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RESUMEN

El uso irracional de antibi6ticos ha generado que las bacterias desarrollen mecanismos de
resistencia antibidtica. El agua, especialmente de aquellos rios contaminados, influye
considerablemente en la propagacion de este fendmeno, por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue realizar la sintesis verde y caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de cobre
como potencial bactericida para el tratamiento de agua del rio Chibunga. Para obtener las
nanoparticulas de 6xido de cobre, se empled extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto)
como agente reductor y sulfato de cobre como sal precursora; su caracterizacion se efectud
mediante Espectroscépica Uv-vis, Espectroscopia de infrarrojo (IR ) y Microscopia electrénica
de barrido (SEM), mientras que su actividad bactericida, se evalué mediante pruebas de inhibicién
bacteriana, realizando siembras en agar nutritivo cada hora de exposicion de las muestras de agua
a las nanoparticulas. Para el analisis estadistico se emple6 la Correlacién de Pearson, con el cual
se logro establecer que existe una correlacion inversa entre el nimero de colonias y el tiempo de
exposicion puesto a que se redujo considerablemente la carga bacteriana desde la primera hora en
que las muestras de agua entraron en contacto con las nanoparticulas. Ademas, se determind que
las mejores condiciones para la formacién de las nanoparticulas fueron empleando una baja
concentracion de sal precursora (0.05 M) y una temperatura de 80°C, obteniendo asi CUONPs de
forma ovalada y tamafio entre 23-39 nm segln el analisis de microscopia electronica de barrido,
dichas caracteristicas permitieron que las nanoparticulas ejerzan su efecto bactericida. En base a
estos resultados se concluye que las CuONPs si presentan actividad bactericida frente a cepas
bacterianas Grampositivas y Gramnegativas resistentes a antibiéticos presentes en las muestras

de agua de rio y por lo tanto son una buena alternativa para la purificacion del agua.

Palabras clave: <RESISTENCIA BACTERIANA>, <SINTESIS VERDE>,
<NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE (CuONPs)>, <BACTERICIDA>,
<BACTERIAS GRANPOSITIVAS>, <BACTERIAS GRAMNEGATIVAS>, <RIO
CHIBUNGA>.
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ABSTRACT

The irrational use of antibiotics has caused bacteria to develop antibiotic-resistance mechanisms.
The water, especially from those polluted rivers, considerably influences the propagation of this
phenomenon, therefore, the objective of this research was to perform the green synthesis and
characterization of copper oxide nanoparticles as a bactericidal potential for the water treatment
of the Chibunga River. To obtain the copper oxide nanoparticles, an aqueous extract of Eucalyptus
globulus (eucalyptus) was used as a reducing agent and copper sulfate as a precursor salt; its
characterization was carried out by Uv-vis spectroscopy, infrared (IR) spectroscopy and scanning
electron microscopy (SEM), while its bactericidal activity was evaluated by bacterial inhibition
tests, performing seedings in nutritive agar, every hour of exposure of water samples to
nanoparticles. For the statistical analysis, the Pearson Correlation was used, and it was possible
to establish an inverse correlation between the number of colonies and the exposure time since
the bacterial load was considerably reduced from the first hour the water samples came into
contact with the nanoparticles. In addition, it was determined that the best conditions for the
formation of nanoparticles were using a low concentration of precursor salt (0.05 M) and a
temperature of 80 ° C, thus obtaining CUONPs of oval shape and size between 23-39 nm according
to the analysis of scanning electron microscopy, these characteristics allowed the nanoparticles to
exert their bactericidal effect. Based on these results, it is concluded that CUONPs do have
bactericidal activity against Gram-positive and Gram-negative antibiotic-resistant bacterial

strains present in river water samples and therefore are a good alternative for water purification.

Keywords: <BACTERIAL RESISTANCE>, <GREEN SYNTHESIS>, <COPPER OXIDE
NANOPARTICLES (CuONPs)>, <BACTERICIDE>, <GRAMN-POSITIVE BACTERIA>,
<GRAM-NEGATIVE BACTERIA>, <CHIBUNGA RIVER>.
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INTRODUCCION

Las bacterias a lo largo de la linea evolutiva, han desarrollado mecanismos especificos para evadir
de forma natural el efecto de los antibidticos. Hoy en dia este fendmeno es considerado como uno
de los mayores problemas de salud publica a nivel mundial que se origina por el uso inadecuado
e irracional de los antibi6ticos y sus consecuencias se ve reflejado en el aumento de la tasa de

morbilidad y mortalidad de las enfermedades infecciosas (Pérez, 2021, pp. 8-9).

Generalmente, el término de resistencia a los antibi6ticos se lo relaciona principalmente al ambito
hospitalario; sin embargo, segin estudios realizados, se ha demostrado el papel que juegan las
fuentes hidricas para la propagacion de este fenémeno. El agua, sobre el cual se vierten aguas
residuales de origen industrial o doméstico sin previo tratamiento, se vuelve un ambiente propicio
para la supervivencia de estos microorganismos y permite la interacten directamente con otros
para lograr transferir genes de resistencia o simplemente adquirir nuevos mecanismos de
resistencia (Chiriboga, 2019, pp.5-6). Por este motivo, se buscan nuevas alternativas que ayuden a la
purificacion del agua de manera que quede exenta de microorganismos patégenos y sobre todo

de aquellas bacterias resistentes a los antibidticos.

La nanotecnologia es una de las alternativas prometedoras para frenar esta problematica, puesto
a gque permite sintetizar materiales de tamafio nanométrico con propiedades antibacterianas como
son las nanoparticulas de 6xido de cobre, las cuales presentar propiedades dpticas, eléctricas,
catalitica, pero principalmente un gran espectro antibacteriano. Varios estudios han demostrado
que las nanoparticulas de éxido de cobre debido a su tamafio, tienen el paso libre por los poros de
la célula bacteriana para que puedan ejercer su efecto supresor del crecimiento de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas que han generado resistencia como es el caso de Escherichia coli,
Enterococcus sp, Proteus sp, Klebsiella sp, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyrogenes (Adewale et al., 2020: pp. 3-7).

La sintesis de CuO NPs tiene un enfoque de sintesis verde cuya metodologia ha mostrado ser una
técnica de bajo costo, facil de realizar y rentable con el medio ambiente. Tomando en cuenta la
gran diversidad de especies vegetales que se desarrollan en Ecuador, el presente trabajo de
investigacion pretende realizar la sintesis verde y caracterizacién de nanoparticulas de éxido de
cobre con potencial bactericida a partir del extracto obtenido de las hojas de Eucalipto globulus
(eucalipto) las cuales presentan gran actividad antioxidante y antibacteriana, y ademas poseen una
gran cantidad de metabolitos especialmente compuestos fendlicos que permitiran que el extracto
actlle como un agente reductor de la sal precursora de las nanoparticulas facilitando asi la sintesis

verde de las CUONPS (Letchumanan et al., 2021: pp.13-14).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

La era antibidtica inicié en el afio de 1928, con el descubrimiento de la penicilina y desde
entonces, se ha sintetizado una gran cantidad de antibidticos. El uso irracional de estos
medicamentos, debido a la mala prescripcién e incorrecta administracion, ha generado que las
bacterias desarrollen mecanismos de resistencia que inhiben la accién antibiotica (Barrantes et al,
2020, pp. 2-5). Este hecho representa una amenaza a nivel mundial, puesto a que infecciones
comunes que antes eran faciles de tratar, hoy en dia ya no lo son debido a la poca efectividad que

tiene la farmacoterapia sobre estos microorganismos (Venegas et al., 2020: p. 3).

Esta resistencia bacteriana ha sido estudiada desde el punto de vista sanitario, pero las Gltimas
investigaciones han demostrado la influencia que tienen los ecosistemas acuaticos para la
propagacion de este fendmeno. Los ecosistemas acuaticos, especialmente los rios que cruzan
grandes ciudades, albergan un gran porcentaje de bacterias potencialmente patégenas que estan
adquiriendo resistencia a los antibidticos. Los recursos hidricos, se encuentran constantemente
contaminados por las principales actividades humanas, como la agricultura, la eliminacion de

medicamentos, desechos hospitalarios y por la eliminacion de aguas residuales (Fermandez et al.,
2019: pp. 2-18).

En Ecuador, el rio Chibunga que cruza por la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo, es
considerado como uno de los rios mas contaminados del pais, pues en este, a lo largo de su
recorrido se vierten aguas servidas sin ningun tipo de tratamiento, fertilizantes, detergentes y
también se arroja animales muertos (Chela, 2020, p. 1). Por esta caracteristica, el agua del rio, es
considerado como un reservorio directo de bacterias que han generado cierta resistencia, muchos

de ellos causantes de enfermedades infecciosas para el ser humano (Atiajay Ramirez, 2019: pp. 14-15).

Indudablemente, el uso indiscriminado de medicamentos a nivel global no puede ser controlado
totalmente por el hombre; sin embargo, eliminando, mejorando o reduciendo la contaminacion
del agua se podria disminuir la carga de bacterias resistentes a antibiéticos y con ello los efectos
de la resistencia bacteriana sobre la salud humana. Por lo tanto, es de gran importancia que se
tomen medidas para ayudar a la descontaminacién del agua y para mejorar su calidad a nivel

microbiol6gico (Fernandez et al., 2019: pp. 2-18).



1.2 Justificacion

El agua es un recurso natural y necesario para el desarrollo y mantenimiento de todas las formas
vida en el planeta. La calidad de este recurso hidrico es un factor determinante que incide sobre
la salud humana, puesto a que al estar contaminado por algin tipo de sustancia o agente
potencialmente patdgeno se convierte en un vehiculo que favorece la transmision de una gran
cantidad de enfermedades. Como respuesta a esta problematica, ha surgido la necesidad de buscar
nuevas alternativas que ayuden a la limpieza y mitigacion de los contaminantes de este recurso,

mediante la eliminacién o inhibicién del crecimiento bacteriano.

La nanotecnologia es una de las alternativas mas prometedoras para dar solucion a esta
problematica. En los Gltimos afios, esta disciplina ha permitido sintetizar nanoparticulas con
potencial efecto bactericida (Barrantes et al., 2020: pp. 1-3). Por lo ya expuesto, esta investigacion tiene
la finalidad de sintetizar nanoparticulas de 6xido de cobre mediante sintesis verde, utilizando
como agente reductor el extracto de eucalipto (Eucalyptus globulus) y CuSO4 como sal
precursora de las nanoparticulas. La caracterizacion de las nanoparticulas se realizara por
espectroscopia de UV-vis, espectroscopia de infrarrojo y microscopia electrénica de barrido, y
para determinar la actividad antibacteriana se realizaran pruebas de inhibicién con las

nanoparticulas.

El interés sobre las nanoparticulas de 6xido de cobre, es principalmente por su accion bactericida.
El mecanismo de accion se fundamenta en que estas nanoparticulas al ser afines a la membrana
celular tienden a acumular los cationes de CuO en la pared y membrana celular de la bacteria,
causando dafio sobre estas partes celulares y posteriormente la muerte de estos microorganismos.
También, se ha demostrado que la diferencia de tamafio entre los poros de la membrana y las
nanoparticulas, permite el facil acceso de los cationes CuO hacia el citosol en donde se liberan
los iones Cu®* que inducen dafio oxidativo en el ADN y las mitocondrias, ocasionando la muerte

bacteriana (Letchumanan et al., 2021: pp.13-14).

Con el desarrollo de esta investigacion, se contribuira al conocimiento sobre los procesos de
biorremediacion del agua, mediante una nueva metodologia, ya que se pretende probar la accién
bactericida que ejercen las nanoparticulas de ¢éxido de cobre sobre bacterias resistentes a

antibiéticos que se encuentran presentes en muestras de agua del rio Chibunga.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Realizar la sintesis verde y caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de cobre como potencial

bactericida para el tratamiento de agua del rio Chibunga.

1.3.2  Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de 6xido de cobre empleando extracto acuoso de Eucalyptus
globulus (eucalipto) como agente reductor y sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0)
como sal precursora.

e Caracterizar las nanoparticulas de 6xido de cobre obtenidas por sintesis verde mediante las
técnicas de Espectroscopia ultravioleta visible (Uv-vis), Espectroscopia de infrarrojo (IR) y
Microscopia electronica de barrido (SEM).

e Evaluar la actividad bactericida de las nanoparticulas de 6xido de cobre frente a bacterias
presentes en las muestras de agua tomadas del rio Chibunga mediante pruebas de inhibicion

bacteriana



CAPITULOII

2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

La resistencia bacteriana, constituye uno de los problemas de salud mas grandes en el mundo, el
crecimiento constante de este fendmeno esta ligado a la contaminacion de fuentes hidricas, por lo
que hoy en dia, muchos investigadores se han enfocado en el uso de la nanotecnologia para
obtener nanoparticulas que ayuden a la remediacion del agua mediante la eliminacion de bacterias

resistentes a los antibidticos (Ali et al., 2019: pp. 2-9).

En China, en el afio 2020, en el Instituto de Tecnologia de Beijing, se llev a cabo la investigacion
titulada “Sintesis verde de nanoparticulas de éxido de cobre para la aplicacion biomédica y
remediacion ambiental”. Este trabajo tuvo como objetivo recopilar informacion sobre los
desarrollos de la sintesis y aplicacion de las nanoparticulas de 6xido de cobre. Tras la revision
bibliogréfica se determiné la actividad bactericida que presentan las CUONPS sintetizadas a partir
del extracto Eucalyptus globulus (eucalipto) contra bacterias grampositivas y gramnegativas. Al
no haber crecimiento bacteriano en las pruebas de inhibicion, determinaron que las nanoparticulas
inhiben el crecimiento de cepas bacterianas grampositivas (Streptococcus mutans y
Staphylococcus aureus) y gramnegativas (Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli). Por lo tanto, se concluy6 que las nanoparticulas de éxido de cobre si presentan
un alto potencial bactericida y que su eficacia esta relacionada con su capacidad de producir
especies reactivas de oxigeno intracelularmente que generan un estrés oxidativo y posteriormente
la muerte del microorganismo. De este modo, estas nanoparticulas si pueden ser aplicadas tanto

en la biomedicina como en la remediacion de fuentes hidricas (Adewale et al., 2020: pp. 3-7).

En Malasia, en el afio 2021, en la Universidad de Malaya, también se realiz6 una revisién
bibliografica sobre la sintesis de nanoparticulas de éxido de cobre a partir de extractos de
diferentes plantas como Allium sativum (ajo), Eucalyptus globulus (eucalipto) y otras especies
gue presentan una gran cantidad de metabolitos como fenoles, terpenos y flavonoides que tienen
potencial reductor. EIl objetivo planteado en esta investigacion fue describir el mecanismo de
accion de las CuO NPs con potencial bactericida. Se establecio que, el mecanismo de inhibicion
y eliminacion bacteriana se da cuando las nanoparticulas de 6xido de cobre, por su tamafio, logran

atravesar facilmente los poros de la membrana. Una vez incorporados en el citosol, liberan los



iones Cu ?*, los cuales son responsables de inducir dafio oxidativo en el ADN y las mitocondrias,

provocando asi la muerte bacteriana (Letchumanan et al., 2021: pp. 2-21).

En México, en el afio 2021, en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional, se realizo el tema de tesis “Sintesis de nanoparticulas de cobre y 6xido de
cobre mediante el uso del extracto de Larrea tridentata y su potencial actividad antimicrobiana”.
Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el potencial efecto antibacteriano de las nanoparticulas
de d6xido de cobre para el control de bacterias patdgenas en el tratamiento de aguas. Al realizarse
la sintesis verde de nanoparticulas y las posteriores pruebas de inhibicién, se obtuvo como
resultado que, las nanoparticulas de CuO de forma esférica aglomerada de 100 nm presentan
actividad antibacteriana sobre cepas de Pseudomonas fluorescens, mientras que, aquellas
nanoparticulas de forma esféricas mono dispersa de 10 nm tienen actividad antibacteriana sobre
cepas de Erwinia amylovora. Sin embargo, también se determin6 que las nanoparticulas de cobre
cuyo tamario es de 590 nm y exhiben una forma cuasi-esferica aglomerada no presentan actividad
antibacteriana al igual que aquellas nanoparticulas de forma poliédrica aglomerada cuyo tamafio
es de 378 nm. Por lo tanto, una vez mas se concluy6 que el potencial efecto antimicrobiano de las
nanoparticulas depende netamente su morfologia, puesto a que son estas caracteristicas las cuales
les permitiran el paso libre por los poros de la membrana celular de las bacterias para que puedan

producir la muerte celular bacteria (Sanchez, 2021, pp. 75-78).

En otro estudio desarrollado en Argentina, en el afio 2019, en la Universidad Nacional de la Plata,
se realiz6 unarevision bibliografica sobre los diferentes métodos para la sintesis de nanoparticulas
de 6xido de cobre. El trabajo tuvo como objetivo determinar las ventajas que tiene la sintesis de
nanoparticulas, mediante el uso de extractos de diferentes especies de Eucalyptus sobre otros
métodos de sintesis. Determinaron que existen métodos fisicos, quimicos y bioldgicos. Dentro de
los métodos fisicos, se encuentra la molienda, la condensacion de gas inerte, pirdlisis, etc.;
mientras que los métodos quimicos, son el método sol-gel, micro emulsion, entre otros. Tanto los
métodos fisicos como los quimicos, presentan inconvenientes; uno de ellos es que los métodos
fisicos son costosos mientras que los métodos quimicos involucran el uso y la produccion de
sustancias contaminantes que representan una amenaza para el medio ambiente, por lo tanto, la
aplicacion de estos métodos es limitado. Dentro de los métodos biolégicos esta la sintesis verde,
esta técnica se basa en el uso de extractos de plantas como agentes reductores y no involucra el
uso de sustancias nocivas tanto para el ser humano como para el medio ambiente. Por lo tanto,
con este estudio se concluyé que la sintesis verde es un método de mayor aplicabilidad y menos

contaminante que los otros métodos (Salgado et al., 2019: pp. 1-19).



En cuanto se refiere a Ecuador, en nuestro pais ain no se han realizado la sintesis verde de
nanoparticulas de éxido de cobre, sin embargo, si se ha desarrollado la sintesis de nanoparticulas
de otros metales y 6xidos metalicos los cuales has demostrado tener efectos bactericidas.

2.2 Referencias tedricas

2.2.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia es la ciencia que se encarga de la sintesis, caracterizacion y aplicacion de la
materia biolégica y no bioldgica cuyo tamafio se encuentra a una escala nanométrica o a una
dimension de atomos y moléculas. Estas nanoestructuras son empleadas en el area ingenieria
ambiental, para el desarrollo de materiales nanométricos que ayuden a la purificacion del agua;
en ingenieria energética para la obtencion de dispositivo que ayuden a la generacion de energia
limpia; En biologia permite tener herramientas tecnoldgicas que ayuden a la investigacion y
transformacion de sistemas bioldgicos; Mientras que en medicina se aplica para el seguimiento,
diagndstico, prevencidn y tratamiento de diferentes enfermedades mediante el uso de, nanotubos
0 nanosensores capaces de ingresar en el organismo (Ruiz y Salazar, 2018: p.2). Se ha sefialado que,
la nanotecnologia, es una herramienta revolucionaria que generara grandes cambios en todas las
areas en las que se aplique para dar soluciones a los diferentes problemas sociales y ambientales,
por lo tanto, esta ciencia debe considerarse como una prioridad en el futuro (Gémez et al., 2020: pp.
2-11).

