO: BALANZA ANALITICA DIGITAL

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo:
ML204-T
Marca:
METTLER
TOLEDO
Procedenci
a: Suiza

BALANZA
ANALITICA

CARACTERISTICAS
TECNICAS

v" PARAMETROS Capacidad 220 g. Legibilidad 0.1 mg. Repetibilidad

(con carga nominal) 0.1 mg. Desviacion de la linealidad (carga de
prueba) 0,2 mg (50 g). Sensibilidad de la deriva térmica (10...30 °C)
2 ppm/°C.

FUENTE DE ALIMENTACION ESTANDAR: Funcionamiento con CA:
Adaptador de corriente alterna (AC) principal: 100-240 V, +10 %,
50/60 Hz, 0,3 A Secundario: 12V CC, 0,84 A (con proteccidn
electrénica de sobrecarga) Fuente de alimentacion de la balanza: 12
V CC, 0,84 A. Utilicese unicamente con un adaptador de corriente
alterna (AC) certificado con salida de tensidon extra baja de
seguridad (TEBS/SELV). Atencidn a la polaridad Puede utilizarse a
una altura de hasta 2000 m sobre el nivel del mar. Aviso Si la
balanza se utiliza a una altura superior a los 2000 m sobre el nivel
del mar debe emplearse la fuente de alimentacién opcional.
CONDICIONES AMBIENTALES Altura sobre el nivel del mar: En
funcién del adaptador de corriente (2000 - 4000 m) Excepto para
China: max. 2000 m. Intervalo de temperatura ambiente: De —10 °C
a 30 °C. Humedad relativa en el aire: Del 10 al 80 % hasta 31 °C,
reduciéndose gradualmente hasta el 50 % a 40 °C, sin condensacion.
Tiempo de calentamiento Tras conectar la balanza a la fuente de
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alimentacion o activarla en funcionamiento con baterias, un minimo
de 30 minutos para las balanzas con una legibilidad de 1 mga 5 g.
60 minutos en el caso de las balanzas con una legibilidad de 0,1 mg
y mejor.

MATERIALES Carcasa: Carcasa del componente superior: plastico
(ABS), Carcasa del componente inferior: aluminio fundido, lacado.
Plato de pesaje: acero inoxidable X2CrNiMo 17-12-2 (1.4404).
Elemento de corta-aires: Con modelos de 0,1 mg: acero inoxidable
X2CrNiMo 17-12-2 (1.4404). Corta-aires: Plastico (ABS), vidrio.
Cubierta protectora: Plastico (ABS). Superficie de la pantalla tactil
TFT Vidrio.

v" GARANTIA Y SOPORTE TECNICO: 12 meses

Fuente: Laboratorio de Preparacién, Caracterizacion e Identificacién de Nanomateriales — LAPCINANO.

ELABORACION PROPIA.
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EQUIPOS DE INSTRUMENTACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL

LABORATORIO DE PREPARACION, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION

DE NANOMATERIALES LAPCINANO - UNSA

Diagrama 3.14. Descripcion y Caracteristicas Técnicas del AGITADOR

MAGNETICO

EQUIPO: AGITADOR MAGNETICO

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo:
SuperNuov
a+

Marca:
THERMO
SCIENTIFI
C

lencia:
EE.UU.

CARACTERISTICAS
TECNICAS

v" PARAMETROS Longitud (inglés) 16,2 pulg. Tamafio 10,25 x 10,25
pulgadas. Altura (métrica) 10,2 cm. Temperatura (métrica) Ambiente
a 400°C. Altura (inglés) 4 pulg. Frecuencia 50/60Hz. Ancho (métrico)
28,7 cm. Longitud (métrica) 41,1 cm. Ancho (inglés) 11,3 pulg. Peso
(inglés) 17.6 lbs. Peso (métrico) 8 kg. Tipo Agitador de placa caliente,
Agitador Forma Cuadrado. Rango de agitacion 50 a 1500 rpm.
Dimensiones 10,25 pulg. x 10,25 pulg. Certificaciones/Cumplimiento
Certificado de Andlisis (COA), Certificado de Conformidad (COC).
Pantalla LED Tamafio de la unidad cada uno. Accesorios: Sonda
remota de temperatura PT1000 de acero inoxidable, barra de soporte
y kit de sujecion.

v FUENTE DE ALIMENTACION ESTANDAR. Requisitos eléctricos Voltaje
100/120 V 50/60 Hz. Tipo de enchufe EE. UU.

v" MATERIALES Material de la placa superior Cerdmica. Incluye sonda
de temperatura PT100, varilla y abrazaderas. Peso de envio (inglés)
16.5 Ibs. Peso de envio (métrico) 7,5 kg.

v" GARANTIA Y SOPORTE TECNICO: Garantia 3 Afios

ELABORACION PROPIA.

