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Biosíntesis de nanopartículas 
de plata con extracto de 
queñua y su aplicación 
antibacteriana en el afluente 
de la Planta de Tratamiento 
de Aguas Residuales del 
departamento de Cusco, Perú

Biosynthesis of silver 
nanoparticles with queñua 
extract and its antibacterial 
application in the influent of 
the Wastewater Treatment 
Plant of the department of 
Cusco, Peru

Biossíntese de nanopartículas 
de prata com extrato de 
queñua e sua aplicação 
antibacteriana no afluente 
da Estação de Tratamento 
de Águas Residuais do 
departamento de Cusco, Peru

El propósito de este estudio es investigar 
la capacidad antibacteriana de las nano-
partículas de plata (AgNPs), biosinteti-
zadas con extractos de queñua (Polylepis 
racemosa), en el afluente de la Planta de 
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) 
del departamento de Cusco, Perú. Los 
extractos de queñua se prepararon me-
diante maceración, utilizando como 
solventes agua destilada y una mezcla 
hidroetanólica al 50%. La biosíntesis se 
realizó mezclando AgNO3 0,1 M con los 
extractos preparados, después se estudió 
el efecto del pH de biosíntesis, la tempe-
ratura y el porcentaje de concentración 
de etanol sobre el tamaño de las AgNPs. 
Los resultados revelaron que las condi-
ciones óptimas para obtener nanopar-
tículas con tamaños hidrodinámicos de 
58,68 nm, y estables después de 11 se-
manas de la biosíntesis, fueron cuando se 
usó extracto acuoso con pH de 10 y tem-
peratura de 20 °C. Se evaluó la actividad 
antibacteriana de las AgNPs en 500 mL 
de agua residual con una carga inicial de 
33 × 106 MP/100 mL de coliformes tota-
les y termotolerantes, los hallazgos indi-
caron que las dosis de AgNPs erradicaron 
casi el 100% de estos contaminantes, lo 
que sugiere que las AgNPs son un poten-
cial agente antibacteriano.

O objetivo do estudo foi investigar a capa-
cidade antibacteriana de nanopartículas 
de prata (AgNPs), biossintetizadas com 
extratos de queñua (Polylepis racemosa), 
no afluente da estação de tratamento de 
águas residuais do departamento de Cus-
co, Peru. Os extratos de queñua foram 
preparados por maceração, utilizando 
água destilada e mistura hidroetanólica 
50% como solventes. A biossíntese foi 
realizada misturando AgNO3 0,1 M com 
os extratos preparados, em seguida foi 
estudado o efeito do pH da biossíntese, 
da temperatura e da porcentagem da 
concentração de etanol no tamanho dos 
AgNPs. Os resultados revelaram que as 
condições ótimas para obtenção de ta-
manhos hidrodinâmicos de 58,68 nm, e 
estáveis após 11 semanas de biossíntese, 
foram quando foi utilizado extrato aquo-
so com pH de 10 e temperatura de 20 ºC. 
A atividade antibacteriana das AgNPs foi 
avaliada em 500 mL de água residuária 
com carga inicial 33 × 106 NMP/100 mL 
de coliformes totais e termotolerantes, 
os achados indicaram que as doses de 
AgNPs erradicaram quase 100% desses 
contaminantes, sugerindo que AgNPs são 
um potencial agente antibacteriano.

The purpose of the study was to inves-
tigate the antibacterial capacity of silver 
nanoparticles (AgNPs), biosynthesized 
with extracts of queñua (Polylepis race-
mosa), in the influent of the wastewater 
treatment plant (WWTP) of the depart-
ment of Cusco, Peru. The queñua extracts 
were prepared by maceration, using dis-
tilled water and a 50% hydroethanolic 
mixture as solvents. The biosynthesis was 
carried out by mixing 0.1 M AgNO3 with 
the prepared extracts, then the effect of 
the biosynthesis pH, temperature, and 
the percentage of ethanol concentration 
on the size of the AgNPs was studied. 
The results revealed that the optimal 
conditions to obtain hydrodynamic sizes 
of 58.68 nm and stable after 11 wee-
ks of biosynthesis were when aqueous 
extract was used with pH of 10 and a 
temperature of 20 ºC. The antibacterial 
activity of the AgNPs was evaluated in 
500 mL of wastewater with an initial load 
33 × 106 NMP/100 mL of total and ther-
motolerant coliforms, the findings indi-
cated that the doses of AgNPs eradicated 
almost 100% of these contaminants, su-
ggesting that AgNPs are a potential anti-
bacterial agent.
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Introducción
La cantidad de bacterias en el agua indica su grado de contamina-
ción; por ejemplo, identificar la presencia de coliformes totales en el 
agua permite evaluar la efectividad de un proceso de desinfección. 
Si estas bacterias no están presentes en el agua, es un indicativo de 
que el agua no contiene contaminación microbiológica, pues estas 
bacterias son más resistentes a los procesos de desinfección que las 
bacterias que causan enfermedades [1].

Las nanopartículas de plata (AgNPs) actúan contra las bacterias 
uniéndose a ellas y penetrando en su interior, allí liberan plata ele-
mental (Ag0), la cual provoca cambios estructurales en la membrana 
celular bacteriana, conocidos como picaduras. Estas alteraciones 
modifican la permeabilidad celular, lo que conduce a la muerte de la 
bacteria [2]. Las AgNPs con una mayor área de superficie interactúan 
con los microorganismos de manera más efectiva, lo que les permite 
adherirse a la superficie bacteriana y atravesar la membrana celular, 
esto las hace extremadamente tóxicas para las bacterias [3].

La Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), ubicada en 
Cusco, Perú, trata las aguas residuales empleando métodos físi-
cos, químicos y biológicos para mitigar los contaminantes físicos, 
químicos y microbiológicos. El tratamiento de aguas residuales ha 
mejorado en la PTAR, no obstante, existen obstáculos para eliminar 
los microorganismos patógenos que son dañinos para la salud. La 
implementación de técnicas basadas en nanotecnología podría ser 
una solución prometedora para perfeccionar la calidad de las aguas 
residuales y garantizar su reúso en el futuro. Con la nanotecnología 
se podrían mejorar los métodos tradicionales utilizados actualmen-
te como la coagulación, floculación y la desinfección.

La nanotecnología es la investigación científica que permite com-
prender todos los fenómenos a escala nanométrica, a nivel atómico 
y molecular [4]. Las AgNPs son los nanomateriales más utilizados 
en la actualidad por el uso que se les puede dar como agentes an-
timicrobianos, obedeciendo a sus propiedades antibacterianas, 
antifúngicas, antivirales, antinflamatorias, anticancerígenas y anti- 
angiogénicas. Hay tres formas diferentes de producir AgNPs: la sín-
tesis física, química y biológica.

La síntesis biológica es el método para la obtención de nanopartícu-
las (NPs) más segura y respetuosa con el medio ambiente. Los mé-
todos biológicos crean NPs únicas mediante la acción de enzimas, 
microorganismos, extractos de plantas y hongos [5]. Las AgNPs bio-
sintetizadas requieren de iones de plata en solución y de la acción 
de agentes reductores biológicos; la síntesis de NPs con extractos 
de plantas se destaca como el método más eficiente, simple, ren-
table y que ofrece una mayor versatilidad, pues permite controlar 
más variables que la síntesis con microorganismos. Además, tiene 
fortalezas, por ejemplo, permite controlar el tamaño de las NPs 
sin depender de agentes externos como polímeros, estabilizantes 
o surfactantes [6]. También cabe mencionar que la formación de 
AgNPs inicia con la formación de átomos de plata (clústeres), que 
finalmente resulta en las formaciones de AgNPs energéticamente 
estables. Los compuestos bioactivos (flavonoides, alcaloides, poli-
fenoles y terpenoides) presentes actúan como reductores y como 
protectores de los átomos de plata durante este proceso [7].

El agente reductor empleado en este estudio, la queñua (Polylepis 
racemosa), es una planta endémica de las altas elevaciones de los 
Andes, caracterizada por tener un tronco retorcido y una corteza 
de color café rojizo que se desprende en delgadas láminas y hojas 
con foliolos pequeños, gruesos y cubiertos por resina y tricomas [8]. 
Según Cubas y Huaman [9], esta especie vegetal contiene una varie-
dad de metabolitos secundarios: ácidos fenólicos, terpenos, flavo-
noides, entre otros; y según el tamizaje fitoquímico que realizaron 
del extracto etanólico al 96% de las hojas de queñua, revelaron la 

presencia significativa de compuestos fenólicos, alcaloides, taninos, 
flavonoides y saponinas, así como trazas de triterpenos y esteroi-
des. Como es sabido, estos metabolitos desempeñan un papel cru-
cial en la reducción de los iones de plata (Ag+), como se aborda en 
el presente estudio. En definitiva, este estudio marca un hito en la 
investigación sobre la síntesis verde de AgNPs al presentar el uso de 
la queñua como un agente reductor novedoso y prometedor, ya que 
presenta una composición rica en metabolitos con alta capacidad 
reductora.

En anteriores investigaciones, se han sintetizado AgNPs empleando 
como agente reductor residuos de té verde y se obtuvieron NPs de 
forma hexagonal con bordes truncados, estas NPs presentan alta 
actividad antibacteriana sobre Escherichia coli [10]. En la literatura 
científica también se sintetizaron AgNPs usando extractos de moras 
andinas, arándanos, café y Berberis vulgaris. Todos estos se caracte-
rizan por tener alto contenido de compuestos bioactivos, los cuales 
poseen componentes fenólicos que, debido a sus características, 
tienen la capacidad de llevar a cabo una reducción de Ag+. Las AgNPs 
obtenidas removieron bacterias coliformes totales y termotoleran-
tes [11−14].

En este trabajo se hizo una biosíntesis de AgNPs con extractos de 
queñua y se indagó sobre la influencia del pH y la temperatura de 
biosíntesis en el tamaño de las NPs. Además, se investigó la eficacia 
de las AgNPs en la eliminación bacterias (coliformes totales y ter-
motolerantes) presentes en el agua residual del afluente de la PTAR 
de Cusco, Perú.

Materiales y métodos
Materiales y Reactivos
Etanol 96º (C2H6O; Nro. CAS: 64-17-5, Perú), hidróxido de sodio 99% 
(NaOH; Merck Nro. CAS 1310-73-2, Alemania), nitrato de plata 99% 
(AgNO3; Merck Nro. CAS: 7761-88-8, Alemania) y agua destilada.

Recolección de las muestras
Se recolectaron ramas y hojas de queñua originarios de Perú en la 
zona de Cusco, provincia de Urubamba, específicamente en el distri-
to de Calca, a una altitud de 2926 msnm, una latitud de 13° 19’ 0’’ 
Sur y una longitud de 71° 57’ 14’’ Oeste. Se procedió a su identifi-
cación y clasificación taxonómica en el Herbario Vargas de la Uni-
versidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, la muestra fue 
identificada como Polylepis racemosa. Adicionalmente, se recolectó 
una muestra compuesta del afluente al sedimentador primario de 
la PTAR de Cusco, Perú.