2.2.2 Nanoparticulas

La palabra nanoparticula hace referencia a todas aquellas estructuras moleculares cuyas
dimensiones estan en un rango de 1 a 100 nandmetros, presentan caracteristicas Unicas y
diferentes a los materiales de los cuales derivan (Ruiz y Salazar, 2018: p.1). Cada propiedad que
presenten dependera netamente del tamafio, de la forma y sobre todo de su composicién quimica
(Aguilar et al., 2021: p. 1). De este modo al exhibir propiedades Unicas podran ser empleadas en
campos como la industria alimenticia, la industria quimica, en el campo de la electrénica y en el

campo de remediacién ambiental (Letchumanan et al., 2021: p. 1).
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llustracion 2-1: Escala nanométrica donde se indica el tamafio de las nanoparticulas.

Fuente: Aguilar et al., 2021

2.2.2.1 Clasificacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas pueden ser clasificadas de acuerdo a la forma, tamafio u origen. A

continuacion, se presenta la clasificacion mas general y mayormente empleada.

o Nanoparticulas a base de carbon: Son aquellas que se encuentran formadas en su gran
mayoria por carbono, suelen tomar formas esféricas, huecas, elipsoidales o tubos (Barrantes et
al., 2020: pp. 2-8).

e Nanoparticulas inorganicas: Dentro de este grupo se encuentran las nanoparticulas
metélicas, estas son de gran interés cientifico ya que poseen actividad antimicrobianas,
fototérmicas, fotoeléctricas y dpticas. Las principales nanoparticulas son las de plata, hierro,
cobre y oro, o bien aguellas que se obtienen a base de dxidos de plata, cobre, titanio, hierro y

aluminio (Barrantes et al., 2020: pp. 2-8).

e Nanoparticulas organicas: En esta categoria esta los dendrimeros, micelas, liposomas y

nanoparticulas poliméricas (Barrantes et al., 2020: pp. 2-8).

2.2.3 Nanoparticulas de 6xido de cobre

lustracion 2-2: Nanoparticulas de CuO (SEM)
Fuente: Alhalili, 2022



Las nanoparticulas de 6xido de cobre pertenecen a la clasificacion de nanoparticulas inorganicas

metalicas.

El 6xido de cobre es un elemento que presenta estructura cristalina centrada en las caras, alta
conductividad y alta estabilidad. Especificamente el CuO a escala nanométrica, es de gran
importancia, puesto a que muestra ser un agente antimicrobiano y antifungico. Ademas, exhiben
actividad Optica, fototérmica y fotoeléctrica. Asi también la sintesis de nanoparticulas de CuO
son de particular interés en el area de la investigacion por su aplicabilidad como agente
antibacteriano, por este motivo son consideradas como una alternativa para combatir a aquellas

bacterias que han generado resistencia a la accion de los antibi6ticos (Sanchez, 2021, p. 38).

2.2.3.1 Nanoparticulas de 6xido de cobre como bactericida

El potencial efecto bactericida de las nanoparticulas de CuO esta relacionado con las propiedades
Unicas que muestran, cémo es la razon superficie-volumen; la morfologia como su forma esférica,
y su tamafio que varia entre 1-100 nm. Especificamente, el tamafio nanométrico que presentan
estos materiales les permite el paso libre por los poros de la célula bacteriana para que puedan

ejercer su efecto (Adwale et al., 2020: pp. 8-10).

Dada estas caracteristicas, las CuO NPs muestran un efecto supresor del crecimiento de bacterias
Gram-negativas causantes de infecciones, como Escherichia coli, Enterococcus sp, Proteus sp,
Klebsiella sp y Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae y también muestran un
potencial efecto bactericida contra bacterias Gram-positivas como Staphylococcus aureus,

Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis y Streptococcus pyogenes (Letchumanan at al, 2021, p. 9)

Por lo tanto, las nanoparticulas son de gran interés en el campo de biorremediacién ambiental,
puesto pueden son ideales para la purificacién de aquellas aguas que alojan organismos

bacterianos que son patdgenos para el ser humano y sobre todo resistentes a los antibidticos.

2.2.3.2 Mecanismo de accién de las nanoparticulas de 6xido de cobre

El mecanismo de accion de las NPs de 6xido de cobre no ha sido totalmente dilucidado pues se

han encontrado diferentes mecanismos de inhibicién bacteriana:

e Dafio en pared y membrana celular por interaccion electrostatica y acumulaciéon de
CuO: La accidn se genera por la diferencia de carga entre las nanoparticulas de CuO, y la
membrana y la pared bacteriana. La pared y membrana celular poseen grupos
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electronegativos que atraen a los cationes metalicos positivos de las nanoparticulas, dando asi
una atraccion electrostatica y, la acumulaciéon de CuO en la superficie de la pared y
membrana. Las bacterias Gram negativas presentan una mayor carga negativa por lo tanto la
interaccion electrostatica sera mas fuerte que en las bacterias Gram positivas (Vazquez et al.,
2018: p. 3). Esta interacciéon produce una alteracion en la permeabilidad de la membrana y
dafios en la pared celular, estas alteraciones en la célula conducen a una lisis y muerte
bacteriana (Letchumanan et al., 2021: pp.13-14).

Penetracion de CuO NPs: El tamafio de las nanoparticulas comparado con los poros de la
membrana favorece al ingreso de la nanoparticula sin ningun tipo de interferencia, asi como
también la ruptura de la membrana celular favorece la entrada de los cationes CuO. Una vez
que ingresan los cationes, se da la liberacion de iones Cu?* en el citosol. La presencia de estos
iones, genera la produccién de especies reactivas de oxigeno que genera un dafio oxidativo
en el ADN y en las mitocondrias, provocando que la bacteria pierda su capacidad para realizar

el proceso de division celular (Adwale et al., 2020: p. 8).
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llustracion 2-3: Mecanismo bacteriano de las nanoparticulas de CuO

Fuente: Alietal., 2019

2.2.4  Sintesis de nanoparticulas

Hay diferentes métodos para la sintesis de nanoparticulas, sin embargo, el método que se elija
dependerad netamente de los objetivos de la investigacion y del enfoque aplicativo de las
nanoparticulas. Uno de los métodos para la sintesis es la aproximacion de “arriba hacia abajo”

llamados “Top down” y las de “abajo hacia arriba” llamadas “Bottom up” (Ldpez y Gutiérrez, 2018:

p. 2).
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llustracion 2-4: Métodos de sintesis de nanoparticulas

Fuente: Aguilar, 2019

Bottom up: Reduce sélidos grandes hasta que éste llegue a un tamafio nanométrico, dentro

de esta categoria se encuentra: Molienda o desgaste mecanico, ablacion laser, volatilizacion

de un solido seguido por la condensacion y el método litografico (Lépez y Gutiérrez, 2018: p. 2).

e Top down: Sintetiza nanoparticulas a partir de sustancias mas pequefias en el que se

aprovechan su estado de agregacion y autoorganizacion. En esta categoria se encuentran los

métodos de: precipitacién quimica, deposicidn quimica de vapor, procesos Sol-gel, procesos

plasmay la sintesis verde (Lépez y Gutiérrez, 2018: p. 2).

2.2.4.1 Sintesis verde
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llustracion 2-5: Sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de cobre

Fuente: Alhalili, 2022

La sintesis verde es un metodo bioldgico y alternativo que permite sintetizar nanoparticulas junto

con material metalico como oro, plata, hierro y 6xidos metalicos. Abarca la utilizacién de

organismos o recursos naturales (bacterias, levaduras, algas, células humanas y extractos de

plantas) que poseen en su estructura una gran diversidad de metabolitos 0 compuestos quimicos

capaces de actuar como agentes antioxidantes, estabilizadores y reductores de los iones metalicos

(Goémez, 2018, p. 4).
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En estos Gltimos afios, se ha establecido que la sintesis verde ademés de ser un metodo amigable
con el medio ambiente, es facil de realizar, de bajo costo y no es toxica, por lo tanto, esta técnica
de sintesis puede remplazar a métodos convencionales tanto fisicos o quimicos puesto a que los
sistemas biologicos al tener la propiedad reductora, pueden reemplazar sin ningin problema a los
agentes quimicos-fisicos reductores (Salahuddin y Husen. 2020: pp. 1-2).

Especificamente la sintesis verde mediada por el uso de extracto de plantas, es mas ventajosa que
la sintesis quimica, fisica 0 microbioldgica, en vista de que es sencilla, no ocupa mucho tiempo,
no emplea productos tdxicos, no deja subproductos peligrosos para la salud y el ambiente y, sobre
todo, permite obtener nanoparticulas a gran escala. Otro hecho importante es que permite obtener
nanoparticulas mas estables debido a que las biomoleculas (fenoles, taninos, flavonoides, etc)
recubren las nanoparticulas ejerciendo un efecto protector, mejorando asi su estabilidad al evita
que sufran procesos de oxidacion por interaccion directamente con el ambiente, de este modo se

pueden mantener por mas tiempo y sin cambiar sus propiedades (Salahuddin y Husen. 2020: p. 2).

2.2.5 Eucalipto globulus (Eucalipto)

llustracion 2-6: Eucalyptus globulus (Eucalipto)
Fuente: Mauillefert, 2022

Eucalyptus globulus es originario del sudeste de Australia y Tasmania, pertenece a la familia
Myrtaceae y al género Eucalyptus. En Ecuador, la especie fue introducida en el afio de 1869 y
actualmente se encuentra formando bosques y bosquetes, principalmente en la cordillera de los
Andes de la sierra ecuatoriana (Guaraca, 2022, pp. 53-58). L0os principales metabolitos secundarios
gue posee esta planta son: alcaloides, fenoles, taninos, triterpenos y flavonoides, especialmente la
presencia de compuestos fendlicos mayoritariamente en las hojas, ademas de terpenos, han sido
asociadas a la actividad antioxidante, misma que esta asociada al efecto antifingico y
12



antimicrobiano de los extractos de esta planta. Los extractos etandlicos que se obtienen a partir
de las diferentes partes de la planta como raices, ramas, hojas y céliz presenta en mayor

proporcién quinonas, lactonas y cumarinas y, en menor cantidad, triterpenos y esteroides (Alhalili,
2022, p. 7).

Los extractos obtenidos de esta especie vegetal son los mas estudiados para llevar a cabo la
sintesis verde de nanoparticulas, posiblemente debido que existen alrededor de 20 millones de
hectareas de plantaciones de eucalipto que se encuentran distribuidas en todo el mundo, ademas
de poseer elevada cantidad de biomoléculas reductoras y antioxidantes que protegen a las

nanoparticulas dandoles mas estabilidad y mayor poder antibacteriano (Salgado et al., 2019: p. 4).

2.2.6  Factores que afectan la sintesis verde

Los parametros que juegan un papel crucial a la hora de determinar las caracteristicas y
propiedades de las nanoparticulas de 6xido de cobre sintetizadas a partir de una sintesis verde
son: la naturaleza de la planta, la concentracion del extracto y de la sal precursora de la
nanoparticula metalica, el pH, el tiempo y la temperatura de reaccion. Por lo tanto, es importante
controlar todos estos factores para obtener nanoparticulas de caracteristicas Unicas de forma
rapida y sobre todo que si tengan aplicaciones prometedoras en los diferentes campos de la

investigacion (Salahuddin y Husen. 2020: p. 2).

2.2.6.1 Temperatura

La temperatura es un factor determinante de la morfologia de las nanoparticulas, cuando esta
aumenta también se aumenta la velocidad de reaccion haciendo que se consuman los iones
metalicos, se formen los ndcleos de las nanoparticulas y se obtengan nanoparticulas de menor
tamafio. Por lo general la sintesis verde se lleva a cabo a una temperatura ambiente 0 menores a
100 °C para que las biomoléculas y los componentes activos del extracto vegetal tiendan a

degradarse con mayor facilidad a altas temperaturas (Letchumanan et al., 2021: p. 7).

2.2.6.2 Tiempo

El tiempo es otro factor que determina la morfologia de las nanoparticulas (NPs), esto se debe a
gue las NPs segun el periodo de almacenamiento tienden a acumularse, reducirse 0 aumentar su
tamafio, asi también determina la vida atil y por lo tanto el potencial que ejercen. Sin embargo,

este factor no influye tanto sobre el tamafio y forma de las NP puesto a que los factores como la
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concentracion del extracto vegetal, la sal precursora y la temperatura influyen mayormente sobre

la morfologia que presentan las nanoparticulas (Letchumanan et al., 2021: p. 8).

2.2.6.3 Concentracion del extracto vegetal

La especie de la planta es un determinante crucial en la caracterizacion de las nanoparticulas,
debido a que la gran diversidad de biomoléculas presentes en el extracto actuara como agentes
reductores y protectores de las NPs. En consecuencia, tanto la cantidad del extracto y de las
biomoléculas puede afectar la sintesis de las nanoparticulas debido a la disponibilidad de las
moléculas necesarias para que se lleve a cabo la reduccion de iones metalicos y la estabilidad de

las mismas (Letchumanan et al., 2021: p. 8)

2.2.6.4 pH

Segun investigaciones realizadas se ha reportado que el efecto de pH del medio determina el
aumento de la actividad reductora de los grupos funcionales en los extractos vegetales, de modo
que esto influye directamente sobre el tamafio, la forma, el proceso de reduccién y la estabilidad

de las nanoparticulas (Salgado et al., 2019: p. 4).

Cuando la biosintesis se produce a pH mayores a 8 se obtiene nanoparticulas de menor tamario
de 20 a 32 nm, a pH mayor a 10 se obtienen nanoparticulas sueltas y aglomeradas cuyo tamafio
es aproximadamente de 28,2 nm, mientras que la sintesis en condiciones acidad a pH menores a
7 se obtiene nanoparticulas mas grandes cuyo tamafio podria alcanzar los 153 nm y a pH neutro
se obtienen nanoparticulas de CuO mayormente aglomeradas y de tamafio es de 66.3 nm. Por lo
tanto, se ha llegado a concluir que los pH alcalinos entre 7 y 9 son pH éptimo para la reaccion de

sintesis (Letchumanan et al., 2021: p. 9).

2.2.7 Meétodos de caracterizacidn de nanoparticulas de cobre

Existen varias técnicas fisicoquimicas para realizar la caracterizacién y estudio de las propiedades
de las nanoparticulas de 6xido de cobre entre las cuales tenemos:

e Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

e Espectroscopia de infrarrojo

e Microscopia de barrido electrénico
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2.2.7.1 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

Es una técnica instrumental que se basa en la absorcion de la radiacion electromagnética del
analito en los espectros UV-vis, cuando la radiacion en esta zona incide con el compuesto
analizado, sera absorbida por el mismo y la molécula pasard a un estado excitado de maxima
energia. La excitacion de los electrones que se logra al aplicar la radiacion UV, permite obtener
resultados expresados como picos de absorcion a una determinada longitud de onda, donde cada
pico formado determina un grupo funcional de la molécula y por lo tanto esto ayuda a

caracterizacion las muestras analizadas (Colcha, 2021, p.23).

2.2.7.2 Espectroscopia de infrarrojo

Permite la caracterizacion de varios tipos de materiales realizando un analisis cualitativo y otro
cuantitativo, de modo que al permitir identificar los grupos funcionales de las muestras analizadas
se puede conocer a la sustancia con la que se esta trabajando. Esta técnica analitica se encarga de
estudiar y analiza la absorcion y la emision de energia radiante que surge de la interaccion entre
la radiacion electromagnética y el material analizado. Dado a que las moléculas tienen los medios
suficientes para poder moverse y generar ciertas vibraciones a diferentes frecuencias, seran visible

el movimiento vibracional de rotacion de cada particula (Alvares, 2021, p. 39).

2.2.7.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Técnica instrumental que ayuda a determinar la morfologia y la composicion de las nanoparticulas
a partir de un detector de rayos X. En el microscopio electronico emite imagenes en 3D mediante
la deteccion, procesamiento y visualizacion de las sefiales que son producto de la interaccion entre
el haz de electrones de alta energia con la superficie de la nanoparticula. Dichas interacciones
resultantes a su vez son las que permiten obtener informacion especifica sobre el tamafio a partir
de 10 nm, la estructura cristalografica y la composicion quimica a fin de obtener una

caracterizacion con un excelente detalle de las nanoparticulas analizadas (Yanchapanta, 2022, p. 36).
2.2.8 Agua
El agua es un recurso esencial para el mantenimiento y desarrollo de todas las formas de vida. Se

estima que el planeta contiene alrededor de 1 400 millones de Km?de agua, de los cuales, el 2.5%

corresponde a agua dulce que se encuentra distribuido en lagos, glaciales, rios y acuiferos. Esta
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agua dulce es usada por el ser humano para su desarrollo, consumo doméstico y para realizar

actividades agricolas, ganaderas e industriales (Atiajay Ramirez, 2019: p. 17).

2.2.8.1 Demanda y uso del agua

La demanda y uso de agua a nivel global incrementa aproximadamente en un 1% cada afio, su
incremento se debe principalmente al crecimiento poblacional, el desarrollo socioeconémico de
paises en via de desarrollo y a las nuevas formas de consumo (Informe Mundial de las Naciones Unidas
sobre el Desarrollo de los Recursos Hidricos, 2018: p. 2). Las principales actividades consumidoras de este
liquido vital son la ganaderia, la agricultura y la acuicultura, las cuales representan el 69% de
extraccion de agua, seguido de las actividades industriales con el 19% y las actividades

domesticas con el 12% (Informe Mundial de las Naciones Unidas sobre el Desarrollo de los Recursos Hidricos,
2019: p. 14).

Para el afio 2050 se espera que la demanda de agua siga creciendo entre un 20 y 30% por encima
del nivel actual de consumo (Informe Mundial de las Naciones Unidas sobre el Desarrollo de los Recursos
Hidricos, 2019: p. 2). Aunque estas proyecciones pueden variar con el tiempo, el analisis realizado
actualmente sugiere que el crecimiento acelerado de la demanda y uso de agua se atribuira al
aumento de la tasa de natalidad, al aumento de las actividades del sector industrial y, que es
probable que el uso de agua en estas actividades disminuya en comparacion con las otras

actividades, sin embargo, la agricultura serd el sector con un mayor porcentaje de consumo

(Informe Mundial de las Naciones Unidas sobre el Desarrollo de los Recursos Hidricos, 2018: p. 2).