Fuente: Laboratorio de Preparacion, Caracterizacion e Identificacion de Nanomateriales — LAPCINANO.
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Diagrama 3.15. Descripcion y Caracteristicas Técnicas del MEDIDOR
MULTIPARAMETRO DE MESA pH/ISE/CONDUCTIVIDAD/OXIGENO

DISUELTO

EQUIPO: MULTIPARAMETRO

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo
Versa

“Orion”
Marca:

C

lencia:
EE.UU.

STAR PRO

THERMO
SCIENTIFI

CARACTERISTICAS
TECNICAS

v

v

PARAMETROS DEL MODULO DE PH. Rango -2.000 a 20.000.
Resoluciéon 0.1, 0.01, 0.001. Exactitud relativa +0.002. Puntos de
calibracion Hasta 6. Edicién de calibracidn: Si. Puntos ISO ajustables:
Si.

FUENTE DE ALIMENTACION ESTANDAR. Adaptador de CA Universal
de 50 a 60 Hz. Adaptador de potencia de 100 a 240 VCA (n°. de N°
STARA-PWR

MATERIALES Material de la placa superior Ceramica. Incluye sonda
de temperatura PT100, varilla y abrazaderas. Peso de envio (inglés)
16.5 Ibs. Peso de envio (métrico) 7,5 kg.

GARANTIA Y SOPORTE TECNICO: Garantia 3 Afios

Fuente: Laboratorio de Preparacién, Caracterizacion e Identificacién de Nanomateriales — LAPCINANO.

ELABORACION PROPIA.
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Diagrama 3.16. Descripcién y Caracteristicas Técnicas de la CAMPANA
EXTRACTORA DE GASES

EQUIPO: CAMPANA DE EXTRACCION DE GASES

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo:
Versa

Marca:
ESCO

lencia:

FRONTIE
R — DUOG;
EFD - 4B8

0
o)
a
C
0
D
=
0
E
LL

CARACTERISTICAS
TECNICAS

PARAMETROS. Ancho: 1200 mm. Profundidad: 793 mm. Altura: 1500
mm (conexién al ducto). Peso: 157 kg.

CONDICIONES ELECTRICAS. Tensién nominal: 220V +/- 10%,
monofasico con linea a tierra. Frecuencia 60 Hz. Corriente: 6 A.
Tomacorriente: tipo americano con punto a tierra. Potencia: 3 KW.
MATERIALES ADICIONALES: 01 cable power. 04 tomacorrientes
instalados. 01 Llave de agua y gas instaladas. 01 copa de drenaje con
guarda. Blower con motor de 2 HP. Variador de frecuencia (velocidad)
2HP. Gabinete campana de 4 pies.

GARANTIA Y SOPORTE TECNICO: Garantia 2 Afios

CONDICIONES DEL LUGAR DE TRABAJO: Temperatura Ambiente: 18 a
30 °C. Humedad Relativa: 20 — 90 % ( no condensado)

Fuente: Laboratorio de Preparacién, Caracterizacion e Identificacién de Nanomateriales — LAPCINANO.

ELABORACION PROPIA.
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Diagrama 3.17. Descripcion y Caracteristicas Técnicas del BANO
ULTRASONIDO - SONICADOR

EQUIPO: BANO ULTRASONIDO - SONICADOR

TECNICAS

DESCRIPCION DEL Modelo: i
EQUIPO CPX5800H
-E
Marca:
BRANSON
lencia:
CARACTERISTICAS v PARAMETROS: Ancho: Todos los modelos tienen una frecuencia de

40 kHz. En los modelos CPXH, la precision de la lectura de
temperatura esde 3 °C(+5,4 °F). La temperatura de funcionamiento
esde5°Ca40°C(41°Fa 104 °F. Capacidad de tanque 2-1/2 gal. (9.51
[). Dimensiones L: 15.6, W: 15.8, H: 14.9. Peso: 16 Ib (7.3 Kg). Fuerza
de Sonicacion Maxima: 160.