Preparación de los extractos
La preparación del extracto acuoso e hidroetanólico se realizó se-
gún el método reportado por Caceda [15]. El solvente hidroetanó-
lico se preparó mezclando etanol de 96º con agua destilada en una 
proporción del 50% v/v, seguidamente se prepararon extractos en 
concentraciones al 10% p/p con base al material seco de queñua. 
El extracto acuoso fue sometido a calentamiento en un baño ter-
mostático durante 40 min, alcanzando la temperatura de ebullición 
(84 °C). El extracto hidroetanólico al 50% se dejó en maceración du-
rante 5 días, luego se filtraron ambos extractos con papel filtro con 
la finalidad de separar el sobrenadante y el residuo sólido. Con el 
fin de evitar que los compuestos orgánicos de los extractos se oxi-
daran, particularmente los fenoles, se almacenaron en un ambiente 
fresco en botellas de color ámbar.

Caracterización de los extractos de Polylepis racemosa
Para calcular la cantidad de compuestos fenólicos se empleó el 
método de Folin Ciocalteu, según Gutiérrez et al. [16]. La siguiente 
ecuación representa el modelo matemático de la curva patrón:
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(1)

Donde x es la absorbancia a 765 nm, y es la concentración en mg de 
ácido gálico por litro (mg AG/L) y el valor de ajuste de R2 es de 0,99.

Se empleó la Ec. (2) para presentar los cálculos en mg AG/g de que-
ñua [17].

		  		
(2)

Donde V es el volumen de la muestra, M es la masa de la muestra, c1 
es la concentración de ácido gálico en mg AG/L de extracto, y C es la 
concentración de ácido gálico en mg AG/g de queñua.

Biosíntesis de AgNPs
Basados en experiencias previas de pruebas preexperimentales, 
se biosintetizaron las AgNPs mezclando en una proporción de 1:3 
los extractos con el AgNO3 0,1 M. Después se ajustó el pH con 
NaOH  0,1 M hasta obtener un pH de 7, 10 y 12, seguido de una 
agitación constante a 350 rpm durante 24 h. En el caso de los en-
sayos de biosíntesis a temperatura de 60 °C, se usó una plancha 
calefactora de baño maría durante 30 min a temperatura constante 
controlada mediante un termómetro. Una vez finalizados, los expe-
rimentos se almacenaron en botellas color ámbar recubiertas con 
papel aluminio, la variable dependiente fue el tamaño de las AgNPs 
y las variables independientes se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Variables independientes y sus valores para los experimentos de 
biosíntesis de AgNPs.

Niveles (valores)

Variables independientes

Cantidad de etanol 
en el solvente (%)

pH Temperatura (°C)

1 0 7 20
2 - 10 -
3 50 12 60 

Se realizó un diseño factorial multinivel con base a las variables in-
dependientes y los niveles presentados en la tabla 1, el resultado 
fue un total de 12 experimentos presentados en la tabla 2.

Tabla 2. Experimentos de biosíntesis de AgNPs.

N.º de ensayo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Cantidad 
de etanol 

(%)
50 50 50 0 0 50 0 50 0 0 50 0

pH 7 12 7 7 12 10 7 12 10 10 10 12

T (°C) 20 20 60 60 20 60 20 60 60 20 20 60

Caracterización de las NPs
El espectrómetro modelo Thermo Evolution 3000 se utilizó para 
definir la banda de plasmón de superficie de las NPs mediante es-
pectrofotometría UV-visible. Los espectros obtenidos se evaluaron 
utilizando el software Origin 2022b. Se tomaron muestras a dos 
intervalos de tiempo durante un mes para monitorear la evolución 
de las longitudes de onda en la solución de reacción. El objetivo era 
observar la estabilidad de las NPs a lo largo del tiempo.

El análisis DLS (Dynamic Light Scattering) se realizó 11 semanas des-
pués del inicio del proceso de biosíntesis, en un equipo del modelo 
Zetasizer Nano Z, con la finalidad de examinar y monitorear la poli-
dispersidad, la distribución de tamaño y la estabilidad de los coloi-
des. Los parámetros de operación del DLS fueron:

• Temperatura: 25 °C

• Medio dispersante: agua

• Índice de refracción del dispersante: 1,33

• Viscosidad: 0,89 cP

• Ángulo de medición: 90°

Composición elemental y morfología de las AgNPs
La caracterización morfológica, se realizó utilizando un equipo de 
microscopía electrónica de barrido (SEM), modelo Tescan Mira 3. 
Mediante la técnica de Energy Dispersive X (EDX) y potencial Z, se 
evaluó la composición elemental y carga superficial de las NPs, res-
pectivamente. Estos análisis se realizaron después de 14 semanas de 
la síntesis, para evaluar la morfología y la estabilidad de las AgNPs.

Análisis estadístico
Se desarrolló el análisis de varianza (ANOVA) para determinar la sig-
nificancia de las variables, así mismo, se estudió el efecto de cada una 
de las variables sobre la dispersión de los tamaños hidrodinámicos 
de las AgNPs. Por otro lado, se estableció un modelo matemático 
para relacionar las variables investigadas. El software Statgraphics 
Centurion 18-X64 se utilizó para evaluar el análisis estadístico (la 
autorización de Software Shop fue adquirida en el año 2022).

Aplicación de las NPs en el afluente de la PTAR
La aplicación antibacteriana se realizó sobre 10 L de agua residual 
filtrada que se obtuvo del ingreso al primer sedimentador de la 
PTAR. La figura 1 muestra los pasos que se siguieron para tratar la 
muestra de agua de la PTAR.