2.2.8.2 Calidad del agua

La calidad del agua es considerada, como un factor determinante que incide directamente sobre
la salud y el desarrollo de los seres vivos, segun las condiciones en las que se encuentre, esta
podria 0 no contribuir a la transmision de contaminantes o agentes patdgenos causantes de
enfermedades para el ser humano (Atiaja y Ramirez, 2019: p. 15). La calidad del agua no se juzga por
la pureza del recurso hidrico, sino méas bien por ser idonea para el uso en las diferentes actividades
del hombre, por lo tanto, el término “calidad del agua” se refiere a aquellas caracteristicas fisicas,
guimicas y bioldgicas que presenta este fluido, de tal forma que relina todos los criterios de

aceptabilidad para su empleo en las distintas actividades humanas (Parrales, 2020, p. 25).
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2.2.9 Aguaderio

El rio juega un papel importante en el ciclo global del agua; al igual que los acuiferos subterraneos
precipita y se escurre hacia el mar permitiendo regresar la humedad a la tierra a través de la
atmasfera. Este ciclo del agua renueva de forma constante una cantidad considerable de agua en
los continentes, por ende, permite el sustento y desarrollo de la vida. Durante toda la evolucion
de la vida humana, los rios han sido considerados como una fuente de agua para realizar
actividades domeésticas, industriales, agricolas y generar energia eléctrica especialmente en

aquellos lugares donde no cuentan con un sistema de agua potable o sistema eléctrico (Cadme., et
al, 2018: p. 2).

El agua de rio mantiene una variacion constante de su calidad debido a que durante todo su
recorrido arrastra gran cantidad de materia de distinto origen y tamafio. Se encuentra intimamente
relacionado con todos los ecosistemas que lo rodean, en sus orillas se forma ambientes himedos
que permite mantener su cauce y por ende ayuda a que haya una correcta circulacion para
mantener la vida animal y vegetal. Este liquido vital en los Gltimos afios se ha visto bajo presion
constante, debido a la disminucion de la disponibilidad de este recurso hidrico y el aumento de

contaminacion lo cual conlleva a la disminucion de su calidad (Cadme., et al, 2018: p. 2).

2.2.9.1 Rio Chibunga

La microcuenca del Rio Chibunga nace del volcan Chimborazo, desde este punto bajo el nombre
del Rio Chimborazo, atraviesa los paramos de El Arenal hasta llegar a las comunidades agricolas
de San Juan, Chimborazo, Shobol Llinllin y otras, en estas zonas el agua se mantiene en dptimas
condiciones de calidad. Mas adelante a 3.238 msnm especificamente en la zona de San Juan, se
une al rio Cajabamba, el cual segln investigaciones realizadas presenta una gran cantidad de
desechos por recoger aguas residuales de la comunidad de su mismo nombre Cajabamba y adopta
el nombre de Rio Chibunga. Desde aquel punto, su cause se extiende a 38 Km y se convierte en
el primordial afluente del Rio Chambo, mismo que es confluente del Rio Pastaza. El cauce del
Rio Chibunga continua por la ciudad de Riobamba y la parroquia de San Luis, a partir de este
punto a lo largo de todo su recorrido, recibe una gran cantidad de desechos contaminantes de
diferentes origenes debido a que su agua se emplea para la agricultura, ganaderia, actividades
industriales y domésticas, a mas de ello también se arroja basura y animales muertos lo cual

genera que se deteriore su calidad y se convierta en uno de los rios mas contaminados del Ecuador
(Salgado, 2018, p. 24).
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2.2.10 Principales contaminantes del agua

La contaminacion de los recursos hidricos generalmente se produce cuando se incorpora en ellos
diferentes tipos de materiales o sustancias ya sea de origen fisico, quimico o bioldgico. De este
modo el agua pierde su calidad y se vuelve inapropiada para su consumo. Entre los principales
contaminantes se encuentra los agentes patdgenos, los desechos organicos, las sustancias

quimicas inorganicas y los contaminantes emergentes (Grijalva et al., 2020: pp. 88-89).

2.2.10.1 Agentes patdgenos

Son aquellos microorganismos como bacterias, virus y parasitos que, al estar presentes en el agua,
favorecen la transmision de enfermedades como gastroenteritis, hepatitis A, colera, fiebre
tifoidea, disenteria y poliomielitis. Estos agentes patogenos derivan de desechos organicos o
Ilegan al agua a través de los excrementos que generan los animales o humanos infectados y que

son depositados directamente sobre rios, lagos o reservorios de agua (Alvarez, 2021: pp. 17-18.).

2.2.10.2 Desechos organicos

Son todos aquellos residuos producidos por el hombre y los animales. Incluyen el material fecal
y otros desechos que pueden ser biodegradados por bacterias aer6bicas mediante procesos
biolégicos que requieren el consumo de oxigeno. Cuando hay una gran cantidad de restos
organicos aumenta la proliferacion de colonias bacterianas ocasionando el agotamiento de la
demanda de oxigeno del medio, por esta razon, al no haber oxigeno, sera imposible la

supervivencia de animales y plantas acuéticas (Alvarez, 2021, pp. 17-18).

2.2.10.3 Sustancias quimicas organicas

Lo conforman las moléculas organicas sintetizadas por el hombre (petréleo, pléasticos,
combustible, plaguicidas, detergentes). Todos estos compuestos una vez presentes en el agua son
dificiles de retirar, tienden a acumularse con el pasar del tiempo y al encontrarse en grandes

cantidades, imposibilitan la supervivencia de la vida acuética (Alvarez, 2021, pp. 17-18.).

2.2.10.4 Sustancias quimicas inorganicas

Este grupo de contaminantes lo conforma los acidos, las sales y los metales toxicos como el

plomo, el mercurio y el niquel. Estas sustancias al encontrarse en cantidades elevadas en el agua
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de consumo, terminan ocasionando problemas en la salud de las personas y de los animales
(Alvarez, 2021: pp. 17-18).

2.2.10.5 Nutrientes inorganicos

Lo conforman los nitratos y fosfatos, generalmente estas dos sustancias son fundamentales para
el desarrollo de las plantas, sin embargo, cuando se encuentra una alta demanda de estos nutrientes
se genera el crecimiento desmedido de algas y organismos responsables de la contaminacion del
agua. Cuando estas plantas acuaticas mueren los microorganismos proceden a degradarlos
agotando la mayor cantidad de oxigeno, dando como resultado aguas muertas de mal olor y sin

vida (Alvarez, 2021, pp. 17-18).

2.2.10.6 Contaminantes emergentes

Son aquellos compuestos de distinta naturaleza quimica que suelen pasar inadvertidos por
incorporarse en el agua de forma lenta y continua a partir de aguas residuales, efluentes
hospitalarios y actividades agricolas. Dentro de este grupo de contaminantes, se encuentran
principalmente los componentes de consumo excesivo Yy creciente que presentan diferentes
estructura como son: los fa&rmacos y productos farmaceuticos, sustancias que alteran el sistema
hormonal del ser humano, aditivos alimenticios, sustancias tensoactivas y productos de cuidado

personal (Madera y Viloria, 2020: p. 15).

Estos compuestos no suelen degradarse ni de forma parcial ni completa durante el proceso de
tratamiento de aguas, esto se debe a que son moleculas complejas y de gran tamafio (antibioticos)
y las plantas de tratamiento han sido disefiadas para eliminar moleculas de baja complejidad

guimica (Madera y Viloria, 2020: p. 15).

2.2.11 Aguas residuales

Las aguas residuales son aquellas que resultan después de haber sido utilizada en las actividades
del ser humano. Contienen una gran cantidad de contaminantes tanto solidos como liquidos como
grasas, detergentes, materia organica, residuos industriales, sustancias quimicas como herbicidas
y plaguicidas, y en ocasiones sustancias toxicas. Aquellas aguas que no han recibido ningun tipo
de tratamiento se acumulan generando malos olores y terminan siendo reservorio de

microorganismos, especialmente aquellos que son patégenos para el ser humano (Arciniegay Salazar,
2021: p. 28).
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2.2.11.1 Clasificacion de las aguas residuales segun su procedencia

Las aguas residuales de acuerdo a su origen o0 procedencia se clasifican en aguas residuales
domeésticas, aguas residuales blancas, aguas residuales industriales y aguas residuales agricolas.
e Aguas residuales domésticas o urbanas: Son aquellas que proceden del aseo de las personas

y animales, de la cocina, la limpieza de las viviendas y sobre todo de sanitarios (Ramis, 2019,
pp. 14-20).

Composicion
[
| |
Materia Sélidos en Otros
| | |
Aportados a través de Aportados por el arrastre de e Metales
los desechos humanos que materia por el escurrimiento o Grasas
se liberan por el sistema superficial o a su vez por las y
de alcantarillado. actividades domésticas e aceites
industriales. e Toxico
l
Compuestos Compuestos
Proteinas: 40 y 60 % Fosforo (10 y 15 mg/L) en
Carbohidratos: 25y 50 % forma de fosfatos.
Lipidos: Menor al 10 % Nitrégeno (30 -65 mg/L) en
forma amoniacal puesto a que
la urea y los complejos
proteicos se transforman por
accion de los
microorganismos.

lustracion 2-7: Composicién quimica del agua residual de tipo urbana

Fuente: Ramis, 2019
Realizado por: Villagomez J., 2023

e Aguas blancas: Pueden proceder de forma natural a través de la atmoésfera, es decir, derivan

de la lluvia, la nieve o el hielo, o también a partir del riego y la limpieza de las ciudades
(YYanchapanta, 2022, p. 24).

e Aguas residuales industriales: Proceden de actividades realizadas en industrias o fabricas,
por lo que su composicién es muy variable. Contienen aceites, medicamentos, acidos,

productos y subproductos de origen quimico, vegetal, animal y/o mineral (Arciniega y Salazar,
2021: p. 29).

e Aguas residuales agricolas: como su nombre mismo lo indica son aquellas que derivan de

las actividades agricolas. La contaminacion del agua se debe principalmente a que las

20



sustancias como pesticidas, plaguicidas y abonos naturales o quimicos son arrastradas a traves
de la lluvia o de las aguas de riego hacia los rios o aguas subterraneas generando asi un

proceso de contaminacion (Lizana, 2018, p. 66).

2.2.11.2 Tratamiento de aguas residuales

El tratamiento de aguas residuales es un proceso complejo y requiere de un gran nimero de

procedimiento para su depuracion. Hay cuatro etapas o niveles para el tratamiento y son:

pretratamiento, tratamiento primario, tratamiento secundario y tratamiento terciario (Arciniega y
Salazar, 2021: p. 29).

A continuacidn, se describe cada una de las etapas:

Pretratamiento: Tiene como objetivo retener los sélidos finos cuya densidad es mayor a la
del agua y los sélidos flotantes como grasas y aceites. Ademas de ello en esta etapa también
se remueve todos los sélidos gruesos y de gran tamafio lo cual evita que se genere problemas
por el paso de estos materiales en las siguientes fases (Ramis, 2019, p. 37).

Tratamiento primario: Se consigue eliminar el 30% de la demanda bioguimica de oxigeno
y entre el 60 y 70% de la materia en suspensién, excluyendo toda la materia coloidal y las
sustancias que se encuentran disueltas mediante procesos fisicos como frotacién,
sedimentacién y coagulacidn (Arciniega y Salazar, 2021: p. 40).

Tratamiento secundario: Se utiliza un tangque de aireacién para eliminar cerca del 90% de
la materia organica coloidal o disuelta que no han sido removidos en el tratamiento primario.
Este tanque de aireacion aporta un gran porcentaje de oxigeno al agua el cual sirve para
acelerar el crecimiento de microorganismos que son los encargados del consumo y
degradacién de la materia organica (Tratamiento de aguas residuales, 2019: pp. 3-4).

Tratamiento terciario: Se aplica para remover compuestos organicos, nutrientes (fosforo y
nitrégeno), minerales y metales con el fin de evitar que el agua residual ya tratada, genere el
crecimiento de algas en los cuerpos de agua de baja circulacion o en los lagos (Tratamiento de
aguas residuales, 2019: pp. 3-4).

Desinfeccion: Es la tltima etapa del tratamiento y generalmente se suele aplicar el proceso
de cloracion para eliminar los microorganismos causantes de enfermedades (Arciniega y Salazar,
2021: p. 42).

2.2.12 Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares y procariontes, poseen una estructura celular

sencillay se reproducen mediante fision binaria. Son los organismos evolutivamente méas antiguos
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y los més abundantes en el planeta. Se encuentran distribuidos en el agua, en el suelo, en la

atmosfera y hasta en el ser humano por lo que pueden ser patdgenos o comensales (Macias et al.,
2019: p. 13).

Su tamafio oscila entre 0.5 y 5 um, la gran mayoria poseen una pared celular compuesta por
peptidoglicanos, sus 6rganos de locomocion son cilios o flagelos, no presentan mitocondria ni
cloroplastos y carece de ndcleo diferenciado por lo que su material genético se encuentra en una
zona llamada nucleoide (Macias et al., 2019: pp. 13-21).

2.2.12.1 Morfologia

La morfologia de las bacterias depende netamente de la pared celular, pues es esta estructura la
que les proporciona cierta rigidez o elasticidad a las células. Basicamente las bacterias vistas al
microscopio pueden presentar una forma esférica (cocos), una forma cilindrica (bacilos) o una

forma helicoidal (espirilos) (Macias et al., 2019: pp. 42-43).

" %&; %? >/F.mos

Pseudomonas Salmonella typhi

Estreptococos
iﬁ % ﬁ \ Treponema
! ﬁ /Espolas
Mycobacterium  Clostridium tetani Leptospira
Estafilococos tuberculosis
Esferas Bastones Espirales
(Cocos) (Bacilos) (Espiroquetas)

lustracion 2-8: Formas y agrupacion de las bacterias
Fuente: Bush, 2021

A continuacién, se describe a cada morfologia bacteriana:

e Cocos

Células esféricas. Suelen agruparse adoptando distintas formas segln su tendencia a mantenerse
unidas luego de la divisién celular o segun los planos del espacio en los que se genere el mismo
proceso. De acuerdo a esto, los cocos se agrupan en diplococos (pares) y su division celular se
lleva a cabo en un solo plano; Estreptococos cuando forman cadenas compuestas desde 5 hasta
100 elementos semejante a un rosario y su divisién se da de forma sucesiva en un mismo plano;
Tretracocos cuando tienden a organizarse en grupos pequefios conformados cada uno por 4
elementos y la division se realiza en dos planos; Sarcinas, cuando adoptan formas de cubos
compuestas por 8 0 mas elementos y cuya division celular se produce en tres planos del espacio;
finalmente se denominan estafilococos cuando las células se agrupan en forma de racimos de uva

presentando una division celular en tres planos del espacio (Acosta et al., 2018: pp. 23-24).
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e Bacilos

Células que exhiben forma cilindrica o de bastdn. Su manera de agrupacion es diferente a los de
los cocos, pues los bacilos muy raras veces se agrupan, sin embargo, algunas especies presentan
una tendencia de orden que depende netamente de las etapas de su desarrollo o de las condiciones

del medio de cultivo, por tal motivo los bacilos forman agrupaciones al azar (Acosta et al., 2018: p.
24).

Los bacilos agrupados en cadenas se denominan estreptobacilos y cuando se encuentran unidos
uno al lado de otro se denomina agrupacion empalizada. En otras ocasiones adoptan formas

similares a las letras L, T, V, X y Y (Macias et al., 2019: pp. 68-69).

e Helicoidal

Son aquellas células que no muestran un orden especifico puesto a que por lo general se

encuentran aisladas presentando una o varias curvaturas. Entre las formas que adoptan estas

células estan:

a) Vibriones: Bacterias que presentan una sola curvatura adoptando una forma semejante a una
coma gramatical (Macias et al., 2019: p. 83).

b) Espirilos: Bacterias que presentan forma helicoidal y cuyo movimiento es a través de sus

flagelos externos los cuales les permiten dar varias vueltas en torno a de su propio eje (Acosta
etal., 2018: p. 24).

c) Espiroquetas: Células de forma alargada con muchas curvaturas similar a un tirabuzén
(Acosta et al., 2018: p. 24).

2.2.13 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es aquel medio que brinda todas las condiciones fisicas y quimicas optimas
para el desarrollo, metabolismo y reproduccion de un microorganismo. Por lo general, en los
laboratorios de microbiologia se emplean placas de Petri o tubos sobre los cuales se coloca agar
para evidenciar zonas de crecimiento de colonias bacterianas que se originan a partir de una celula

original (Caycedo et al., 2021: pp. 2-5).

Hay que considerar que no todos los microorganismos pueden ser cultivables, sin embargo, en la
mayoria de los casos especialmente si se habla de cultivos bacteriologicos y cultivos de hongos
si pueden ser cultivados, debido a que exiben una gran diversidad metabolica (Caycedo et al., 2021:
pp. 2-5).
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2.2.13.1 Tipos de los medios de cultivo segun su utilidad

Actualmente existe una gran cantidad de medios de cultivo que se han desarrollado con base a la

utilidad o propdsito para la cual estén destinados, unos ayudan a aislar un determinado tipo de

agente bacteriano, mientras que otros facilitar la identificacion de algin tipo microorganismo o

simplemente ayudan a mantener a un agente microbiano que sea de interés investigativo. De

acuerdo a su uso los medios de cultivo se clasifican en: medios selectivos, medios nutritivos,

medios de enriquecimiento y medios diferenciales (Caycedo et al., 2021: p. 21).

Nutritivos: Son aquellos medios que contienen gran cantidad de nutrientes simples y basicos
que permiten el desarrollo éptimo de la mayoria de bacterias y hongos cuyos requerimientos
nutricionales son escasos. Por ejemplo, el agar Nutritivo, este es un medio empleado para
realizar el analisis o control microbiol6gico de alimentos, muestras de agua de cualquier tipo

y materiales que son de importancia sanitaria (Caycedo et al., 2021: p. 21).

lustracion 2-9: Crecimiento de todo tipo de colonias bacterianas en agar nutritivo
Fuente: Caycedo et al., 2021

De enriquecimiento: Son aquellos medios que contienen gran cantidad de componentes que
son diferentes a los basicos para ayudar al desarrollo de aquellos microorganismos que son
exigentes y que se les dificulta desarrollarse en medios generales. Por ejemplo, el agar
chocolate, este es un medio que contiene glébulos rojos lisados que proveen nutrientes como
la hemoglobina, heminay factor V que son esenciales para el desarrollo de bacterias exigentes
como Neisseria gonorrhoeae (Caycedo et al., 2021: p. 20).

Selectivos: Medios que estan formados por ciertas sustancias que facilitan el crecimiento de
un determinado tipo de bacteria e inhibe el crecimiento de otras. Por ejemplo, el agar
MacConkey gue contiene cristal violeta para el 6ptimo desarrollo de bacterias Gram negativas
e impide la proliferacion de bacterianas Gram positivas y de hongos (Caycedo et al., 2021: p. 23).
Diferenciales: Medios que tienen incorporado sustancias que pone de manifiesto alguna
caracteristica metabdlica de la bacteria que esté sujeta a investigacion. El agar MacConkey

es un medio que se empleado para la identificacion de enterobacterias, contiene lactosa y un
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indicado acido-base (rojo neutro). La bacteria que sean fermentadora de lactosa formara
colonias de color rosa intenso, mientras que aquellas bacterias que no son fermentadoras

formaran colonias incoloras por ejemplo Salmonella (Caycedo et al., 2021: p. 30).