CONDICIONES ELECTRICAS. Modelos disponibles para 120 V + 10 %,
50/60 Hzy 220V + 10 %, operacion de 50/60 Hz. Todas las unidades
de 120 V tienen aprobacion CSA/UL o equivalente y cumplen con las
regulaciones de la FCC. Todas las unidades de 220-230 V cumplen con
los estandares CE. Todas las unidades tienen una corriente de fuga a
tierra inferior a 0,50 ma.

GARANTIA Y SOPORTE TECNICO: Garantia 2 Afios

CONDICIONES DEL LUGAR DE TRABAJO: Temperatura Ambiente: 18
a 30 °C. Humedad Relativa: 20 =90 % ( no condensado)

Fuente: Laboratorio de Preparacion, Caracterizacion e Identificacion de Nanomateriales — LAPCINANO.

ELABORACION PROPIA.
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Diagrama 3.18. Descripcidn y Caracteristicas Técnicas del AGITADOR

VORTEX-LP

EQUIPO: AGITADOR VORTEX

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo:
88880017

Scientific

CARACTERISTICAS
TECNICAS

v" PARAMETROS TECNICOS: Movimiento orbital Rango de velocidad

(rpm) 0 ~ 3000. Ajuste/visualizacion de velocidad Analdgico. Tipo de
control de velocidad Perilla de ajuste. Orbita (mm/pulgadas, diam.) 4
/ 0,16. Modo de funcionamiento Téactil, continuo, alto continuo

Entrada nominal del motor (w) 12. Potencia nominal del motor (w) 6. Tipo

de motor Motor BLDC (corriente continua sin escobillas). Sistema de
accionamiento Accionamiento excéntrico y brazo de soporte con
movimiento vibratorio. Dimensidn exterior sin accesorio (An. x Pr. x
Al., mm/pulgadas) 154 x 210 x 83 / 6,1 x 8,3 x 3,3.
CONDICIONES ELECTRICAS. DC 24V & 2.5A Adaptador de corriente
con voltaje y frecuencia libres (CA 100 ~ 240 V, 50/60 Hz).
MATERIALES ADICIONALES: Cuerpo Polipropileno. Plataforma de
caucho Caucho de silicona. Bandeja para tubos y microplacas
Polipropileno. Tubo de ensayo con Inserto Retenedor Polietileno.
GARANTIA Y SOPORTE TECNICO: Garantia 2 Afios.
CONDICIONES DEL LUGAR DE TRABAJO: Temperatura relativa
admisible (°C) +5 ~ 40. max. carga soportada incluido accesorio (kg/Ib)
0,5/ 1,1. Nuevo peso (kg / Ibs) 3,1/ 6,8. Humedad relativa admisible
(%) 80.

Fuente: Laboratorio de Preparacioén, Caracterizacién e Identificacion de Nanomateriales — LAPCINANO.
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Diagrama 3.19. Descripcién y Caracteristicas Técnicas de la CENTRIFUGA

MEDIFUGE

EQUIPO: CENTRIFUGA MEDIFUGE

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo:
75008800
Marca:
Thermo
Scientific

lencia:

» -
PULSE.  OPEN

»> -
stant (ST

CARACTERISTICAS
TECNICAS

v PARAMETROS TECNICOS: Disipacién de calor 0,123 kWh; 419,7
Btu/h; 442,8 ki/h. Categoria de sobretension Il. Grado de polucidn 2.
IP 20. Tiempo de marcha 99 min; hold. Revoluciones mdximas nmax.
4900 r.p.m. Revoluciones minimas nmin 300 r.p.m. Valor RCF maximo
en nmaxmo; Configuracién en angulo fijo 3 114 x g. Configuracién
basculada hacia fuera 3 490 x g. Volumen en el mdaximo de
revolucionesl < 56 dB (A). Maxima energia cinética 680 J.
Dimensiones: Altura (puerta abierta / cerrada) 510 mm / 240 mm,
Ancho 325 mm, profundidad 450 mm. Peso2 15,5 kg. Carga méaxima
permitida 8 x 30 g. Desequilibrio mdaximo admisible 10 g.
Revoluciones maximas nmax. 4 900 r.p.m. Valor RCF maximo en nmax
Configuracion en angulo fijo 3 114 x g, Configuracién basculada hacia
fuera 3 490 x g. NUmero max. de ciclos 60 000.

v" RADIO MAX./MIN: Configuracién en angulo fijo 116 mm / 37 mm.