Con base a pruebas preexperimentales, se expusieron 500 mL de 
agua filtrada a diferentes dosis de AgNPs en solución coloidal del ex-
tracto (50, 70, 90, 110 y 130 mL) para evaluar la actividad antibacte-
riana, se utilizó un equipo de pruebas de jarras para agitar las mues-
tras durante 30 min a una velocidad constante de 250 rpm, luego se 
dejó reposar las muestras durante 20 min. La figura 1 ilustra el pro-
ceso de dosificación de AgNPs en las muestras de agua de la PTAR.

Figura 1. Muestras de agua filtradas después de aplicar nanopartículas de plata (AgNPs). 
Se observa el agua previamente filtrada para después aplicar las AgNPs, las cuales se 
dispersan en el líquido. La solución formada es mezclada con agitación continua en 
los vasos precipitados.

Se utilizó el método de dilución en tubo múltiple para realizar el 
análisis bacteriano [18], el cual se realizó por triplicado para de-
terminar la cantidad total de coliformes y termotolerantes, tanto 
en la muestra filtrada inicial como en las que fueron expuestas 
con dosis de AgNPs, con la finalidad de comparar los resultados.

Se utilizó la Ec. (3) para determinar el % de eliminación de bacterias:

    
(3)

Donde mf son los coliformes totales en la muestra con dosificación de 
AgNPs y mi son los coliformes totales en la muestra de agua filtrada.
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Resultados y discusión
Determinación de compuestos fenólicos totales del 
extracto de queñua
En la tabla 3 se proporciona información sobre la cantidad de com-
puestos fenólicos en los extractos de queñua.

El extracto hidroetanólico al 50% mostró mayor concentración de 
compuestos fenólicos totales que el extracto acuoso, esta diferen-
cia podría explicarse a la distinta naturaleza de polaridad de los sol-
ventes. Además, cabe resaltar que la temperatura tuvo un impacto 
significativo en la extracción de compuestos fenólicos del extracto 
acuoso, el cual ebulló a 84 °C durante 40 min. Investigaciones an-
teriores, como las de Muñoz et al. [19], subrayan la importancia de 
la temperatura en la extracción acuosa de compuestos fenólicos, así 
mismo, Shahidi y Ambigaipal [20] mencionan que los compuestos 
fenólicos son los responsables de las propiedades antioxidantes y 
reductoras de los extractos, por lo tanto, los compuestos reducen 
los iones de plata (Ag+) a plata elemental (Ag0) al donar electrones.

Biosíntesis de las AgNPs
De los 12 ensayos de AgNPs sintetizados, se observó que poco 
después de agregar el extracto de queñua a la solución de AgNO3 
las muestras experimentaron un cambio en su apariencia física. La 
figura 2 muestra la variación de color a marrón oscuro provocado 
por la adición de 0,1 M de NaOH a la mezcla de reacción, lo cual 
indica la formación de AgNPs. Rodríguez et al. [21] explican que la 
variación de color se produce debido a la fuerte absorción de luz 
visible causada por la excitación del plasmón superficial de las NPs. 
Así mismo, según Cumbal et al. [11], la variación de color indica el 
inicio de la reducción de Ag+ para generar Ag0, que luego se agru-
pan para formar AgNPs. Además, se demostró que los extractos con 
tallos y hojas de plantas tuvieron un impacto directo en la síntesis 
originado por los compuestos fitoquímicos que contienen grupos 
hidroxilo, carboxilo y fenólicos, así como otros metabolitos que po-
drían haber contribuido a la síntesis.

Tabla 3. Cantidad de compuestos fenólicos en los extractos hidroetanólico 50% y acuoso de queñua.

Cantidad total de compuestos fenólicos

R1
Equivalentes de 

AG mg/mL de 
extracto

R2
Equivalentes de 

AG mg/mL de 
extracto

R3
Equivalentes de 

AG mg/mL de 
extracto

Promedio
Equivalentes de 

AG mg/mL de 
extracto

Promedio
Equivalentes 

de AG mg/g de 
queñua

Extracto 
hidroetanólico 
50% de queñua

19,09 19,21 19,04 19,11 95,58

Extracto 
acuoso de queñua

10,98 11,09 11,15 11,07 55,38

R: repetición por cada muestra.
AG: ácido gálico.

Figura 2. Mezcla de reacción entre los extractos acuosos de queñua, la solución de 
AgNO3 y NaOH.

Efecto del pH
El control de pH es fundamental para la síntesis de AgNPs; cuando 
el pH aumenta hacia valores alcalinos, las AgNPs de tipo esférico 
muestran bandas de longitud de onda característicos que abarcan 
aproximadamente los 420 nm [22]. Martínez et al. indican que las 
AgNPs sintetizadas a pH alcalino tienen una mayor concentración 
como resultado del aumento del pH de las mezclas de reacción [23].

Efecto de la temperatura
Según Sánchez [24], la temperatura es un factor importante para 
controlar el tamaño de las AgNPs porque afecta la etapa de nuclea-
ción, la cual se desarrolla más rápido a altas temperaturas, por lo 
tanto, se produce un crecimiento de núcleos de Ag0, esto permite a 
las AgNPs tener una etapa de crecimiento homogénea, lo que pro-
duce partículas de tamaño similar.