2.2.14 Siembra

El proceso de siembra permite proveer al microorganismo un ambiente artificial adecuado para
que aquel agente pueda realizar sin problema su metabolismos, crecimiento y reproduccion, sin
embargo, hay que considerar que la técnica que se emplee dependera netamente de las necesidades
de los microorganismos. Uno de los parametros que se deberéa cuidar a la hora de realizar siembras
microbioldgicas es la temperatura de incubacion, pese a que la mayoria de los microorganismos
se desarrollan a temperaturas de 35 °C existen otros como Enterococcus faecalis que crecen a
altas temperaturas de 60°C y Escherichia coli a 44 °C, mientras que otros como Listeria que se

desarrollan en bajas temperaturas de aproximadamente 4°C (Serrano y Gutiérrez, 2018: pp. 49-55).

2.2.14.1 Técnicas de siembra de cultivos puros

Las tecnica de siembra en placas se emplean para transferir los microorganismos de un ambiente
a otro con el fin de ayudar a su crecimienro y desarrollo. La eleccion de la tecnica de siembra
dependera de los resultados que se quiere obtener en este proceso, generalmente las tecnicas de
siembra se emplean para aislar colonias bacterianas puras que posteriormente puedan ser

identificadas (Serrano y Gutiérrez, 2018: pp. 59-60). Las tecnicas de siembra en placa son:

e Siembra por estrias: Es un metodo sencillo y rapido de agotamiento continuo del inoculo
que se realiza sobre el medio de cultivo. Conforme a lo que se realicen las estrias, las bacterias
se pasaran de un nimero elevado a uno muy reducido encontrandose distribuidas de forma
individual a lo largo de la superficie del agar, de tal forma que cada una formaran colonias
bacterianas puras (Serrano y Gutiérrez, 2018: pp. 59-60).

¢ Aislamiento en placa por diluciones sucesivas: La técnica consiste en realizar diluciones
sucesivas de un inoculo para luego realizar siembras por extencion en placa de una cantidad
conocida de la muestra en una serie paralela de placas petri. De este modo, las diluciones al
ser distribuidas en la superfiecie de la placa, daran paso a la formacion de colonias bacterianas

separadas que podran ser facilmente contadas (Serrano y Gutiérrez, 2018: p. 69).

2.2.15 Tincién Gram

25



La técnica de Tincion Gram permite clasificar a las bacterias en dos grupos taxonémicos: las
bacterias Gram positivas y las Gram pegativas dependiendo de su capacidad para retener o no el
colorante cristal violeta empleado en la tincidn. La distinta coloracion que presentan estos dos
grupos bacterianos, se debe a la composicion quimica de su pared celular. Las bacterias Gram
Positivas poseen una capa gruesa de mureina o peptidoglicano conformando su pared celular por
lo que se tifien de color azul o violeta mientas que las bacterias Gram negativas por poseer una
pared celular conformada por capa fina de pepetidoglicano y una membrana externa formada de

lipopolisacéridos, lipidos y lipoproteinas se tifien de coloracion rosa o rojiza (Gonzales et al, 2020:
pp. 83-85).
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lustracion 2-10: Pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas

Fuente: Gonzales et al, 2020

Par llevar a cabo la tincién Gram se necesita 4 soluciones: un tinte basico (Cristal violeta), un
mordiente (Lugol), un decolorante (alcohol cetona) y un segundo tinte de contraste (safranina).
Tras la adicién del primer colorante se genera una decoloracion con alcohol cetona el cual
arrastrara al colorante basico solo en aquellas bacterias Gram Negativas, mientras que, en aquellas
bacterias Gram Positivas el tinte queda retenido por lo cual permaneceran tefiidas azules. En el
caso de las bacterias Gram Negativas, estas se tifien después tras la adicién del ultimo colorante
(Gonzéles et al, 2020: pp. 83-85).

2.2.16 Bacterias mas prevalentes en fuentes de agua

Las fuentes de agua albergan bacterias naturales y no patogénicas que actan como una barrera
biolégica que evita el asentamiento de microorganismos patdgenos en estos ecosistemas,
generalmente en los lagos o rios se encuentran adheridas a rocas formando biopeliculas, las
bacterias mas prevalentes en el agua son bacterias Gram negativas, en su mayoria, pertenecen al

género: Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Bordetella, Neisseria, Moraxella y Acinetobacter
(Balboa y Vergara, 2021: p. 4).
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La presencia de enterobacterias y bacterias anaerobias facultativas del género Escherichia,
Shigella, Salmonella, que habitan en el intestino de humanos y animales, esta asociada a la
contaminacion de agua por materia fecal por lo que son de importancia sanitaria, mientras que el
género Enterobacter, Klebsiella, Serratia, y Citrobacter se encuentran en grandes cantidades en
fuentes de agua, cultivos y suelos, por lo que no siempre estan asociados a la contaminacion fecal
Yy no representan necesariamente un riesgo para la salud humana. Asi también el género Legionela
no siempre esta asociada a una contaminacion fecal puesto a que esta bacteria tiene como habitad
natural el agua dulce, pero suele multiplicarse en las redes de distribucién de agua representando

asi un riesgo para la salud (Pinzén, 2021, p. 14-34).

En el caso de Micrococcus, Acromobacter, Bacillus, Vibrio, Pseudomonas, Streptococcus lacti,
Flavobacterium, Mycocacterium, Nocardia y Shipgomonas son las bacterias mas comunes
empleados en el proceso de biorremediacion del agua puesto a que tienen la capacidad de catalizar
las reacciones bioquimicas de los agentes contaminantes de tal manera que facilitan la
degradacién y remocidn de sustancias toxicas ayudando de esta manera a la remediacion de los

recursos hidricos (Balboa y Vergara, 2021: p. 4).

2.2.17 Bacterias bioindicadores de la calidad del agua

Las bacterias indicadoras son elementos esenciales que permiten efectuar un control de
contaminacién por la descarga de material fecal o a determinar la calidad e inocuidad del agua
debido a que su presencia es un indicativo de que existe alguna alteracion en la composicion del

agua (Marin, 2019, p. 126).

Para que las bacterias sean consideradas como indicadoras de contaminacion debe reunir las

siguientes caracteristicas establecidas por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (Marin,
2019, p. 127).

a) Deberan estar presente en grandes cantidades en el material fecal, aguas residuales y estar
ausente en fuentes de agua potable para el consumo humano (Marin, 2019, p. 127).

b) El tiempo de vida de las bacterias indicadoras debe ser similar o igual a la de las bacterias
patdgenas, ademas de ello deben mostrar cierta resistencia a los procesos de depuracion y
desinfeccidn, asi como lo muestran los organismos pat6genos (Marin, 2019, p. 127).

c) Deben ser detectadas mediante la aplicacion de técnicas microbioldgicas rapidas, sencillas,

seguras y econdémicas (Marin, 2019, p. 127).
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Generalmente las bacterias que han sido establecidas como bioindicadores de calidad, son
aquellas que se encuentran en el microbiota normal del intestino humano o animales domésticos.
Estas bacterias entéricas cumplen correctamente con estos requisitos por lo que se las emplea de
forma rutinaria y universal para realizar el control de la inocuidad del agua destinada al consumo.
Entre los indicadores tipicos de calidad se encuentra a los Coliformes totales y coliformes fecales
dentro de este grupo bacteriano concretamente Escherichia coli y estreptococos fecales. Otros
microorganismos que también se les considera como indicadores de calidad son los Clostridium
los cuales tienden a acumularse en los sedimentos y lodos y géneros de bacterias como

Pseudomonas y estafilococos (Marin, 2019, p. 126).

Sin embargo, pese a que estos géneros de bacterias se suelen usan de forma general no se debe

eximir el estudio de otros tipos de bacterias que estén sujetas a contaminacion del agua (Marin,
2019, p. 127).

2.2.17.1 Coliformes totales

Son un grupo de microorganismos conformados por varias bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae que forman parte de la flora normal del intestino de los seres humanos y
animales, mientras que otras se encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente. Los
coliformes totales son bacilos Gram negativos, los principales géneros bacterianos son:
Enterobacter, Escherichia, Citrobacter y Klebsiella, Serratia y Edwarsiella. Otros géneros de
bacterias que forman parte de las enterobacterias son Salmonella y Shigella las cuales son

causantes de infecciones intestinales (Marin, 2019, p. 126).

2.2.17.2 Coliformes fecales y Escherichia coli

Los coliformes fecales también son denominados coliformes termotolerantes debido a que
alcanzan un éptimo desarrollo a altas temperaturas de aproximadamente 45 °C de incubacion.
Dentro de este grupo se encuentran las bacterias pertenecientes al género de Escherichia y

Klipseilla (Palacios, 2019, p. 28).

El género de Escherichia estd conformado por el 80 % de cepas entérica no patdgenas y por el
20 % de cepas patdgenas. Las cepas patdgenas se suelen transmitir a partir de agua y alimentos
contaminados y son causantes de enfermedades como: meningitis, infecciones del tracto urinario,
bacteriemias y enfermedades diarreicas. Las cepas de Escherichia coli causantes de diarreas

agudas y graves son: Escherichia coli enterohemorréagica, Escherichia coli enteropatogena,
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Escherichiacoli  enterotoxigénica, Escherichia coli enteroinvasiva, Escherichia coli
enteroagresiva y Escherichia coli de adherencia difusa (Palacios, 2019, pp. 29-30).

Segun investigaciones se ha demostrado que Escherichia coli constituyendo alrededor del 95 %
de los coliformes presentes en el material fecal de los seres humano, algunos animales domésticos.
Generalmente su tiempo de supervivencia fuera del medio entérico es corta o limitada por lo que
su presencia en fuentes de agua indica que existe una contaminacion por materia fecal reciente.
Por esta razon el género Escherichia es considerado como un microorganismo indicador de
contaminacion fecal e indispensable para realizar el control de la calidad del agua destinada al

consumo humano (Prada et al., 2019: pp. 70-75).

2.2.17.3 Estreptococos fecales

Incluye especies bacterianas Gram positivas como Enterococcus faecalis y Enterococcus
faecium, que se caracterizan por mostrar una capacidad de crecimiento en un medio que presente
alrededor del 6,5 % de NaCl, pH basicos de 9,6 y a temperaturas que bordean entre los 10y 45 °C.
Cuando se realiza el control de calidad y en este proceso el agua estd exenta de coliformes y
Escherichia coli, pero presenta un numero considerable de Estreptococos, se suele llegar a
concluir que la contaminacion es antigua, dado a que este género de bacterias muestra un periodo

de vida en agua mayor que los coliformes (Marin, 2019, p. 132).

Otro dato importante a considerar es que los Estreptococos fecales ayudan a determinar el origen
de la contaminacion del agua, para ello se estable una relacion entre el resultado del cociente
coliformes/estreptococos, de este modo, cuando existe un rango superior a 4 es indicativo de una
contaminacién por materia fecal humana, mientras que un rango menor a 1 sugiere que la

contaminacién es por otras fuentes diferentes a la humana (Marin, 2019, p. 132).

2.2.17.4 Clostridium

El genero Clostridium son bacilos Gram positivos, anaerobicos y que tienen la capacidad de
formar esporas. Se encuentran distribuhidos en el ambiente pero principalmente estan en el suelo
y formando parte de la flora normal del intestino de los animales y del ser humano, por lo que
tienen la capacidad de generar infecciones tanto endogenas como exogenas. Dentro de este grupo
de bacterias patogenas se encuentra principalmente a Clostridium botulinum causante de
bolidismo, Clostridium perfringens causante de intoxicaciones alimentarias y Clostridum tetanii

causante del tetano (Marin, 2019, p. 133).
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En cuanto se refiere a su presencia en el agua, los Clostridum suelen estar presentes en la materia
fecal en un porcentaje menor que los Coliformes y Estreptococos. Sus esporas tienen la capacidad
de resistir mas tiempo que las bacterias coliformes y, ademas, son mas resistentes a los procesos
de desinfeccion del agua, sin embargo, el proceso de filtracion es eficaz para eliminarlos. De este
hecho se deriva su importancia para ayudar a detectar errores en el proceso de desinfeccion del
agua (Marin, 2019, p. 133).

2.2.17.5 Pseudomonas

Bacilo gram negativo patogeno y oportunista causante de infecciones en personas cuyo sistema
inmunologico esta deprimido. Se encuentra distribuido naturalmente en el suelo y agua de zonas
tropicales pero tambien forma parte de la microbiota intestinal normal del ser humano (Marin, 2019,
p. 133).

El genero Pseudomonas aeruginosa ha sido aislada en cisternas, tuberias y redes de distribucion
de agua potable, demostrando asi una gran supervivencia en aquellas aguas que ya han pasado
por un sistema de desinfeccion. Basicamente su resistencia a procesos de tratamiento se debe a
que su estructura celular esta formada por una capa gruesa de polisacaridos la cual actua como
una barrera fisicoquimica que le protege de desinfectantes como el cloro (Marin, 2019, p. 133).

La caracteristica mas sobresaliente de estas bacterias es que tiene la capacidad de inhibir a
bacterias coliformes, por lo que se corre el riesgo del consumo de agua potable con un indice de

coliformes cero (Rodriguez et al., 2018: p: 4).

2.2.18 Resistencia bacteriana

Se denomina resistencia bacteriana a la capacidad que tiene una bacteria para tolerar y sobrevivir
ante la exposicion de la concentracién minima inhibitoria de un antibiético que inhibe/mata
células bacterianas, mientras que multirresistencia bacteriana se define como la capacidad que
tienen las bacterias para resistir a la exposicion de las dosis terapéuticas de tres 0 mas antibi6ticos
de diferentes grupos. La resistencia bacteriana se desarrolla de forma natural como un mecanismo
de supervivencia y evolucion de estos microorganismos. No obstante, en los Gltimos afios este
proceso ha ido en aumento en diferentes géneros bacterianos principalmente por el uso
indiscriminado e incorrecto de los antibiéticos, pero también por la exposicion constante a

sustancias contaminantes y uso de desinfectantes (Pérez, 2021, pp. 15-20).
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2.2.18.1 Bacterias resistentes a los antibioticos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publico un listado que incluye 12 familias
bacterianas que son las mas peligrosas para la salud y que han generado gran resistencia a los
antibioticos. Esta lista consta de tres clasificaciones o categorias y son: prioridad critica, prioridad
alta y mediana urgencia (OMS, 2021).

Las bacterias fueron clasificadas en cada categoria de acuerdo al grado de letalidad de las
enfermedades infecciosas que causan, segun el tratamiento que requieran, segun la facilidad de
transmision entre personas, animales y persona-animal, si pueden o no prevenirse las
enfermedades infecciosas mediante normas higiénico sanitarias y vacunacion, segun las opciones
terapéuticas y de acuerdo a si existen investigaciones prometedoras para encontrar nuevos

antibioticos para contrarrestar las infecciones que causan (OMS, 2021).

2.2.18.1.1 Prioridad 1: Critica

Incluye bacterias multirresistentes que representan un mayor peligro en la salud dado a que causan
infecciones peligrosas y letales a pacientes hospitalizados cuyo sistema inmunolégico se
encuentra deprimido. Este grupo esta conformado por: Acinerobacter causante de infecciones
pulmonares, sanguineas y posquirdrgicas; Pseudomona bacteria responsable de desencadenar
infecciones con elevada tasa de mortalidad como infecciones sanguineas, pulmonares, urinarias
y de heridas quirurgicas; bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteridceas (Escherichia
coli, Serratia, Salmonella, Shigella, Pseudomona, Klebsiella y Proteus) son bacterias que més

causan infecciones en pacientes remitidos al area de cuidados intensivos (OMs, 2021).

Todos estos grupos de bacterias han adquirido resistencia a los carbapenémicos y cefalosporinas
de tercera generacion que han sido empleadas ampliamente por exhibir un buen mecanismo para
contrarrestar a estos microorganismos. Sin embargo, bacterias como Escherichia coli y
Salmonella spp a mas de ser resistentes a los carbapenémicos son resistentes a otros antibioticos
como b-lactamasas y antibidticos de primera linea como gentamicina, tetraciclina, ampicilina,

penicilina y novomicina (Fernéndez et al., 2019: pp. 3-12).

2.2.18.1.2 Prioridad 2: Elevada

Incluye bacterias causantes de infecciones que se adquieren en la comunidad como intoxicaciones

alimentarias. Dentro de este grupo se encuentra:
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e Enteroccocus faecium: Bacteria responsable de causar endocarditis, peritonitis e infecciones
de vias urinarias. Es resistente a la Vancomicina (OMS, 2021).

e Staphylococcus aeureus: Bacteria asociada a infecciones dérmicas y tejidos blandos,
osteomielitis, neumonias y endocarditis (OMS, 2021). Segun estudios realizados, se ha
demostrado que las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, que hace varios afios eran
sensibles a la penicilina, actualmente la mayoria ha generado resistencia frente a la accion de
la bencilpenicilina y en menor proporcion a la meticilina y gentamicina, por lo que, solo
pueden ser combatidas por la vancomicina (Fernandez et al., 2019: p. 3).

e Helicobacter pylori: Causante de ulceras gastricas, gastritis cronica linfomas y cancer
gastrico. Es resistente a la claritromicina (OMS, 2021).

e Campylobacter spp: Se asocia a diarreas del viajero e infecciones gastricas invasivas, su
diagndstico es complejo y muestra resistente a las fluoroquinolonas (OMS, 2021).

e Salmonella spp: Causa infecciones alimentarias que se adquieren por el consumo de agua y
alimentos contaminados, es resistente a las fluoroquinolonas y su resistencia va cada vez mas
en aumento en paises de Latinoamérica. (OMS, 2021).

e Neisseria gonorrhoeae: Bacteria causante de una de las principales infecciones de
transmision sexual la gonorrea. Es resistente al grupo de las cefalosporinas como la

ceftriaxona y a las fluoroquinolonas (OMS, 2021).

2.2.18.1.3 Prioridad 3: Media

e Streptococcus pneuminiae: Agente causal de infecciones respiratorias como otitis media
aguda, sinusitis, neumonia y meningitis. Es resistente a las cefalosporinas y carbapenémicos
ademas muestra cierta susceptibilidad disminuida a la accién de la penicilina (OMS, 2021).

o Haemophilus influenzae: Agente resistente a la accion de la ampicilina y estd asociado a
infecciones como otitis, sinusitis, meningitis y neumonias (OMS, 2021).

e Shigella spp: Causante de infecciones intestinales con alta mortalidad en la comunidad
pediatrica. Es resistente a las fluoroguinolonas, especificamente especies como Shigella

flexneri y Shigella sonnei han mostrado una gran resistencia a la ciprofloxacina (OMs, 2021).