Configuracion basculada hacia fuera 130 mm /42 mm.
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ANENEN

ANGULO DE INCLINACION: Configuracién en d&ngulo fijo 45°.
Configuracion basculada hacia fuera 12-87°.

TIEMPO DE ACELERACION / FRENADO: Configuracién en angulo fijo
24 s / 37 s. Configuracion basculada hacia fuera 24 s / 31 s.
ESTERILIZABLE EN AUTOCLAVE: No

GARANTIA Y SOPORTE TECNICO: Garantia 2 Afios

CONDICIONES AMBIENTALES Y DE TRABAJO: Utilizacion en espacios
cubiertos Altitudes de hasta 3 000 m sobre el nivel del mar Max.
humedad relativa del 80 % a 31 °C reduccion lineal hasta el 50 % de
humedad relativa en 40 °C. Temperatura ambiente admisible en
funcionamiento de +2 °C hasta +40 °C.

CONDICIONES ELECTRICAS: Tensiéon de red 220-230 V +10%.
Frecuencia 50 / 60 Hz. Corriente asignada 1,7 A. Consumo de energia
130 W. Fusible del equipo 2 AT. Fusible del edificio 16 AT.

Fuente: Laboratorio de Preparacion, Caracterizacion e Identificacion de Nanomateriales — LAPCINANO.

ELABORACION PROPIA.
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Diagrama 3.20. Descripcién y Caracteristicas Técnicas del SISTEMA DE

PURIFICACION DE AGUA

EQUIPO: SISTEMA DE PURIFICACION DE AGUA

DESCRIPCION DEL
EQUIPO

Modelo:
Smart 2 Pure

Scientific
BARNSTEAD

CARACTERISTICAS
TECNICAS

v" PARAMETROS TECNICOS: Modelo Smart2Pure 3 UV/UF. Presién de

funcionamiento 1 a 6 bar. Particulas >0,2 uM/mL <1. Rendimiento del
permeado 3 L/hr. a 10°C. Consumo de energia 0,06 Kw. Tasa de flujo
de RO 3 L/hr. Ancho (métrico) 305 mm. Altura (métrica) 545 mm.
Profundidad (métrica) 400 mm. Peso neto (métrico) 22 kg. Requisitos
eléctricos 100/240 V 50/60 Hz. Tension 100/240 V. Frecuencia
50/60Hz. Tamafio de la unidad cada uno. Conector de agua de
alimentacién 3/4 pulg. NPT. Supervision del agua de alimentacion No.
Grifo de fuente de agua de alimentacion. Caudal 0,6 L/min.
Resistividad Tipo 1: 18,2 Mohm.cm a 25°C; Tipo 2: 10 a 15 Mohm.cm
a 25°C. Monitor TOC con monitoreo de intensidad UV No. Carbono
orgdanico total 1 a 5 ppb. Tipo Sistema de purificacién de agua. Presion
del agua de alimentacién 1 a 6 bar.

CONDUCTIVIDAD: Tipo 1: 0,055 uS/cm, Tipo 2: 0,067 a 0,1 uS/cm
PARAMETROS BIOLOGICOS: Contenido bacteriano <0.01 UFC/MI.
Concentracion de endotoxina 0,005 UE/mL
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v" Producto Agua Tipo Tipo1y 2

v"  MATERIALES ADICIONALES: Tipo Sistema de purificacion de agua:
Presién del agua de alimentacion 1 a 6 bar. Incluye tanque interno de
6 L con filtro de ventilacién cartucho de pretratamiento/Ol, cartucho
de pulidor ultrapuro. Filtro estéril de 0,2 um. Regulador de presion.
Lldmpara UV y filtro UF.

v GARANTIA Y SOPORTE TECNICO: Garantia 2 Afios

Fuente: Laboratorio de Preparacion, Caracterizacion e Identificacién de Nanomateriales — LAPCINANO.
ELABORACION PROPIA.
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