Sin embargo, en la presente investigación a 60 °C, las AgNPs sin-
tetizadas mostraron un desplazamiento hacia longitudes de onda 
mayores (figura 3 y figura 4) en su evolución de estabilidad en el 
tiempo, lo que indicaría que las AgNPs son más grandes. Según 
Jiang [25], este fenómeno podría explicarse por el aumento propor-
cional de la temperatura que provoca un crecimiento más rápido de 
las NPs durante la unión de los clústeres de plata. Esto se traduce 
en una agregación sin control durante el crecimiento, ya que las NPs 
se unen entre sí sin ninguna restricción en cuanto a su tamaño. 

Caracterización del tamaño de las AgNPs
Se constata a detalle en la tabla 4 los picos de superficie de plas-
món superficial (SPR) de cada ensayo de biosíntesis de AgNPs con 
extracto acuoso en las diferentes fechas de análisis.

Tabla 4. Resultados de las longitudes de onda (λ) de las AgNPs 
biosintetizadas con extracto acuoso de queñua.

Ensayo n.° T (°C) pH
Fecha: 22/11/22 Fecha: 22/12/22

4 60 7 416 421
5 20 12 410 411
7 20 7 417 419
9 60 10 413 415

10 20 10 405 405
12 60 12 406 408

Las representaciones gráficas de los espectros de SPR de las AgNPs 
se muestran en la figura 3.

Según sus características visuales y los valores de absorbancia regis-
trados, se identificaron AgNPs con probable morfología esférica en 
intervalos de anchos de banda de 405 a 421 nm. Los hallazgos coin-
ciden con los de Pardo et al. [26], ellos encontraron que las AgNPs 
tienen formas esféricas con diámetros de entre 1 y 50 nm en el 
rango de longitudes de onda mencionado. Según Cruz et al. [27], el 
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desplazamiento a longitudes de onda más largas y el ancho de ban-
da de absorción aumentan con las AgNPs más grandes. Esto se debe 
a que el campo eléctrico no es uniforme dentro de las partículas, lo 
cual reduce la densidad de la carga en su superficie.

En la mayoría de los experimentos, los espectros exhibieron un des-
plazamiento a longitudes de onda mayores a lo largo del tiempo, 
esto podría deberse a que continúa una reacción lenta de reducción 
de Ag+ a Ag0, aumentando probablemente el tamaño de las partícu-
las hasta tener una forma energéticamente favorable.

Por otro lado, el espectro UV del ensayo diez (pH: 10, T: 20 °C) 
permaneció sin variaciones en su banda de longitud de onda, esto 
confirma la estabilidad y uniformidad de las AgNPs en una solución 
coloidal, conservando su forma esférica.

En la tabla 5 se muestran los tamaños hidrodinámicos (Z) de las 
AgNPs.

Figura 3. UV-visible de AgNPs con extracto acuoso de queñua.

Tabla 5. Tamaños hidrodinámicos (Z) de las AgNPs con extracto acuoso de queñua.

N.º de ensayo Temperatura (°C) pH Z (nm) Pdl

4 60 7 111,20 0,50
5 20 12 147,60 0,43
7 20 7 178,50 0,40
9 60 10 52,44 0,25

10 20 10 58,68 0,48
12 60 12 48,89 0,48

Z: tamaño hidrodinámico promedio.
PdI: índice de polidispersidad de las NPs.

La mayoría de ensayos muestran PdI similares, esto sugiere que las 
muestras tienen una gama variada de tamaños, lo que puede ocu-
rrir debido a que con el tiempo las muestras tienen la tendencia a 
aglomerarse. En referencia a Botasini [28], el promedio Z puede so-
breestimar el tamaño hidrodinámico de las muestras polidispersas. 
Esto se debe a que Z es la media aritmética de las poblaciones de 

partículas presentes, donde las de mayor tamaño tienen pesos re-
lativos superiores en la cantidad de luz dispersada en comparación 
con las partículas más pequeñas.

Los picos de SPR de cada ensayo de biosíntesis de AgNPs con 
extracto hidroetanólico al 50% de queñua se exhiben en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de las longitudes de onda (λ) de las AgNPs biosintetizadas con 
extracto hidroetanólico al 50% de queñua.

Ensayo n.º T (°C) pH
Fecha: 25/11/22 Fecha: 28/12/22

1 20 7 429 428
2 20 12 419 412
3 60 7 428 429
6 60 10 419 422
8 60 12 415 411

11 20 10 425 424

Los espectros UV-vis exhibieron una franja de absorción de energía 
entre 411 y 429 nm. Los picos de SPR de las AgNPs sintetizadas 
con extracto hidroetanólico tuvieron mayores longitudes de onda 
que los de las AgNPs sintetizadas con extracto acuoso. Según You-
saf et al. [29], la existencia de diversos grupos funcionales en los 
extractos podría ser el motivo de la variación de tamaño y forma 
de las AgNPs sintetizadas. Los compuestos presentes en los extrac-
tos hidroetanólicos generalmente tienen un tamaño molecular más 
grande y poseen superior capacidad de unirse a las AgNPs, lo que 
resultaría en la conformación de partículas más grandes.

Los espectros de las AgNPs biosintetizadas con extracto hidroeta-
nólico al 50% de queñua se observan en la figura 4.

Figura 4. UV-visible de AgNPs con extracto hidroetanólico al 50% de queñua.

En la figura 4B se observa la aparición de bandas de longitud de 
onda de resonancia dipolar, distintivas de las NPs de grandes tama-
ños. Cuando el pH es superior de 10, la temperatura de 60 °C y la 
concentración superior de compuestos fenólicos, las AgNPs crecen 
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a un ritmo acelerado e incontrolable. Esto promueve las polidisper-
sidad y aglomeración de las NPs, lo que se refleja en el tiempo. En 
la tabla 7 se muestran los tamaños hidrodinámicos de las AgNPs 
biosintetizadas con extracto hidroetanólico al 50%.