2.2.19 Tipos de resistencia bacteriana

La resistencia que han generado las bacterias contra una gran cantidad de antibiéticos, tiene una

base genética intrinseca y una adquirida.
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2.2.19.1 Resistencia bacteriana natural o intrinseca

La resistencia bacteriana intrinseca, es un proceso constante y natural que ocurre entre las cepas
bacterianas de una misma especie. Es un mecanismo determinado genéticamente y no esta
correlacionado con el uso de antibidticos, mas bien las bacterias generan como un mecanismo de
defensa. Este tipo de resistencia se desarrolla en Klebsiella pneumoniae que es resistente a la
accion de las penicilinas, esto ocurre de forma natural puesto que dicha bacteria tiene la capacidad
de producir naturalmente betalactamasas, por lo tanto, es resistente a antibidticos como la
ampicilina y la amoxicilina, otro ejemplo es la resistencia de los bacilos Gram negativos aerobios
hacia la accion de la clindamicina, esto se debe a que este antibidtico no tiene un sitio blanco para

ejercer su efecto (Pérez, 2021, p. 20-21).

2.2.19.2 Resistencia bacteriana adquirida

La resistencia bacteriana adquirida, es un proceso que ocurre cuando una determinada cepa
bacteriana, que por naturaleza es sensible a un antibiético, ha generado una resistencia por medio
de la modificacidn genética, ya sea por mutacion de los genes o por la adquisicion de genes de
resistencia por medio del intercambio de genes entre bacterias. Estas resistencias estan ligadas al
uso indiscriminado de los antibidticos. Los mecanismos involucrados en el intercambio de
material genético son la conjugacion, transformacién y transduccion.

e Transduccién: Es la transferencia de pequefios segmentos de ADN extra cromosémico
denominados plasmidos entre bacterias. Los plasmidos estan presentes en casi todas las
células bacterianas y algunos de ellos, presentan genes asociados a procesos de resistencia a
los antibidticos que pueden ser transmitidos entre bacterias (Fernandez et al., 2019: pp. 3-4).

e Transferencia: Es un mecanismo que ocurre entre un bacteriéfago y una bacteria. Se llama
proceso de transduccion puesto a que los fagos inyectan su material genético en las células
bacterianas y luego las bacterias tienen la capacidad de captar e incorporar el ADN foraneo
en su ADN; en algunos casos el material genético trasferido podria contener genes de
resistencia bacteriana (Fernandez et al., 2019: pp. 3-4).

e Conjugacion: También denominado proceso de transferencia horizontal de genes. Es un
mecanismo mediante el cual a partir del contacto directo de dos bacterias una donante de
genes y la otra receptora, se produce el intercambio del material genético sin importar la
especia a la cual pertenecen e independientemente de cdmo realizan el proceso de replicacion

celular (Fernandez et al., 2019: pp. 3-4).
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1 Lugar de investigacion

El presente trabajo de investigacion, se llevd a cabo en los laboratorios de investigacion, analisis
instrumental, productos naturales y de microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo, misma que se encuentra ubicada en la ciudad de Riobamba,
provincia de Chimborazo.

& Laboratorio
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Clenmas ESPOCH,

Depovles ESPOCH
\,.. ‘\

lustracion 3-1: Localizacién de los laboratorios de la facultad de ciencias, ESPOCH
Realizado por: Villagomez J., 2023

3.2 Descripcion de los procesos

3.2.1 Unidad de analisis

Actividad bactericida de las nanoparticulas de 6xido de cobre sobre bacterias resistentes a
antibidticos presentes en las muestras de agua del rio Chibunga recolectadas en 3 puntos
diferentes y por duplicado en dos fechas diferentes.

3.2.2 Seleccién de la muestra

3.2.2.1 Muestreo
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El muestreo es el primer procedimiento que se debe llevar a cabo para determinar la calidad de
una fuente de agua. Por lo tanto, la muestra debe ser representativas evitando su contaminacion
en el trascurso de su llegada al laboratorio para su posterior andlisis (INEN, 2013, p. 8).

Las muestras de agua se recolectaron en tres puntos referenciales del rio Chibunga y por duplicado
en las dos fechas diferentes, aplicando la técnica de muestreo aleatorio simple. Los sitios de
muestreo fueron: Sector de la empresa Cemento Chimborazo, Parque ecoldgico y puente de la
entrada al canton Chambo (Figura 3-2).

’Cubijies

Cascada Puelazo &

Chiquicas:

Luminares. Acym .
Acym cunanbays

2 + Primera Iglesia

Catolica del Ecuador. ‘ Chambo

® Parque La Pampa
Coltal

llustracion 3-2: Puntos de toma de muestras de agua del rio Chibunga
Realizado por: Villagomez J., 2023

3.2.2.2 Toma de muestras

La cantidad de muestra necesaria para determinar la actividad bactericida de las nanoparticulas
de 6xido de cobre sobre bacterias resistentes a antibioticos presentes en las muestras de agua del
rio Chibunga fue de aproximadamente de 1000 ml como minimo Lépez et al (2019, p.20). La toma
de muestra se desarroll6 en dos etapas, las primeras muestras se tomaron el dia 26 de enero de
2023 y la segunda tanda de muestras se recolecto el dia 8 de febrero del 2023. En ambas fechas
se inicid rotulando los envases con el nombre de los tres puntos establecidos para la toma de
muestras, posteriormente en cada punto se enjuago el envase 3 veces con la misma agua a
muestrear, de este modo se recolecto la muestra sin dejar aire en el interior de los recipientes para

evitar tomar volimenes diferentes y finalmente se cerraron los envases.

3.2.2.3 Transporte de las muestras

Las tres muestras recolectadas en los y tres puntos especificos del rio Chibunga, se etiquetaron y
se almacenaron en una nevera portatil para conservar las muestras en perfecto estado a una
temperatura de refrigeracion, de este modo se evito la alteracion microbioldgica o fisicoquimica

del agua hasta llegar al laboratorio para su posterior analisis.
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3.3 Materiales, equipos y reactivos

3.3.1 Materiales

e Vasos de precipitacion 250 ml
e Pipetas graduadas

e Tubos de centrifuga

e Espétulas

e Papel filtro

e Fundas plasticas con cierre hermético
e Cajas Petri

e Asas

e Embudo

e Vidrio reloj

e Portay cubre objetos

e Erlenmeyer

e Botellas ambar

e Probetas

e TermOmetro

e Varillas de agitacion

e Piseta

e Pera

e Gradilla
3.3.2 Equipos
e Estufa

e Centrifuga

e Balanza analitica

e Reverbero

e Agitador magnético

e pHmetro

e Auto clave

e Espectrofotometro Uv-vis

e Microscopio electrénico de barrido
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e Espectrometro de infrarrojo.

3.3.3 Reactivos

e Agua destilada
e Sulfato de cobre (CuSO.)
e Agar nutritivo

e Extracto de Eucalyptus globulu

3.4 Normas

La toma de las muestras de agua del rio Chibunga, se desarrollé en base a la Norma Técnica
Ecuatoria NTE INEN 2 226;2013 y debido a que las muestras de agua de rio son muy susceptibles
a sufrir diferentes cambios durante el momento del muestreo, transporte y analisis, fue necesario
recolectar las muestras de agua siguiendo la norma NTE INEN 2169. Segin Ldpez et al (2019,
p.19), los envases que se deben emplear para la toma de muestra deben ser de vidrio o plastico de
preferencia nuevos y, para iniciar con el muestreo, estos deben ser enjuagados minimo tres veces
con el agua a muestrear y ser almacenados a bajas temperaturas de refrigeracion para su posterior

analisis.

3.5 Enfoque de la investigacion

El presente trabajo de investigacion tiene un enfoque cuantitativo dado a que las variables pueden
ser medibles, como son: la cantidad de las nanoparticulas de éxido de cobre que se determina
mediante el uso de una balanza analitica; el tamafio y morfologia de las nanoparticulas a partir de
la técnica de microcopia electronica de barrido (SEM); la longitud de onda que presentan las
nanoparticulas empleando un espectrofotometro de UV-Vis; los grupos funcionales se identifican
a partir de la espectrofotometria de infrarrojo; finalmente la actividad antibacteriana que presentan
las nanoparticulas de éxido de cobre se determina mediante pruebas microbiol6gicas de inhibicion

bacteriana en un medio de cultivo.

3.6  Alcance de la investigacién

El presente trabajo experimental es de tipo correlacional puesto a que en él se determina si existe

una relacion entre las variables dependientes e independientes, es decir entre el tiempo de
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exposicion del agua a las nanoparticulas de Oxido de cobre versus el nimero de colonias
bacterianas que crecen en los diferentes periodos de tiempo establecidos.

Ademas, es de tipo explicativo puesto a que se aplican los conocimientos sobre las CUONPs
sintetizadas mediante una ruta verde como agente bactericida frente a bacterias resistentes a los

antibioticos presentes en el agua del rio Chibunga.

3.7 Disefio de la investigacion

3.7.1  Segun la manipulacién de las variables

Este trabajo de investigacion es de tipo experimental, puesto a que, para la sintesis de las
nanoparticulas de 6xido de cobre se empleo el metodo de sintesis verde mas efectivo que permitan
tener las caracteristicas de nanoparticulas deseadas, mientras que, para determinar la accién
bactericida de las nanoparticulas de 6xido de cobre, se realizaron pruebas microbiol6gicas de

inhibicion bacteriana en distintos periodos de tiempo y frente a la exposicion a la luz solar.

Tabla 3-1: Variables independientes

Nanoparticulas de CuO (g) Tiempo (horas)
0.05 1
0.05 2
0.05 4

Realizado por: Villagomez J., 2023

Se considera como variables independientes a las nanoparticulas de 6xido de cobre y el tiempo
de exposicién a la luz solar (Tabla 1-3) porque son éstas las variables que nos ayudaron a conocer
la variacion en el nimero de colonias formadas dentro de las pruebas microbiolégicas de

inhibicion bacteriana.

3.8 Disefio experimental

Para determinar el efecto que presenta la variable independiente (tiempo de exposicion de las
muestras de agua con nanoparticulas de dxido de cobre a la luz solar) sobre el nimero de colonias
bacterianas formadas en los tiempos establecidos (variable dependiente), se empled el metodo

estadistico de Correlacién de Pearson.

El coeficiente de Correlacion de Pearson nos permite conocer el grado de relacion que existe

entre las dos variables aleatorias cuantitativas que son la variable dependiente e independiente.
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De esta forma, a partir del programa Excel se crearon tres tablas con los resultados obtenidos en
la parte experimental de las siembras microbioldgicas en Agar Nutritivo de los tres puntos de
muestreo: Empresa Cemento Chimborazo tabla 2-3; Parque ecoldgico tabla 3-3; Puente del canton
Chambo tabla 4-3. Cada siembra se realizé por duplicado de los tres puntos de muestreo y en las
dos fechas diferentes, posteriormente se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson.

Tabla 3-2: Recuento de colonias bacterianas sector Cemento Chimborazo

Cemento Chimborazo
n | Tiempo (hrs) | # Colonias bacterianas | Promedio UFC/ml
0 0 25 25 25x10°
L 1h 2 3 3x10°
2 1h 3
3 2h 1 0 0
4 2h 0
5 4h 0 0 0
6 4h 0
Realizado por: Villagomez J., 2023
Tabla 3-3: Recuento de colonias bacterianas sector parque Ecoldgico
Parque Ecologico
n | Tiempo (hrs) | # Colonias bacterianas | Promedio UFC/ml
0 0 31 31 31x10°
1 1h 9 5
> n 3 9 9x10
3 2h 1
4 2h 0 0 0
5 4h 0
6 4h 0 0 0

Realizado por: Villagomez J., 2023

Tabla 3-4: Recuento de colonias bacterianas sector Puente del cantén Guano.

Puente de Chambo
n Tiempo (hrs) | # Colonias bacterianas | Promedio UFC/ml
0 0 27 27 27x10°
L Lh 4 5 5x10°
2 1h 5
3 2h 1 0 0
4 2h 1
5 4h 0 0 0
6 4h 0

Realizado por: Villagomez J., 2023

39




3.8.1 Calculo del coeficiente de Correlacién de Pearson en Microsoft Excel

27,2y
Tyy = N

Donde: X: Es la primera variable; Y: Es la segunda variable; Zx: Es la desviacion estandar de la
primera variable; Zy: Es la desviacion estandar de la segunda variable; N: Es el nimero de datos.

Puente de entrada a Chambo
n Tiempo (hrs) N° Colonias
1 0 27
2 1 5
3 2 0
4 4 0
| Coef.Pear =COEF.DE.CORREL{C14:C17;D14:D17)

COEF.DE.CORREL{matriz1; matrnz2)

lustracion 3-3: Calculo coeficiente de correlacion de Pearson Excel

Fuente: Villagomez J., 2023

3.8.2 Consideraciones de la Correlacion de Pearson segun el valor que toma r

r=1 correlacion perfecta.
08<r<1 correlacion muy alta
0'6<r<0'8 correlacion alta
04<r<0'6 correlacion moderada
02<r<04 correlacion baja
O<r<02 correlacion muy baja
r=0 correlacion nula

llustracién 3-4: Coeficiente de correlacion de Pearson

Fuente: Villagomez J., 2023
3.8.3 Hipotesis

Ho: Las nanoparticulas de éxido de cobre no presentan una potencial actividad bactericida frente
a colonias bacterianas resistentes a los antibiéticos procedentes de las muestras de agua del Rio

Chibunga.

Ha: Las nanoparticulas de éxido de cobre presentan una potencial actividad bactericida frente a

colonias bacterianas resistentes a los antibioticos procedentes de las muestras de agua del Rio

Chibunga.
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3.9 Poblacion de estudio

Colonias bacterianas presentes en las muestras de agua recolectadas en 3 puntos diferentes del rio
Chibunga y por duplicado en dos fechas diferentes.

Para la recoleccion del material vegetal, se tomaran en cuenta los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

Colonias bacterianas presentes en las muestras de agua tomadas en cinco puntos diferentes y por

duplicado en dos fechas diferentes del rio Chibunga.

Criterios de exclusion:

Microorganismos diferentes a las bacterias presentes en las muestras de agua.

3.10 Muestra

La muestra corresponde a 200 ml de muestra de agua recolectada en 3 puntos distintos del rio

Chibunga y por duplicado en dos fechas diferentes el 26 de enero y 8 de febrero del 2023.

3.11 Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.11.1 Sintesis de nanoparticulas

Para obtener las nanoparticulas de 6xido de cobre se empled el método de sintesis verde, este
método de sintesis consiste en usar un extracto de la planta Eucalyptus globulus (eucalipto) el
cual acttla como agente reductor y estabilizantes de las NPs ademas de promover un buen control
del tamafio y forma de las mismas, y una sal precursora. Este hecho se debe a que la planta posee
metabolitos primarios y secundarios como por ejemplo los compuestos fendlicos que son los
principales responsables de la quelacién y reduccion de los iones metalicos, mientras que la
solucion de sulfato de cobre pentahidratado (CuS0..5H,0) actlla como sal precursora de la

nanoparticula, produciendo asi las nanoparticulas de 6xido de cobre.

La sintesis de las nanoparticulas de CuO se subdivide en dos etapas: la obtencidn del extracto
acuoso de Eucalyptus globulus asi como de la solucion de la sal precursora y la sintesis de las

nanoparticulas como tal.
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3.11.1.1 Obtencion del extracto acuoso de Eucalyptus globulus (Eucalipto).

Se recolecto las hojas de Eucalyptus globulus que estén en mejor estado fisico y se lavo con agua
destilada para eliminar las impurezas. Posterior a ello, se llevé a secar en la estufa a 40 °C por 24
horas, una vez finalizado el secado, se procedi6 a triturar con la ayuda de un molino. EIl polvo
resultante del material vegetal se guardd en un sobre de papel y este en una funda con cierre
hermético para un mejor almacenamiento.

Posterior a ello, con la ayuda de una espatula y un vidrio reloj se pes6 10 gramos de hojas secas
de eucalipto. En un vaso de precipitacion se colocé 100 ml de agua destilada y con la ayuda de
un reverbero se calentd hasta llegar a ebullicion, una vez alcanzado este punto se procede a colocar
los 10 gramos de hoja previamente pesados y se apago el reverbero, se dejo enfriar y se filtrd al
vacio la solucidn. Finalmente, se colocd el extracto acuoso en una botella ambar y se conservo a

4 °C para su posterior uso.

3.11.1.2 Preparacion de la solucidn de la sal precursora

Para la obtencion de la solucién de 0.050 M se emple0 la siguiente técnica:

Calculos

e 0.05M

1L 0.05 mmol CuS0,.5H,0 249.6 g CuSO,.5H,0
100 ml CuS0,.5H,0 * *

* 1000 mi L sol 1mol CuS0,.5H,0

= 1,248 g CuS0,.5H,0

Procedimiento

Con la ayuda de una espatula y un vidrio reloj se pes6 una muestra de 1.248 g de sulfato de cobre,
ésta se coloco en un vaso de precipitacion, se diluyd y se aforé a 100 ml con agua destilada con

la ayuda de un bal6n de aforo.

3.11.1.3 Sintesis verde de nanoparticulas de éxido de cobre.

El procedimiento seguido para la obtencion de las nanoparticulas de 6xido de cobre fue el
establecido por Martin (2018, p. 38). Este es el siguiente:
e Se preparo la solucion de CuSO4.5H,0 a la molaridad deseada, pesando las cantidades de la
sal precursora previamente calculadas. Los célculos se detallan en el ANEXO A.
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Se colocd en un Erlenmeyer de 250ml las cantidades de cada reactivo en el siguiente orden:
solucion de CuSO4.5H,0 y extracto. El orden es importante puesto a que cuando se mezcla
la solucion de la sal precursora con el extracto inicia la reaccion de sintesis. Las cantidades
de cada reactivo varian de acuerdo a cada prueba realizada.

Con la ayuda de un agitador magnético, se agitd la solucién a 700 rpm por 2 horas para que
se genere la reaccion de sintesis a temperatura ambiente. En aquellos casos, donde se requirié
una temperatura mas elevada para llevar a cabo la sintesis, se empled un agitador magnético
con calefaccion para calentar la solucion.

Transcurridas las 2 horas de sintesis, se evidencia la sintesis de las nanoparticulas de CuO
cuando hay una solucion de coloracion marrén, luego se deja reposar el coloide hasta enfriar
y posterior se trasvasa a los tubos Falcon

Se colocd la solucion resultante en tubos Falcon y se lleva a centrifugar por 30 minutos a 500
rpm para separar el sedimento. Posteriormente, se lavé 3 veces el precipitado con agua
destilada. Cada lavada se centrifuga a 500 rpm/10 min, evitando la pérdida del precipitado.
Secado: Se coloco los tubos falcon que contienen las muestras en una estufa a 50 °C por 12
horas.

Transcurrido este tiempo las nanoparticulas de 6xido cobren perfectamente secadas y pesadas
se pulverizaron con la ayuda de un mortero hasta obtener un polvo fino y finalmente se

almacenaron en una placa de Petri para su posterior uso.

3.12 Caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de cobre

3.12.1 Técnicas de recoleccion de datos

Los datos de la caracterizacién de las nanoparticulas de éxido de cobre fueron recolectados

mediante las técnicas de Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis), Espectroscopia de

infrarrojo (FT-IR) y Microscopia de barrido electrénico (SEM).