Tabla 7. Tamaños hidrodinámicos promedio (Z) de las AgNPs con extracto 
hidroetanólico al 50% de queñua.

N.º de ensayo Temperatura(°C) pH Z (nm) Pdl

1 20 7 49,82 0,56
2 20 12 84,54 0,24
3 60 7 220,70 0,71
6 60 10 62,70 0,50
8 60 12 268,4 0,60

11 20 10 34,77 0,60
Z: tamaño hidrodinámico promedio.

PdI: índice de polidispersidad de las NPs.

Los valores mayores de PdI en los extractos hidroetanólicos al 50% 
sugieren que las AgNPs tienen una heterogénea distribución de ta-
maños, esto coincide con los espectros UV-vis que muestran que las 
AgNPs son más polidispersas y tienden a juntarse. Los ensayos tres 
(pH:7 y T: 60 °C) y ocho (pH:12 y T: 60 °C) mostraron Z más altos 
y mayores PdI, por lo tanto, la temperatura de síntesis puede haber 
sido un factor que influyó en la formación de AgNPs. Estos resulta-
dos son similares a lo que observaron Liu et al. [30], que la alta tem-
peratura favorece la formación de NPs, pero solo si hay suficiente 
cantidad de iones de agente precursor Ag+, si la cantidad de iones 
Ag+ es insuficiente, la nucleación se produce muy rápidamente, lo 
que impide el crecimiento de las NPs.

Análisis estadístico
Análisis de las variables
La tabla 8 muestra los resultados del análisis de varianza (ANOVA).

Tabla 8. Resultado del análisis de varianza para AgNPs obtenidas con extracto 
acuso e hidroetanólico de queñua.

Fuente Valor P
Cuadrado 

medio
Suma de 

cuadrados

A 0,529 1273,49 1273,49
B 0,945 14,55 14,55
C 0,307 3689,71 3689,71

AA 0,297 3855,74 3855,74
AC 0,036 25.661,4 25.661,40
BB 0,052 19.979,8 19.979,80
BC 0,906 42,4581 42,45

Error total 2695,79 10.783,20
Total (corr.) 65.300,30

Valor P: medida de la credibilidad de la hipótesis nula.
A: cantidad de etanol.

B: pH.
C: temperatura.

AA: interacción de cantidad de etanol - pH.
AC: interacción de cantidad de etanol -temperatura de biosíntesis.

BB: interacción de pH.
BC: interacción pH-temperatura de biosíntesis.

De la tabla 8 se deduce que el tipo de extracto y la temperatura 
no influyeron significativamente en el tamaño de las AgNPs. Sin 
embargo, la interacción entre estos dos factores tuvo un impacto 
significativo, esto señala que las dimensiones de las AgNPs no son 
determinadas de manera individual por cada factor, sino que surgen 
de la interacción compleja entre estos. En consecuencia, se respalda 
la hipótesis alternativa que sugiere que la combinación específica 
de factores, incluyendo la temperatura y el tipo de extracto, impacta 
directamente en el tamaño de las AgNPs.

Efectos estimados para el tamaño de las AgNPs
Tabla 9. Efectos estimados del tamaño hidrodinámico de las AgNPs obtenidas con 

extracto acuso e hidroetanólico de queñua.

Efecto
Factor de 

inflación de 
varianza (VIF)

Estimado
Intervalo de 

confianza

Promedio 52,14 ± 72,08
A 1,0 20,60 ± 83,23
B 1,0 -2,70 ± 101,93
C 1,0 35,07 ± 83,23

AB 1,0 43,91 ± 101,93
AC 1,0 92,49 ± 83,23
BB 1,0 73,12 ± 176,56
BC 1,0 -4,61 ± 101,93

En la tabla 9, para evaluar la influencia de las variables, se calculó 
la disparidad entre los niveles altos y bajos, así como el promedio 
de estos niveles para cada variable. Según el factor de inflación de 
varianza (VIF), no existe multicolinealidad entre las variables inde-
pendientes. Las siguientes son las estimaciones de los efectos:

• Un aumento promedio de 35,07 nm en la distribución de tamaños 
de las NPs se produce al aumentar la temperatura de 20 a 60 °C.

• Las AgNPs aumentan de tamaño en promedio 20,60 nm como re-
sultado de la transición de solvente acuoso a hidroetanólico (50%).

• Para el pH el efecto resultó negativo, lo cual condujo a la disminu-
ción del tamaño de las NPs en 2,70 nm al aumentar el pH de 7 a 12.

Modelo de regresión

Figura 5. Superficie de respuesta estimada, a partir del modelo matemático presen-
tado en la Ec. (4), del tamaño hidrodinámico de las AgNPs obtenidas con diferentes % 
de etanol en el extracto de queñua.

El modelo de regresión utilizado para predecir el tamaño de las Ag-
NPs se representa gráficamente en la figura 5. Debido a que el pH 
no varía de manera lineal, la superficie de respuesta estimada es una 
parábola. Por lo tanto, se puede observar que los rangos que están 
marcados de azul y rosado son donde se obtienen dimensiones de 
menor tamaño a 80 nm de AgNPs, en condiciones de pH inferior a 
10 y concentración de etanol del 0 al 50%. Mientras que la tonali-
dad azul solo indica las condiciones ideales para obtener AgNPs con 
un tamaño menor a 50 nm, estas condiciones se dan empleando 
extractos acuosos o extractos con un contenido de etanol no supe-
rior al 20%. Los colores naranja, celeste y verde indican que un pH 
mayor a 11,5, y emplear extractos hidroetanólicos o acuosos, no es 
adecuado para la síntesis de AgNPs, ya que producen NPs de gran 
tamaño.