3.12.1.1 Espectroscopia UV- vis.

a) Fundamento

La espectroscopia UV-Vis es una técnica instrumental que se fundamenta en determinar la

cantidad de radiacion UV que es absorbida por una determinada muestra a una longitud de onda

UV comprendida en un rango de 160 a 780nm. Dicha absorcion de radiacion se produce cuando

el haz de luz o energia es absorbido por la molécula generando un salto de un electron desde el

estado energético basal hasta el estado de mayor energia o también denominado estado de
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excitacién, por lo tanto, solo serd absorbida aquella energia que permita pasar al estado de
excitacion. Estos electrones que entran a un estado de excitacion, son todos aquellos que muestran
un enlace entre moléculas, por lo tanto, los picos de absorcion que se forman se relacionan con
los diferentes tipos de enlace que conforman un compuesto como tal. Por este hecho la
espectroscopia UV.Vis se emplea ampliamente para poder identificar los grupos funcionales de
las moléculas , Finalmente, cuando el electron se encuentra en estado excitado tiende a liberar

toda la energia absorbida hasta regresar a su estado natural o basal (Pumacota, 2018, p. 57).

b) Procedimiento

e Se tomd 0,002 gr de CuO NPs (muestra) y se diluyo en 20 ml de agua destilada, luego se
Ilevo al sonicador durante 30 minutos para que sus agregados se dispersen.
e Medicion de la longitud de onda: Se coloco la muestra diluida en la celda de cuarzo y se llevd

al espectrofotometro ultravioleta- vis para efectuar la medicion.

3.12.1.2 Espectroscopia de infrarrojo IR

Se emplea la técnica de espectroscopia de infrarrojo IR para determinar los diferentes grupos

funcionales que posee la muestra.

a) Fundamento

La técnica instrumental de espectroscopia de infrarrojo se fundamenta en la capacidad que tiene
una molécula en estado vibracional para absorber una determinada cantidad de radiacion IR, dicho
de otro modo, la molécula absorbera aquella radiacion IR solo cuando la energia en forma de luz
infrarroja sea igual a la necesaria para producir su transicién vibracional.

Dentro de esta técnica analitica se estudia dos categorias de vibraciones, las cuales son, la
vibracion de tension y la vibracion de flexion. La vibracion de tencion se refiere a los cambios
gue se producen en la distancia interatdmica gue existe en el eje de los enlaces que se encuentran
uniendo a dos &tomos, mientras que las vibraciones de flexion se originan cuando hay un cambio

en el angulo que forman 2 tipos de enlaces (Pumacota, 2018, p. 60).

b) Procedimiento

e De las nanoparticulas pulverizadas se tom6 una muestra de CUONPSs y se coloco en el porta
muestras del espectrofotometro FT-IR, finalmente se cerr6 el equipo y se realizo el anélisis.
e Spectra Analysis: En el software del equipo se debe corregir la escala del espectro. Una vez
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ya obtenido el espectro de las nanoparticulas se identifico y se etiqueto los picos mas
representativos y se guardo la imagen para realizar las comparaciones respectivas con otras

bibliografias.

3.12.1.3 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido permite determinar el tamafio y la morfologia de una
muestra a través del uso del microscopio electronico de barrido el cual a través de su alta
resolucion identifica la estructura, dimensién superficial, porosidad y la composicién quimica de

la muestra analizada (Yanchapanta, 2022, p. 36).

Procedimiento

e Tomar una pequefia cantidad de las nanoparticulas ya lavadas y trituradas anteriormente y
con la ayuda de una cinta de carb6n depositarlas en el porta muestras del microscopio

electrénico de barrido y finalmente observar los resultados en la pantalla.

3.12.2 Evaluacion de la actividad bactericida de las nanoparticulas de 6xido de cobre

Para evaluar la actividad bactericida de las nanoparticulas de 6xido de cobre, se empleé muestras
de agua tomadas de tres puntos diferentes del rio Chibunga y debido a que el agua de rio aloja un
gran numero de bacterias fue necesario trabajar con un medio de cultivo que permita el

crecimiento de todo tipo de bacterias como es el agar nutritivo.

3.12.2.1 Preparacion del medio de cultivo (Agar nutritivo)

e Se pesO una cantidad adecuada de agar nutritivo y se coloco en un matraz, luego se procedio
a rehidratar con agua destilada.

e Se llevd el matraz previamente tapado con una gasa a la autoclave por 30 minutos a una
temperatura de 121°C al igual que todos los materiales para siembra de manera que gqueden
estériles.

e Transcurrido el tiempo establecido se retir6 el matraz de la autoclave y se llevé a otro lugar
para que adquiera una temperatura de 40° C aproximadamente.

e Una vez que las cajas de Petri fueron esterilizadas, se procedi6 a distribuir sobre ellas 15 ml

del medio de cultivo dentro de la camara de flujo laminar.
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e Finalmente se esperd a que se solidifique el medio en las placas parcialmente destapadas para

luego realizar las siembras posteriores.

3.12.2.2 Preparacion de diluciones de las muestras de agua

Para este analisis, se inici¢ realizando una dilucion hasta 1x10 de las muestras iniciales de agua
tomadas en los tres puntos del Rio Chibunga (inoculo) con la finalidad de que al momento de
realizar las siembras microbiol6gicas se pueda llevar a cabo un conteo adecuado del nimero de
colonias formadas. Es importante mencionar que cuando las muestras de agua son colocadas
directamente en el medio de cultivo, el crecimiento aglomerado de las colonias hara casi

imposible su analisis.

A continuacion, el procedimiento para realizar las diluciones de las muestras de agua se resume

en el grafico 3-3.

Esterilizar 4 tubos de Cg(l)or%alrdeenlgln%l:;ter;tggo En los tubos sobrantes
ensayo y 4 pipetas de 1 ——> tiquet ——> | colocar 9 ml de agua
mi agua y etiquetar como destilada.
muestra madre.
v
Del tubo 1 que contiene Repetrir el La muestra del tubo
la muestra madre tomar procedimiento anterior _ | numero 4 se etiqueta
1 ml de muestra y en cada tubo hasta como inoculo y se
colocar en el tubo 2. llegar al tubo nimero 4. procede a la siembra

lustracion 3-5: Proceso para realizar diluciones seriadas de las muestras de agua

Fuente: Yanchapanta, 2022
Realizado por: Villagomez J., 2022

3.12.2.3 Simbra en placas

Se empleo dos técnicas de siembra en placa. La primera técnica de siembra por extension en placa,
se utilizo para verter las diluciones obtenidas de las tres muestras de agua de rio, mientras que, la
técnica de siembra por estrias se empled para aislar las cepas bacterianas obtenidas en la primera

siembra por extension en placa.

3.12.2.4 Siembra por extensién en placa.

e Prueba control: Se tomé 0.100 ml del inéculo y se realizé una siembra por extension en placa
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con ayuda de la espatula de Drigalsky la cual permite distribuir la muestra de manera
uniforme por toda la superficie del medio de cultivo. Finalmente se dejo incubar a 37°C por
48 horas.

e De esta manera se tiene 3 siembras que corresponden a cada muestra tomada en un punto del
rio Chibunga: Sector de la empresa Cemento Chimborazo, Parque ecoldgico y puente de la
entrada al canton Chambo.

3.12.2.5 Siembra por estrias

e Una vez obtenidas las colonias bacterianas de la primera siembra realizada, se contabiliz6 las
colonias bacterianas formadas y se identificé aquellas que presenten distinta morfologia.

e De aquellas colonias bacterianas de distinta morfologia con la ayuda de un aza de platino
estéril se tomo6 una pequefia cantidad de muestra y mediante una siembra por estrias se
repartio por toda la superficie del medio de cultivo.

e Finalmente, se procedi6 a incubar por 48 horas a 37 °C.

3.12.2.6 Identificacion de bacterias mediante Tincién Gram

De las placas Petri que presentan las colonias bacterianas aisladas, se tomo una cepa con la ayuda
de un aza y se extendié en un porta objetos para tener un frotis bacteriano, posterior a ello se fijo
la muestra. Una vez ya fijada se colocé el primer colorante cristal violeta durante 1 minuto, pasado
este tiempo se elimino el exceso de colorante y se afiadié Lugol durante 1 minuto, después se
afiadio alcohol cetona al 95% durante 20 segundos y se lav6 la placa con agua destilada.
Finalmente se afiadi6 el colorante de contraste, safranina durante 1 minuto y posteriormente se
realizé el ultimo lavado de la placa. Una vez seca la placa se procedi6 a observar en el microscopio
con el lente de 100Xy aceite de inmersién e identificar y clasificar a las bacterias segun la forma
y segln la tincion de su pared celular en dos grupos respectivamente cocos Gram Positivos y

bacilos en Gram pegativos.

3.12.2.7 Pruebas microbioldgicas de inhibicién bacteriana

3.12.2.7.1 Determinacién del nimero de colonias bacterianas de las muestras de agua con

nanoparticulas de 6xido de cobre cada 1, 2 y 4 horas expuestas a la luz solar.

e En 4 tubos de ensayo se colocd 0,05g de CUONPs y 1 ml del inoculo y se expuso a la luz

solar por el lapso de tiempo de 1, 2 'y 4 horas.
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e Del tubo 1 expuesto durante 1 hora a la luz solar se tom6 una alicuota de 0.100 ul y se procedio
a realizar la siembra por extension en el medio de cultivo.

e Los tubos de ensayos restantes previamente preparados y expuesto a la luz solar en las horas
establecidas se realiz6 el mismo procedimiento de siembra, tal como se realizé anteriormente
teniendo un total de 5 siembras en cajas Petri.

e Incubacion: Las cajas Petri se incuban a 37°C por 48 horas para que se evidencie el
crecimiento bacteriano.

e Una vez concluidas las 48 horas de incubacion se evidencia el crecimiento bacteriano.

e Posteriormente se realiza el recuento de las colonias formadas (UFC/mL).

3.12.2.7.2 Determinacion del numero de colonias bacterianas de las muestras de agua con

nanoparticulas de 6xido de cobre en estado puro.

e Tomamos dos cajas Petri que contengan las cepas bacterianas aisladas y que hayan sido
identificadas como Bacilos Gram negativos y cocos Gram positivos.
e Colocamos en cada caja 0.1 g de CUONPs y dejamos en incubacién por 48 horas a 37°C.

¢ Finalmente se determind si existe 0 no crecimiento bacteriano.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1  Obtencion del extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto)

El extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto) se obtuvo a partir de las hojas recolectadas
del arbol de eucalipto, las cuales se lavaron con agua destilada para eliminar materiales extrafios
como muestra la Figura 1-3 y posteriormente se llevaron a secar en la estufa por 24 horas a 40°C.
Una vez que el material vegetal se encontraba totalmente secas, se trituran tal como se indica en
la Figura 1-4 y se procedi6 a obtener el extracto acuoso de eucalipto. Para ello se tom¢ 100 ml de
agua destilada y se coloco en un vaso de precipitacion de 250 ml, este se llevé a un reverbero y
se calentd hasta que llegue a ebullicion, una vez alcanzada la temperatura, se afiadié 10 g de
material vegetal, se tapd con un vidrio reloj y se apagé el reverbero. Finalmente, el extracto
obtenido (Figura 2-4) se dejo6 enfriar a temperatura ambiente, se filtr6 al vacio y se almaceno en

una botella &mbar para su posterior uso.

) N . a7
llustracion 4-1: Hojas de Eucalyptus globulus. (A) Lavado; (B) Secado
Realizado por: Villagomez J., 2023

>
)
SE £

lustracion 4-2: Extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto)
Realizado por: Villagomez J., 2023
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4.1.1 Andlisis del extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto)

4.1.1.1 Test con cloruro férrico

El extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto) se caracteriz6 mediante un andlisis
cualitativo con cloruro férrico para determinar la presencia de compuestos fendlicos los cuales
son agentes reductores y estabilizantes esenciales que permiten la sintesis de las nanoparticulas
de oxido de cobre.

De acuerdo con Kuklinski (2003, p.97), una de las propiedades de los compuestos fenélicos y acidos
fendlicos es la capacidad de formar complejos por lo que dan positivo al test de cloruro férrico
(FeCls). El ensayo se basa en que al reaccionar el FeCl; con un compuesto fenélico da como
resultado la formacion de complejos de hierro, lo cual se evidencia cuando la solucion analizada
toma una coloracién verde, violeta o negra, cuya intensidad de coloracién depende de la cantidad
de los compuestos fendlicos presente en la solucién. En la Figura 3-3, se observa un cambio de
coloracién, de amarillo palido caracteristico del extracto vegetal a negro intenso, de esta manera
se confirma que el extracto de eucalipto si posee grupos fenolicos que faciliten posteriormente la

sintesis de las nanoparticulas.

llustracion 4-3: Presencia de compuestos fendlicos (A)

Extracto puro; (B) Extracto méas FeCl3
Realizado por: Villagomez J., 2023
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4.1.1.2 Analisis por Espectrometria infrarroja (IR)

A continuacion, se presenta los espectros FT-IR del extracto acuoso de Eucalyptus globulus

(eucalipto).
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llustracion 4-4: Espectrometria infrarroja (IR) del extracto acuoso de Eucalyptus globulus

Realizado por: Villagomez J., 2023

La Figura 4-4 muestra los espectros FT-IR del extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto),
en el que se evidencia bandas de absorcion caracteristicas de los grupos funcionales de
compuestos organicos e inorganicos. El primer pico ancho e intenso se detecta a una longitud de
onda de 3336.25 cm™. Esta sefial de absorcion, que se forma en un rango de 3550 — 3300
corresponde a la vibracion caracteristica del grupo hidroxilo (-OH) presente en los compuestos

fendlicos (Mondragén, 2017, pp.7-10).

El segundo pico que se formaa 2900.41 cm™es propio del enlace C-H del grupo aldehido mientras
que el tercer pico formado a 1639.2 cm™ es propia de los alquenos. El cuarto y quinto pico que
aparecen a una longitud de onda de 2830.99 cm™1 y 582.397 cm™ corresponden a los enlaces O-
H, y C-OH. Finalmente, la banda de absorcion registrada a 1045.23 cm™ se asocia al estiramiento
del grupo funcional de aminas alifaticas primarias y la banda de absorcion a 582.397 cm™ es
caracteristica del grupo alcohol C-OH (Mondragén, 2017, pp.7-10).

A continuacidn, en la Tabla 1-4, se presenta las sefiales observadas en la Figura 4-4 de los enlaces

y grupos funcionales a los que corresponde.
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Tabla 4-1: Lectura del analisis de la Espectrometria infrarroja (IR) del extracto de eucalipto

Numero de ondacm™ Rango cm™ Tipo de vibracion Grupo funcional
3336.25 3550-3300 Estiramiento O-H Fenoles
2900.41 2900-2700 Estiramiento C-H Aldehidos
2830.99 3000-2500 Estiramiento O-H Acidos carboxilicos
1639.2 1600-1675 Estiramientos C=C Alquenos
1045.23 1000-1300 Estiramientos C-N Aminas
582.397 250-650 Estiramientos C-O-H fuera del plano

Fuente: Mondragén, 2017
Realizado por: Villagomez J., 2023

Estas bandas de absorcion son similares a las presentadas en el estudio realizado por Torres (2022,
pp. 39-40), donde el extracto acuoso de eucalipto caracterizado por FR-IT registra la presencia del
grupo hidroxilo (-OH) en laregion de 3336 cm™ confirmando asi la existencia de grupos fendlicos
en el material vegetal. Asi también se reportan bandas de 2974 cm™, 1653 cm™ y 1378 cm™ que
corresponden a vibraciones simétricas y asimétricas del grupo C-H, vibracion del esqueleto
aromatico -C=C- y absorcion de los grupos funcionales de é&cido carboxilicos (COOH),
igualmente se encontraron bandas de absorcion entre 1088 y 1045 cm™ que corresponde a enlaces

C-N correspondientes del grupo amina alifatica de compuestos fendlicos.

Al ser nuestros resultados similares a los encontrados por los autores ya mencionados podemos
afirmar que el extracto acuoso de eucalipto si presenta grupos fendlicos los cuales facilitaran la
sintesis eficiente de las nanoparticulas de éxido de cobre dado a que estos grupos actuaran como
agentes reductores de los iones metalicos de la sal precursora y estabilizantes de las
nanoparticulas.

4.2  Sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre

4.2.1 Experimentos para la obtencién de nanoparticulas de 6xido de cobre

4.2.1.1 Variando la concentracion de la sal.

Experimentacion 1

A partir de los resultados obtenidos en el estudio realizado por Cedano (2018, p. 49), se planteé la

primera sintesis en las condiciones que se detalla en la tabla 1-4 a temperatura ambiente. El tiempo

de agitacion, el volumen del extracto y de la sal precursora se mantuvo constante, mientras que
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para el proceso de centrifugacion en vista de que no se pudo acceder a una centrifuga de 1500

rpm se procedié a centrifugar a 500 rpm (revolucion maxima del equipo) respectivamente.

Tabla 4-2: Condiciones de sintesis de CUONPS experimento 1

Muestra Concentracion  Temperatura Volumendel Volumen de la

de la sal °C extracto (ml) sal (ml)
(mol/L)
M1 0.5 25 10 50
M2 1 25 10 50
M3 15 25 10 50

Realizado por: Villagomez J., 2023

En la Figura 5-4 y la Figura 6-4, se puede observar las soluciones de las muestras durante la
sintesis y al final de la sintesis. Como se observa, no se aprecia grandes cambios en la coloracion,
lo que hace ilusion a que no se ha producido grandes cambios, sin embargo, en la figura 6-4 se

puede apreciar la formacion de un precipitado color gris al final de los tubos Falcon.

0.5M
llustracion 4-5: Durante la sintesis llustracion 4-6: Despues de la sintesis
Realizado por: Villagomez J., 2023 Realizado por: Villagomez J., 2023

Al dia siguiente se realizo6 el analisis de las muestras en el espectro UV-Vis donde se confirmé
gue no se habian formado CuONPs debido a que no se evidencia ninguna sefial en el equipo,
ademas, al realizar el proceso de secado del precipitado se observaba la formacion de gran
cantidad de cristales de sal en las paredes de los tubos de concentracion 1 My 1.5 M y baja
cantidad de cristales en el tubo de concentracion 0.5 M por lo que se supone que no reacciond

todo el reactivo con el volumen de extracto empleado.
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Experimentacion 2:

Debido a que se observo que la sal precursora de CuSO..5H,0 no reaccionaba completamente, se
dedujo que probablemente era debido a que la cantidad de extracto empleada como reactivo no
era suficiente para que reacciones con el cobre de la solucidn, por lo tanto, se propuso realizar
nuevamente la sintesis en las condiciones que se muestra en la Tabla 3-4. Se optd por disminuir
la concentracion de la solucién de la sal precursora de CuSO4.5H,0 de 0.5 M, 1 My 1.5 M hasta
0.25 My 0.5 My aumentando el volumen del extracto y disminuyendo el volumen de la sal, asi
también se elevo la temperatura de 25 °C a 80 °C, respectivamente. Se escogié una temperatura
de 80°C puesto a que se queria saber si la reaccion de sintesis de nanoparticulas de éxido de cobre
aparte de tener lugar a temperatura ambiente que segun fuentes bibliograficas es la condicion méas

favorable, también podria tener lugar a una elevada temperatura.