El modelo matemático que representa la biosíntesis de AgNPs es:

Tamaño hidrodinámico (nm) = 1420,21 – 270,617 × pH – 
6,62437 × CE – 0,997704 × T + 0,0924867 × CE × T + 
0,35126 × CE × pH + 13,8494 × pH2 – 0,046075 × pH × T

(4)
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Donde T es la temperatura de biosíntesis, CE es la cantidad de eta-
nol y R2 = 83,48%.

El valor de R2 indica que el modelo de regresión puede explicar el 
83,48% de la variación en el tamaño de las AgNPs. Esto indica que 
el modelo puede predecir el tamaño de las AgNPs en función de los 
factores mencionados y se ajusta bien a los datos experimentales.

Caracterización por microscopía electrónica de barrido 
(SEM)
La figura 6 muestra las microfotografías emitidas por la SEM en el 
ensayo diez, el cual mantuvo una mejor estabilidad a lo largo del 
tiempo y también presentó las mejores condiciones de réplica por 
la simplicidad de preparación del extracto acuso de queñua. Según 
los hallazgos de la presente investigación, la biosíntesis de AgNPs a 
un pH de 10 y una temperatura de 20 °C, son condiciones donde las 
NPs presentaron tamaños hidrodinámicos promedios de 58,68 nm, 
aunque también se obtuvieron NPs de menor tamaño con diferen-
cias de solo el 1,15% a condiciones de temperatura de 60 °C y pH 
12 empleando extracto acuoso de queñua; sin embargo, esto signi-
ficaría un mayor control del proceso y costo de producción en escala 
piloto o industrial, es por eso que se descartaron los otros ensayos.

Figura 6. Microfotografías de las nanopartículas (NPs). A: 7,3 kx, B: 16.9 kx, C: 87,4 kx 
y D: 115 kx.

Se pudo evidenciar la existencia de plata metálica (figura 6A, seña-
ladas con flechas verdes), las cuales, según Pardo et al. [26], se ob-
servan como puntos blancos brillantes en las micrografías debido a 
sus propiedades lumínicas.

También se observa una fase de color gris más suave (señalado con 
una flecha amarilla en la figura 6B). Zahir et al. [31] mencionan que 
esta película se identifica como la parte orgánica, y según Asif et al. 
[32], la película se compone de sustancias orgánicas extraídas de 
plantas y materia orgánica que rodea las NPs. Esta materia orgánica 
se ve como una capa gruesa que rodea las NPs. Estos materiales son 
los que brindan estabilidad a las AgNPs.

Mediante esta técnica se observaron algunas NPs grandes, de hasta 
119,30 nm de radio, y otras pequeñas de hasta 36,06 nm. Sin em-
bargo, también se detectaron partículas de tamaño inferior a 60 nm 
de diámetro, pero no se pudo determinar su tamaño exacto debido 
a las limitaciones de la técnica. La muestra estaba compuesta por 
más del 85% de nanoestructuras esféricas, de las cuales el 95% eran 
AgNPs y el 5% eran material vegetal. Los resultados obtenidos con-
firman que la muestra es polidispersa, tal y como se demostró en el 
análisis de DLS.

Las partículas más pequeñas, representadas por las flechas naranjas 
en las figuras 6C y 6D, forman una capa alrededor de las partículas 
de mayor tamaño, lo que conduce a la creación de agregados. Según 
Koehler et al. [33], las NPs se atraen entre sí debido a la carga eléc-
trica excesiva en su superficie, cuanto mayor sea el número de car-

gas eléctricas en exceso mayor es esta atracción. En otras palabras, 
las NPs con una alta carga eléctrica en su superficie se repelen entre 
sí, lo que les impide agruparse. Por el contrario, es más probable 
que se agrupen las NPs con una carga eléctrica menor en su superfi-
cie. La deshidratación de la muestra durante la preparación para las 
técnicas de análisis puede hacer que las partículas se reduzcan de 
tamaño y se agrupen.

La figura 7 presenta los hallazgos del análisis de EDX, los cuales 
indican la composición de las AgNPs, compuestas principalmente 
por plata elemental (Ag0). Esto se deduce porque se observa un 
pico pronunciado y una energía de 3 keV que, según Paulkumar et al. 
[34], es la energía característica de los rayos X emitidos por la plata.

Figura 7. Composición elemental emitida por espectroscopia de rayos X de AgNPS 
biosintetizadas con extracto acuoso de queñua.

La espectroscopia de rayos X mostró que las AgNPs están compues-
tas principalmente por Ag0 (69,31%), pero también hay presencia 
de O (22,57%), Na (6,66%) y K (1,46%). Estos últimos elementos 
pueden ser el resultado de biomoléculas presentes en la superficie 
de las AgNPs que las protegen de la degradación.

Después de 14 semanas, se confirmó mediante el análisis EDX los 
elementos en las AgNPs, el 69,31% era Ag0. Los hallazgos corrobo-
ran los resultados de la investigación de Menon et al. [35], en la 
que el análisis EDX indica la presencia de Ag0, Cl, C y O. Según ellos, 
estos grupos funcionales se adsorben en las NPs.