Tabla 4-3: Condiciones de sintesis de CUONPs, experimento 2

Muestra  Concentracion Temperatura  Volumen del  Volumen de la

de la sal (mol/L) °C extracto (ml) sal (ml)
M1 0.25 80 20 40
M2 0.5 80 20 40

Realizado por: Villagomez J., 2023

La figura 7-4 y figura 8-4 muestran el cambio producido en las muestras durante la sintesis y

finalizada la sintesis.

“

~ 025M_ _05M

llustracion 4-7: Durante la sintesis llustracion 4-8: Después de la sintesis
Realizado por: Villagomez J., 2023 Realizado por: Villagomez J., 2023

Como se observa en la Figura 7-4 y Figura 8-4, no se identifica ningin cambio significativo en el
color de las muestras, pero si se puede observar la formacion de un precipitado de color café. Al

analizar las muestras en el equipo UV-Vis, se determind que a una concentracién de 0.25 M se
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produjo un pico de absorcién, pero a bajas longitudes de onda, mientras que a una concentracion
de 0.5 M no se produjo ningin pico de absorcion, lo cual indica que no se han formado

nanoparticulas de CuO (Figura 9-4).
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lustracion 4-9: Espectro Uv-vis de nanoparticulas de 6xido de cobre 0.25 M

Realizado por: Villagomez J., 2023

Experimentacion 3

En vista de que los experimentos anteriores demostraron que la concentracién de la sal precursora
en disolucidn estaba en exceso puesto a que existia la presencia de residuos de sal y en vista de
que la obtencién de nanoparticulas esta enfocada en una metodologia de sintesis verde, se optd
por llevar a cabo un nuevo experimento con una concentracion mucho menor de disolucidn stock
de CuSQO4.5H,0 de 0.05 M y 0.025M manteniendo constante la cantidad de volumen tanto del

extracto como de la sal precursora.

Tabla 4-4: Condiciones de sintesis de CUONPs, experimento 2

Muestra  Concentracion Temperatura  Volumendel  Volumen de la

de la sal (mol/L) °C extracto (ml) sal (ml)
M1 0.05 80 20 40
M2 0.025 80 20 40

Realizado por: Villagomez J., 2023

Al ser analizadas las muestras M1 y M2 mediante la espectroscopia UV-Vis, se obtuvo como
resultado que, el espectro de la muestra M1 se forma a una longitud de onda de 327 nm, formando

una curva bien definida y pronunciada, tal como se evidencia en la Figura 10-4, mientras que para
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la muestra M2 el pico de absorcion también se forma a una longitud de onda de 327 nm sin

embargo tal como muestra la Figura 11-4, no se evidencia una curva definida como en M1.
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lustracion 4-10: Espectro Uv-vis de nanoparticulas de 6xido de cobre 0.05M

Realizado por: Villagomez J., 2023
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lustracion 4-11: Espectro Uv-vis de nanoparticulas de 6xido de cobre 0.025 M
Realizado por: Villagomez J., 2023

De acuerdo a estos resultados obtenidos, se tomé a la muestra M1 de este Ultimo experimento
como la mejor muestra para realizar la caracterizacién de las nanoparticulas de éxido de cobre,
asi como también para realizar las pruebas microbioldgicas de inhibicién bacteriana y probar si

las nanoparticulas de 6xido de cobre presentan o no un potencial efecto bactericida.
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4.3 Resultados de la sintesis de las nanoparticulas de éxido de cobre 0.05 M

Las nanoparticulas de 6xido de cobre M1 sintetizadas en la experimentacion 3, se analizaron en
primera instancia de forma cualitativa, es decir, se observd el cambio de coloracion de la solucion
de la sal precursora CuSO4.5H,0 de celeste palido a marrén oscuro (Figura 5-3). Segun Martin
(2018, p. 97), el color de la solucién que evidencia la formacion de nanoparticulas de CuO debe ser

de un color casi negro o marrén obscuro.

En nuestra investigacion, el color marrén de la solucion que se visualiza tras la adicion del
extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto) y transcurridas 2 horas de reaccion a 80 °C y
700 rpm de agitacion, demuestra la formacion correspondiente de nanoparticulas de 6xido de
cobre, asi también la formacién de un precipitado sélido de color marrén obscuro, tal como se
evidencid en las investigaciones desarrolladas por Adwale et al (2020, p. 3), quien dedujo que se ha
formado nanoparticulas de CuO puesto a que la solucién concentrada de sulfato de cobre tomo
una coloracion marrén obscura luego de 2 horas de agitacion a temperatura ambiente. Mientras
que Salahuddin y Husen (2020, p. 5), observaron que la solucion de CuSO..5H,0 se volvia negra
después de afadir extracto acuoso de Lawsonia inermis (henna) y transcurrir una hora de agitacion

a 75°C llegando a concluir que se ha formado CuO NPs.

lustracion 4-12. Sintesis de CuO NPs: (A) solucién de CuSQO..5H,0, (B)

sal precursora mas extracto, (C) CuO NPs
Realizado por: Villagomez J., 2023

La sintesis de las nanoparticulas de 6xido de cobre se produce mediante una reaccion de 6xido-
reduccidn, sin embargo, hasta el momento no se conoce con certeza como se genera la reaccion
quimica debido a que el extracto de eucalipto posee varios metabolitos secundarios especialmente
grupos fendlicos que tienen la capacidad de actuar como agentes reductores y estabilizantes de

las nanoparticulas.
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Segun el estudio realizado por Alhalili (2022, p.8), la sintesis de las nanoparticulas de 6xido de
cobre se basa en que los compuestos fenolicos (flavonoides) presentes en el extracto acuoso de
Eucalyptus globulus (eucalipto) se unen a los iones Cu?* que se forman tras la disolucion de
CuS0..5H,0 en agua, de esta manera se forman complejos metalicos los cuales se van a reducir
a particulas de CuO. Estas particulas denominadas semillas sufren un proceso de agregacion y
posteriormente de nucleacion dando paso a la formacion de nanoparticulas de 6xido de cobre
Ilegando asi al final de la reaccion quimica. En la Tabla 5-4 se detalla el rendimiento experimental
de CuONPs.

Tabla 4-5: Rendimiento experimental de la sintesis de NPs CuO

Concentracion Peso/Masa obtenida (g)
CuONPs (M)
0.05 M 0.267 g

Realizado por: Villagomez J., 2023

4.4 Resultados de la caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de cobre

4.4.1 Espectroscopia Uv-vis

La espectroscopia Uv-vis, es la primera técnica analitica que se emplea para determinar la
presencia de nanoparticulas, puesto a que ésta, revela si se ha sintetizado o no nanoparticulas del
compuesto de interés, en este caso nanoparticulas de 6xido de cobre.

Para realizar el analisis se efectud un barrido de la muestra en un rango de longitud de onda de
200 a 600 nm, segun Martin (2018, p. 25), las nanoparticulas de 6xido de cobre (CuONPS) en
solucion, absorben longitudes de onda de 250 hasta 350 nm, los picos formados a dichas longitud
de onda tienden a desplazarse hacia la derecha o hacia la izquierda segln sea el tamafio que
presenten las nanoparticulas, de tal modo que, mientras mayor sea el desplazamiento hacia el lado
derecho mayor sera el tamafio que presenten las nanoparticulas. En nuestra investigacion, la
muestra analizada a concentraciones 0.05 M presentan un Unico pico a una longitud de onda de
327 nm.

En la investigacion realizada por Salahuddin y Husen (2020, pp. 5-7), las nanoparticulas de CuO
obtenidas a partir del extracto acuoso de eucalipto y CuSO4.5H,0 1 mM presentaron un Gnico
pico de absorcién a una longitud de onda de 327 nm, mientras que las nanoparticulas de CuO
sintetizadas por Qamar et al (2020, pp. 6-7), a partir del extracto acuoso de la fruta Momordica
charantia (mel6n) y a una concentracién de 0.1 M de CuS0..5H,0, registraron en un rango de
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200-600 nm un solo pico de absorcion a 246 nm. Asi también las nanoparticulas sintetizadas por
Al-Fa et al (2021, pp. 2-3), a partir del extracto acuoso de las hojas de Bougainvillea buttiana
(bungavilla) y 5 gramos de CuS0O4.5H,0, registraron la formacion de un pico a una longitud de
onda de 310 nm.

Segun Adewale et al (2020, p. 4), la diferencia de longitud de onda en la que se registra el pico de
absorcion se puede deber a diferentes factores de sintesis como es la concentracion de la sal
precursora, el tipo de extracto que se emplea para la sintesis de las nanoparticulas y condiciones
como temperatura. Al estar nuestros resultados (Tabla 6-4), dentro de los rangos de la longitud
de onda establecidos por Martin (2018, p. 25), y al ser similares a los autores anteriormente citados,

podemos afirmar que efectivamente se ha sintetizado nanoparticulas de 6xido de cobre.

Tabla 4-6: Resultado del analisis por espectroscopia UV-vis

Concentracion de las CUONPs  Longitud de onda (nm)
0.05M 327 nm

Realizado por: Villagomez J., 2023

A continuacion, en la Figura 6-4 se puede distinguir claramente el pico formado al analizar la

muestra obtenida en el equipo UV-Vis.

[ ] nm Abs
0.05 M 327 0.400

1.0T
09:
08:
0?:

0.0
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nm

llustracion 4-13: Espectro Uv-vis de nanoparticulas de éxido de cobre 0.05 M
Realizado por: Villagomez J., 2023
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4.4.2 Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR)

El analisis mediante la técnica de Espectroscopia infrarrojo al igual que la espectroscopia Uv-vis
permite comprobar que en efecto las nanoparticulas sintetizadas son completamente de dxido de
cobre. Segun Qamar et al (2020, p. 6), las nanoparticulas de 6xido de cobre generalmente presentan
un pico agudo en el espectro infrarrojo a bajas frecuencias entre 590.4 y 628.200 cm™.

En la Figura 14-4, se observan los diferentes picos de absorcién que presentaron las
nanoparticulas de CuO a una concentracion de 0.05 M. Los picos mas representativos de las
CUuONPs se registran a 3551.21 cm™ que hace referencia al grupo OH de los compuestos fen6licos
y a 1668.79 cm™ que indica el estiramiento de C=C de los alquenos dichos picos sefialan la
presencia de los grupos funcionales presentes en el extracto acuoso de eucalipto, mientras que el
tercer pico de absorcion a una longitud de onda de 576.34 cm™ supone la presencia de bandas del
enlace Cu-O.

Estos picos de absorcion, presentados en el presente trabajo experimental, son préximos a los
reportados por Alhalili (2022, pp. 5-7), quien al realizar el analisis FT-IR de las nanoparticulas de
CuO identifico un pico de absorcidn en la region de 3480 correspondiente al grupo OH de los
grupos fendlicos y el segundo pico observado entre 530 y 580 cm™ se les atribuyd a las

vibraciones de CuO, por lo cual se dedujo que se ha sintetizado nanoparticulas de 6xido de cobre.
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llustracion 4-14: Espectroscopia de infrarrojo de nanoparticulas de CuO 0.05 M
Realizado por: Villagomez J., 2023

De acuerdo a estos resultados encontrados, se puede comprobar que el pico formado en las
nanoparticulas de oxido de cobre en el rango de 590.4 y 628.200 cm™ si corresponde a vibraciones

del enlace Cu-O y que las nanoparticulas en efecto, son de 6xido de cobre.

60



4.4.3 Microscopia electrénica de barrido

SED 20.0 kV
SED ESPOCH

lustracion 4-15: Microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de 6xido de cobre a
500x (izg.) y 5000X (der)

Realizado por: Villagomez J., 2023

Mediante la técnica de microscopia electronica de barrida, se identificO las caracteristicas
morfologias y el tamafio que presentan las CUONPs. Al lado izquierdo de la Figura 16-4, a una
resolucion de 500X, se muestra gque las nanoparticulas de CuO presentan un tamario entre 23-39
nm respectivamente, mientras que, a una resolucién de 5000X se puede evidenciar que las
nanoparticulas son de forma ovalada, de bordes irregular y superficie rugosa, ademas se
encuentras dispersas y sin aglomerarse. Estos resultados coinciden con los resultados encontrados
por Letchumanan et al (2021. p.4-6), quien reporto que las nanoparticulas de 6xido de cobre
presentan una forma ovalada y su tamafio promedio se encontraba entre 12 y 68 nm, sin embargo,

al mismo tiempo encontrd nanoparticulas de forma cubica y esférica.

Otros autores como Aguilar (2019, p. 49), determinaron que las nanoparticulas de éxido de cobre
no solo presentaban forma ovalada o esféricas, sino que también, podian tener forma de diente de
ledn, forma tipo flor y forma tipo rugby, en cuanto al tamafio estas variaban entre 10 y 35 nm.
Pese a la diferencia de tamafios y formas, podemos concluir que tanto nuestros resultados
obtenidos como los resultados encontrados por otros autores, se encuentran dentro de la escala
manometria, lo cual es muy importante debido a que el potencial efecto antimicrobiano que
gjercen las nanoparticulas depende netamente de su tamafio y morfologia ya que son estas
caracteristicas que les facilitara su paso libre a través de los poros de la membrana celular
bacteriana y puedan ingresar intracelularmente a causar un estrés oxidativo y la posterior muerte

de las bacterias (Sanchez, 2021, pp. 75-78).
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4.5 Resultados de la actividad bactericida de las nanoparticulas de 6xido de cobre

Para determinar la actividad bactericida de las nanoparticulas de 6xido de cobre frente a bacterias
resistentes a medicamentos, se empled muestras de agua tomadas en dos fechas diferentes y en
tres puntos del rio Chibunga: parque Ecoldgico, empresa Cemento Chimborazo y puente de
entrada al canton Chambo (Figura 17-4).

llustracion 4-16: Toma de muestras de agua del rio Chibunga

Realizado por: Villagomez J., 2023

Segun la investigacion realizada por Landa (2023), el agua del rio Chibunga aloja un gran nimero
de bacterias resistentes medicamentos, por lo tanto, debido a este hecho fue necesario trabajar con
un medio de cultivo que permite el crecimiento de diferentes tipos de bacterias como es el agar
Nutritivo, asi como también fue necesario realizar diluciones hasta 1x10de las muestras de agua
(inoculo) para realizar un conteo adecuado de las colonias bacterianas formadas, dado a que
mientras mayor sea la concentracion de las muestras mayor sera el crecimiento de las colonias

bacterianas y por lo tanto sera casi imposible el recuento de las celular viables (Figura 18-4).

lustracion 4-17: Diluciones de las muestras de agua del rio Chibunga

Realizado por: Villagomez J., 2023

Es importante mencionar que todo el proceso de siembra en placas Petri, se debe realizar con
precaucion y bajo condiciones asépticas para evitar generar una contaminacion cruzaday por ende
el crecimiento e identificacion de bacterias que no correspondan a cada muestra de agua

recolectada (Figura 19-4).
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lustracion 4-18: Siembra de muestras de agua usando la cdmara de flujo laminar
Realizado por: Villagomez J., 2023

45.1 Determinacion del nimero de colonias formadas en Agar nutritivo.

Para contabilizar el nimero inicial de colonias bacterianas, se realiz6 una siembra por extensién
en placa del inoculo (dilucion 10™) de los tres puntos de muestreo y en dos fechas diferentes. Al
cabo de 48 horas de incubacion a 37°C, se obtuvo como resultado un total de 25 colonias formadas
de la muestra de agua tomada en la empresa Cemento Chimborazo (Figura 18-4), 31 colonias para
la muestra tomada en el sector del parque Ecoldgico (figura 19-4) y 27 colonias para la muestra
tomada del puente de entrada al cantén Chambo (Figura 20-4).

llustracion 4-19: Colonias bacterianas formadas de la muestra inicial en agar Nutritivo
Realizado por: Villagomez J., 2023
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llustracion 4-20: Colonias bacterianas formadas de la muestra inicial en agar Nutritivo
Realizado por: Villagomez J., 2023

llustracion 4-21: Colonias bacterianas formadas de la muestra inicial en agar Nutritivo
Realizado por: Villagomez J., 2023

4.5.2 Caracterizacion morfol6gica de bacterias mediante la técnica de Tincion Gram.

Para identificar de manera general las bacterias que se encuentran presentes en los tres puntos de
muestreo del rio Chibunga, se realizé una caracterizacién morfoldgica de las cepas de los cultivos
bacterianos mediante la técnica de Tincion Gram (Figura 17-4) asi también se observé su forma,
tamafio y color de las colonias formadas en las placas Petri.

Una vez realizado este procedimiento, con la ayuda de un microscopio binocular se logré
identificar y clasificar de acuerdo a su morfologia y a la tincion de su pared celular a dos grupos

de bacterias que son bacilos Gram negativos y cocos Gram positivos (Figura 18-4).
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llustracion 4-22: (A) Preparacion de la placa; (B) Proceso de Tincién Gram (B); (C) Vista al

microscopio binocular
Realizado por: Villagomez J., 2023

lustracion 4-23: (A) Bacilos Gram Negativos, (B) Cocos Gram positivos lente de 100X
Realizado por: Villagomez J., 2023

Segun Landa (2023, pp. 53-60), en el rio Chibunga aloja 11 tipos de cepas bacterianas que son
patgenas para el ser humano (Tabla 7-4) las cuales han mostrado tener ciertas resistentes a
diferentes tipos de antibidtico. En el caso de las bacterias Gram negativas, el género de
Enterobacterias han demostrado ser resistentes frente a la accién de la ampicilina; el género de
Aeromonas son resistentes a la penicilina y amoxicilina; el género Pseudomonas son resistentes
a la accion del acido nalidixico y aztreonam. Mientras que, el grupo de cocos Gram positivos
como Staphylococcus aeureus y Enterococcus faecalis han mostrado ser resistentes a

medicamentos como penicilina, ampicilina, amoxicilina, gentamicina y vancomicina.

En base a su investigacion, se puede deducir que las bacterias Gram positivas de morfologia
bacilar encontradas en nuestro trabajo experimental, corresponden a los mismos géneros

bacterianos encontrados e identificados por Landa (2023), como son Escherichia coli, Klebsiella
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pseumoniae, Salmonella entérica, Salmonella paratyphi, Shigela flexnery, Proteus mirabilis y
Edwarsiella tarda, Pseudomona aeroginosa y Aeromona hydrophilas, mientras que las bacterias
Gram positivas de morfologia cocacea pertenecen a los géneros de Staphylococcus aeureus y
Enterococcus faecalis.