Los autores Srirangam y Parameswara [36] llevaron a cabo la sín-
tesis utilizando extracto de Malachra capitata L. donde observaron 
que los espectros mostraban Ag0 en 70,36% y un porcentaje de C del 
35,13%, también mencionan que el porcentaje de Ag0 es un indica-
dor de la eficiencia de conversión. En el estudio de Femi et al. [37] 
se biosintetizaron AgNPs con Gleichenia pectinata (Willd.) C. Presl, en 
los espectros observaron la presencia del pico característico de Ag0 
a 3 keV Ag0 en un porcentaje del 16%, ellos también descubrieron 
la presencia de otros elementos químicos como O (68%), Si (12%), 
Al (5%) y K (4%), que se encontraban en la superficie de las AgNPs 
formando una capa orgánica de recubrimiento.

Según Bhattacharjee et al. [38], la técnica de potencial Z puede 
evaluar la carga superficial de las NPs, y si tienen cargas superfi-
ciales más bajas, suelen agruparse, coagularse o flocularse. Por el 
contrario, las NPs con cargas superficiales más altas de ±30 mV 
tienden a repelerse entre sí, esto indica que las partículas no se 
atraen entre sí, por lo que no se agrupan ni se floculan. También, 
Elamawi et  al.  [39] mencionan que cuando las AgNPs tienen una 
carga negativa se repelen con otras partículas, lo que evita que se 
agrupen. En la presente investigación se obtuvo un valor de −10 mV, 
pues la biosíntesis a un pH de 10 fomenta la formación de AgNPs 
con una mayor carga negativa, según lo reportado por Bélteky et al. 
[40], que investigaron cómo los grupos funcionales que se encuen-
tran en las superficies de las NPs son susceptibles a perder protones 
en soluciones básicas, esto permite incrementar la carga superficial 
negativa de dichas NPs; por lo tanto, el valor Z de la muestra pro-
bablemente fuera mayor al principio de la síntesis que después de 
un período de 14 semanas. La probable reducción en el valor de 
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Z puede ser atribuible a una combinación de factores, incluyendo 
la adsorción de biomoléculas a la superficie de las partículas y la 
oxidación de la plata. Asimismo, la matriz biológica del extracto de 
queñua puede ayudar a estabilizar las AgNPs, incluso después de 
que su carga negativa haya disminuido. Las biomoléculas presentes 
en el extracto podrían estar adsorbiéndose a la superficie de las par-
tículas y generando una carga negativa adicional.

Aplicación antibacteriana
Tabla 10. Aplicación de AgNPs en solución acuosa en 500 mL de agua filtrada.

Ensayo (mL) AgNPs
NMP 

CT/100 mL
NMP 

CTL/100 mL

% de 
eliminación 
de bacterias

1 33 × 106 33 × 106 -
2 50 1,8 1,8 100
3 70 1,8 1,8 100
4 90 1,8 1,8 100
5 110 1,8 1,8 100
6 130 1,8 1,8 100

CT: coliformes totales.
CTL: coliformes termotolerantes.

Las dosis de AgNPs en solución acuosa aplicadas a las muestras de 
agua se muestra en la tabla 10. La muestra filtrada contenía colifor-
mes totales y coliformes termotolerantes en una cantidad de 33 × 
106 NMP/100 mL. Después de haber aplicado las diferentes dosis, 
se redujo a menos de 1,8 NMP/100 mL, esto indica que se produjo 
una eliminación de prácticamente el 100%. Este resultado afirma lo 
mencionado por Ticllacuri y Travezaño [12], quienes han encontra-
do que las NPs de tamaño nanométrico tienen una mayor capacidad 
de supresión de coliformes totales y termotolerantes. Según Menon 
et al. [35], las AgNPs poseen la capacidad de eliminar bacterias al in-
terrumpir la permeabilidad y la respiración de la membrana celular. 
Además, se unen a moléculas con azufre, lo que produce sustancias 
que dañan la célula a nivel molecular. Se cree que las AgNPs inter-
fieren con enzimas y proteínas necesarias para producir Adenosín 
Trifosfato (ATP) en las células bacterianas, lo que interrumpe la fun-
ción celular y mata las bacterias.

Los resultados de esta investigación señalan que las AgNPs son efec-
tivas en el tratamiento antibacteriano. Esto significa que la PTAR 
podría cumplir con los requisitos de calidad ambiental para aguas 
de categoría uno (coliformes inferiores a 50 NMP/100 mL) [41]. Sin 
embargo, deben realizarse más estudios de la variación mediante el 
empleo de dosis menores con base a los resultados expuestos en la 
tabla 10.

Conclusiones
En esta investigación se sintetizaron AgNPs con extracto de queñua 
a diferentes condiciones de temperatura, pH y tipo de extracto. Los 
resultados evidenciaron que las mejores condiciones para replicar la 
síntesis de AgNPs son a un pH 10, temperatura de 20 °C y extracto 
acuoso con un promedio de tamaño de 58,68 nm de diámetro me-
dido mediante la técnica DLS. Con la técnica SEM se midieron tama-
ños en rango de radio entre 36,06 a 119,30 nm con forma esférica y 
una carga superficial negativa moderada (−10 mV). Se constató que 
la cantidad de etanol, pH y la temperatura de síntesis afectan en el 
tamaño de las AgNPs. Finalmente, se examinó la actividad antibac-
teriana de las AgNPs sintetizadas en muestras de agua del afluente 
de la PTAR de Cusco, Perú, los hallazgos demostraron que las AgNPs 
eliminaron a las bacterias (coliformes totales y termotolerantes) 
en la muestra, lo que demuestra su potencial uso como agente an-
tibacteriano. No obstante, se señala la necesidad de realizar más 
estudios para determinar si quedan restos de AgNPs en las aguas 
tratadas, la cuales podrían representar toxicidad para el medio en 
donde se encuentren.
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