Tabla 4-7: Especies bacterianas presentes en las muestras de agua del rio Chibunga

Puntos de muestreo | Colonias bacterianas Familia bacteriana | Tincion Gram
Escherichia coli
Klebsiella pseumoniae
Parque ecoldgico. Salmonella entérica Enterobacteriaceae
Salmonella paratyphi Bacilos Gram
Empresa Cemento Shigela flexnery negativos
Chimborazo. Proteus mirabilis
Edwardsiella tarda
Puente del canton Pseudomona aeruginosa Pseudomonas
Chambo Aeromona hydrophilas Aeromonas
Staphylococcus aeureus | Staphylococcaceae Cocos Gram
Enterococcus faecalis Streptococcaceae positivos

Fuente: Landa, 2023
Realizado por: Villagomez J., 2023

4.6  Pruebas microbioldgicas

Las pruebas microbioldgicas llevadas a cabo en este trabajo experimental, nos permitieron
determinar la actividad bactericida que ejercen las nanoparticulas de 6xido de cobre sobre aquellas
bacterias presentes en las muestras de agua del rio Chibunga, mediante la observacion directa de
la disminucién del namero de colonias bacterianas mientras mas tiempo estaban expuestas las
muestras de agua a las nanoparticulas de CuO y bajo la presencia de la luz solar.

Para evidenciar este hecho, a las muestras de agua diluidas se les afiadié 0.05 g de nanoparticulas

de 6xido de cobre y se las dejo por un periodo de tiempo de 1, 2 y 4 expuestas a la luz solar.

4.6.1 Determinacién del nimero de colonias en Agar Nutritivo

4.6.1.1 Determinacion del numero de colonias bacterianas de las muestras de agua con

nanoparticulas de 6xido de cobre cada 1, 2 y 4 horas expuestas a la luz solar.

Para poder determinar el nimero de colonias bacterianas formadas en agar Nutritivo, se realiz
una siembra por extension en superficie tomando 0.1 ml de muestra de agua afiadida 0.05 g de

nanoparticulas de CuO después de ser expuestas a la luz solar en los tres periodos de tiempo
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establecidos. Cabe mencionar que, el proceso de siembra y conteo de colonias se realiz6 por
duplicado de cada una de las muestras de agua tomadas en los tres puntos de muestreo del rio
Chibungay en las dos fechas diferentes. Al cabo de 48 horas de incubacion a una temperatura de
37 °C, para las muestras de agua recolectadas se obtuvo los siguientes resultados que se detallan

en la Tabla 8-4, Tabla 9-4 y Tabla 10-4.

Tabla 4-8: Recuento de colonias bacterianas sector Cemento Chimborazo

Cemento Chimborazo
Tiempo
n (hrs) # Colonias bacterianas Promedio UFC/ml
0 0 25 25 25x10°
L Lh 2 3 3x10°
2 1h 3
3 2h 1 0 0
4 2h 0
5 4h 0 0 0
6 4h 0
Realizado por: Villagomez J., 2023
Tabla 4-9: Recuento de colonias bacterianas sector parque Ecolégico
Parque Ecologico
n | Tiempo (hrs) | # Colonias bacterianas | Promedio UFC/ml
0 0 31 31 31x10°
1 1h 9 5
> n 3 9 9x10
3 2h 1
4 2h 0 0 0
5 4h 0
6 4h 0 0 0

Realizado por: Villagomez J., 2023

Tabla 4-10: Recuento de colonias bacterianas sector Puente del cantén Guano

Puente de Chambo
n Tiempo (hrs) | # Colonias bacterianas | Promedio UFC/ml
0 0 27 27 27x10°
L Lh 4 5 5x10°
2 1h 5
3 2h 1 0 0
4 2h 1
5 4h 0 0 0
6 4h 0

Realizado por: Villagomez J., 2023
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A través de estos resultados obtenidos para las tres muestras recolectadas de los tres puntos de
muestreo del rio Chibunga, podemos deducir que existe una reduccion considerable del nimero
de colonias bacterianas formadas mientras mas tiempo pasen las muestras de agua expuestas a las
nanoparticulas de 6xido de cobre y a la luz solar dado a que, el caso de las muestras de agua
tomadas del sector de la empresa Cemento Chimborazo de 25 colonias iniciales pasaron a 3
colonias en el transcurso de 1 hora 'y en un lapso de tiempo de 2 y 4 horas se disminuyd totalmente
a cero (Tabla 8-4), mientras que para las muestras del sector del parque Ecoldgico de 31 colonias
inicialmente formadas pasaron a 9 colonias en el transcurso de 1 hora y en un lapso de tiempo de
2 y 4 horas se disminuy6 totalmente a 0 (Tabla 9-4), finalmente para las muestras tomadas del
puente de entrada al canton Chambo, de 27 colonias iniciales pasaron a 5 colonias en el transcurso

de 1 horay en un lapso de tiempo de 2 y 4 horas se disminuy6 totalmente a cero (Tabla 10-4).

4.6.1.2 Determinacion del crecimiento bacteriano en agar nutritivo de las muestras de agua

sin nanoparticulas de 6xido de cobre cada 1, 2 y 4 horas.

Para determinar el nimero de colonias bacterianas formadas se llevé a cabo el mismo
procedimiento anteriormente mencionado, sin embargo, en este caso no se afiadié nanoparticulas
de CuO vy después de 48 horas de incubacion a 37°C, se procedié a contabilizar el nimero de

colonias, obteniendo los resultados que se detalla en la Tabla 11-4.

Tabla 4-11: Recuento de colonias bacterianas sin nanoparticulas de CuO

Punto de muestreo | n | Tiempo | # Colonias bacterianas | UFC/ml
1 1h 27 27x10°

cﬁﬁnn;)eonrgozo 2| 2h 27 27x10°

3 4h 27 27x10°

4 1h 31 31x10°

Parque Ecolégico | 5 2h 31 31x10°
6 4h 31 31x10°

Puente entradaal [ 1n 25 25x10°
canton Chambo |2 2h 25 25x10°

9 4h 25 25x10°

Realizado por: Villagomez J., 2023

A partir de estos resultados podemos confirmas que cuando no se aplican las nanoparticulas de
Oxido de cobre a las muestras de agua y se exponen a la luz solar, no existe ninguna alteracién o
disminucién del nimero de colonias formadas, puesto a que, de las tres muestras de agua de los
tres puntos de muestreo, el numero de colonias permanecia constante durante los tres periodos de

tiempo.
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4.6.1.3 Determinacion del nimero de colonias bacterianas formadas con y sin nanoparticulas

de oxido de cobre en estado puro.

Para determinar si las nanoparticulas de 6xido de cobre en estado 100% puro presentan actividad
bactericida frente a cepas bacterianas Gram positivas y Gram Negativas, se realiz6 una siembra
por estria de 2 tipos cepas de bacterianas pertenecientes al grupo de bacilos Gram negativos y
cocos Gram positivos previamente aisladas e identificados mediante la tincion Gram.

Una vez que se realizo la siembra de cada tipo de bacteria sobre la superficie del agar nutritivo,
se colocd en cada placa 0.1 g de CuONPs. Después de transcurrir 48 horas de incubacion a 37°C

se obtuvo los resultados que se muestra en la Tabla 6-4.

Tabla 4-12: Numero de colonias bacterianas con y sin nanoparticulas de CuO

# Colonias formadas

Cepas Con CuONPs Sin CUONPs
Bacilos Gram Negativos 0 8
Cocos Gram Positivos 0 5

Realizado por: Villagomez J., 2023

4.6.2 Andlisis del estudio estadistico experimental

Para llevar a cabo el analisis del disefio experimental se empleo la Correlacion de Pearson, el cual
nos permitié determinar si existe correlacion entre la variable independiente y la variable
dependiente, es decir entre el tiempo de exposicidn de las muestras de agua con nanoparticulas
de 6xido de cobre a la luz solar y el nimero de colonias bacterianas formadas en los tiempos

establecidos.
De esta manera, a través del programa de Microsoft Excel se elabord tres tablas correspondientes
a los resultados obtenidos en la parte experimental de las tres muestras de agua de los tres puntos

de muestreo y a partir de estos datos se calcul6 el coeficiente de correlacidn de Pearson.

Tabla 4-13: NUmero de colonias bacterianas con y sin nanoparticulas de CuO

Cemento Chimborazo
n Tiempo (hrs) N° Colonias
1 0 25
2 1 3
3 2 0
4 4 0
Coef. Pearson (r) -0.733

Realizado por: Villagomez J., 2023
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Tabla 4-14: Numero de colonias bacterianas con y sin nanoparticulas de CuO

Parque Ecologico
n Tiempo (hrs) N° Colonias
1 0 31
2 1 9
3 2 0
4 4 0
Coef. Pearson (r) -0.808

Realizado por: Villagomez J., 2023

Tabla 4-15: Numero de colonias bacterianas con y sin nanoparticulas de CuO

Puente de entrada a Chambo
n Tiempo (hrs) N° Colonias
1 0 27
2 1 5
3 2 0
4 4 0
Coef. Pearson (r) -0.764

Realizado por: Villagomez J., 2023

Debido a que el coeficiente de correlacion de Pearson en el caso de las muestras de agua tomadas
de la empresa Cemento Chimborazo toma un valor de -0.733 (Tabla 13-4) y -0.764 para las
muestras de agua del puente de entrada al canton Chambo respectivamente (Tabla 14-4) se puede
deducir que existe una correlacion alta entre la variable dependiente e independiente, mientras
gue para las muestras tomadas del sector Parque Ecolégico el coeficiente de Pesaron calculado es

de -0.808 se deduce que existe una correlacion muy alta entre las variables.

Entonces, de acuerdo a estos resultados obtenidos, podemos afirmar que si existe una correlacién
entre la variable independiente (tiempo de exposicion) y la variable dependiente (nimero de
colonias bacterianas formadas), pero esta relacién en inversamente proporcional dado a que
mientras mayor tiempo pasen las muestras de agua expuestas a las nanoparticulas y a la luz solar,
menor es el nimero de colonias bacterianas formadas.

4.6.3 Influenza de las variables

4.6.3.1 Evaluacion de efecto bactericida de las nanoparticulas de CuO frente a bacterias

De acuerdo al analisis comparativo entre el numero de colonias bacterianas de las muestras de
agua tomadas del sector de la empresa Cemento Chimborazo reportadas en la Tabla 8-4 y la Tabla

11-4, podemos demostrar que existe una disminucion considerable de la carga bacteriana mientras
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maés tiempo de exposicion tengan las muestras de agua diluidas hacia las nanoparticulas de CuO
en presencia de la luz solar, mientras que, cuando no existe dicha exposicidn, la carga bacteriana

no varia ni se altera en lo absoluto (Figura 19-4). Este hecho, acontece igualmente para las

muestras tomadas en el sector del parque ecoldgico (Tabla 9-4 y Tabla 11-4) y del sector puente
de entrada al cantén Chambo (Tabla 10-4 y Tabla 11-4).

llustracion 4-24: (A) Crecimiento bacteriano sin nanoparticulas; (B) Disminucién de colonias

1h de exposicion; (C) Disminucidn total de la carga bacteriana
Realizado por: Villagomez J., 2023

Por otro lado, el analisis comparativo de la Tabla 12-4, demuestra claramente como la aplicacién
de forma directa y en estado 100% puro de nanoparticulas de 6xido de cobre inhibe
completamente el crecimiento de bacterias Gram negativas y Gram positivas, ya que en los
medios de cultivo donde se colocé las nanoparticulas al cabo de 48 horas de incubacién no se
evidenciaba crecimiento microbiano mientras que si hubo crecimiento en aquellas placas Petri

gue no contenian nanoparticulas (Figura20-4).

lustracion 4-25: (A) Crecimiento de colonias Gram positivas sin NPs; (B) Placa

con CuO NPs sin crecimiento
Realizado por: Villagomez J., 2023
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lHustracion 4-26: (A) Crecimiento de colonias Gram negativas sin NPs; (B)

Placa con CuO NPs sin crecimiento
Realizado por: Villagomez J., 2023

A partir de estos resultados, podemos demostrar que las nanoparticulas de 6xido de cobre
sintetizada a partir del extracto acuoso de Eucaliptus globulus es un potencial bactericida contra
bacilos Gram negativos, como Escherichia coli, Klebsiella pseumoniae, Salmonella entérica,
Salmonella paratyphi, Shigela flexnery, Proteus mirabilis y Edwarsiella tarda, Pseudomona
aeroginosa y Aeromona hydrophilas, y también contra bacterias Gram positivas de morfologia
cocacea pertenecen a los géneros de Staphylococcus aeureus y Enterococcus faecalis, cepas
bacterianas que fueron encontrados e identificados por Landa (2023, p. 54), en las muestras de agua

del rio Chibunga.

Es importante considerar que, para las muestras de agua tomadas en el parque ecolégico, la carga
bacteriana es méas alta en comparacion de los otros dos puntos, esta caracteristica segin Toapanta
(2022, p. 46), se debe a que a la altura del parque Ecoldgico el agua recibe constantemente la
descarga de aguas residuales domésticas de la ciudad de Riobamba lo que provoca un incremento

de la cantidad de coliformes fecales y por ende la disminucion de su calidad.

Estos resultados son similares a los encontrados en el trabajo de investigacion realizado por
Adewale et al (2020: pp. 3-7), quien determino la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de
Oxido de cobre sintetizadas a partir del extracto Eucalyptus globulus (eucalipto) contra cepas
Gram positivas y Gram negativas mediante pruebas de inhibicion bacteriana obteniendo como
resultado que, no hubo un crecimiento por lo que dedujo las nanoparticulas de 6xido de cobre
presentan un alto potencial bactericida contra bacterias Gram positivas (Streptococcus mutans y
Staphylococcus aureus) y bacterias Gram negativas (Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella
pneumoniae, Shigela spp, Shigela spp y Escherichia coli). Ademas, este hecho de inhibicion y su

eficacia la relaciond con la capacidad que tienen las nanoparticulas de producir especies reactivas
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de oxigeno dentro de la célula, que generan un estrés oxidativo y posteriormente la muerte del

microorganismo.

Igualmente, Letchumanan at al (2021, p. 9) determino que las CuO NPs muestran un efecto supresor
del crecimiento de bacterias Gram-negativas causantes de infecciones, como Escherichia coli,
Edwarsiella tarda, Klebsiella sp, Aeromona hydrophilas, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae y que también muestran un potencial efecto bactericida contra bacterias Gram-
positivas como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis y Streptococcus

pyogenes.

4.6.3.2 Evaluacion del efecto del tiempo de exposicion de las muestras de agua de rio a las

nanoparticulas de CuO.

En base a los resultados que se encuentran en la Tabla 8-4 para las muestras de agua del sector de
la empresa Cemento Chimborazo, el nimero de colonias bacterianas se redujo considerablemente
de 25 a 3 al cabo de 1 hora, igualmente en las muestras tomadas en el parque ecoldgico paso de
31 colonias a 9 en 1 hora (Tabla 9-4) y para las muestras de agua del sector puente de entrada al
canton Chambo paso de 27 colonias a 5 en una hora (Tabla 10-4), mientras que al pasar 2 'y 4
horas respectivamente en ninguna de las placas de las tres muestras se evidenciaba crecimiento
microbiano. Por lo tanto, se puede concluir que el tiempo de contacto entre el agua y las
nanoparticulas de CuO es muy importante puesto a que mientras mayor sea este tiempo de
exposicion menor sera el nimero de colonias bacterianas formadas. Este hecho se debe a que
durante este periodo de tiempo de exposicidon las nanoparticulas pueden ejercer su efecto

bactericida contra bacterias gran positivas y grandes negativas.

Estos resultados se relacionan con los encontrados por Salahuddin y Husen (2022, p.9), quienes
encontraron que las nanoparticulas de CuO obtenidas a partir de la goma Karaya presentan una
mejor actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas mientras mayor
tiempo de contacto exista entre las cepas bacterianas y las nanoparticulas, esto se debe a que
durante este lapso de tiempo los iones cobre de las nanoparticulas pueden interactuar con los
grupos amino y carboxilo de las proteinas presentes en la membrana celular para facilitar su
ingreso a la célula y poder generar un dafio oxidativo y posteriormente la muerte de las bacterias.
Asi también Vasquez et al (2018, p.31), dedujo que las nanoparticulas de éxido de cobre durante
el tiempo de contacto con las células bacterianas producen cuatro tipos de oxigeno reactivo, el 02
y el H202 producen un estrés oxidativo que puede ser neutralizado por los antioxidantes

enddgenos presentes en la misma célula bacteriana como son las enzimas catalasa y superoxido,
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por lo que es necesario que se genere dos especies mas de oxigeno reactivo como el OH y el O2
que causen efectos nocivos sobre estas células como son dafio en su ADN, dafio oxidativo que
conlleven a la apoptosis y finalmente la muerte aguada de las bacterias.

4.6.3.3 Evaluacion del efecto de la luz solar sobre las muestras de agua de rio con
nanoparticulas de CuO.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la exposicién de las muestras de agua de los tres puntos
de muestreo a las nanoparticulas en presencia de la luz solar durante 1, 2 y 4 horas (Tabla 8-4,
Tabla 9-4 y Tabla 10-4) se puedo evidenciar que, las nanoparticulas de 6xido de cobre en
presencia de la luz solar activan su actividad fotocatalitica que hace que se disminuya
considerablemente la carga bacteriana. Segin Adewale et al (2020: pp. 3-7), durante el proceso de
fotocatalisis las nanoparticulas de Oxido de cobre producen rapidamente especies reactivas de
oxigeno generados por el CuO que son los radicales superdxido e hidroxilo los cuales son capaces
de interactuar con la membrana de la célula bacteriana permitiendo asi el ingreso de las
nanoparticulas intracelularmente que posteriormente provocaran disfunciones de la célula
producto del estrés oxidativo de la célula bacteriana y conllevando la inhibicion en el crecimiento

bacteriano y su muerte.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de 6xido de cobre obtenida mediante una sintesis verde, es una alternativa
sostenible para dar un tratamiento efectivo al agua del rio Chibunga que aloja una gran
cantidad de cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas resistentes a los antibidticos,
pues la forma, tamafio, estabilidad y poder antibacteriano que muestras estas nanoparticulas

hacen que sean de interés cientifico para esta finalidad.

El presente trabajo experimental demuestra que las mejores condiciones para sintetizar
nanoparticulas de 6xido de cobre son empleando 50 ml de sulfato de cobre pentahidratado
0.05M y 20 ml de extracto acuoso de Eucalyptus globulus (eucalipto) cuyos grupos fenolicos
actlan como agente reductor de los iones cobre y estabilizante de las nanoparticulas. La
importancia de emplear una baja concentracién de la sal precursora se debe principalmente a
que mientras mas concentrada esté la sal, mas cantidad de ella quedara sin reaccionar con los
grupos funcionales del extracto, lo cual imposibilita la formacion de las nanoparticulas
deseadas. Asi también se ha observado gque es necesario trabajar a una temperatura de 80°C
para que se dé lugar a la sintesis. Por lo tanto, se concluye que tanto la concentracion de la

sal como la temperatura son factores determinantes para la formacion de nanoparticulas.

El analisis realizado por espectroscopia UV-vis y espectroscopia de infrarrojo IR confirmaron
que la sintesis de nanoparticula de éxido de cobre obtenidas mediante una sintesis verde fue
efectiva, ademas, la forma que exhiben estas nanoparticulas de acuerdo al anélisis realizado
mediante el microscopio electrénico de barrido (SEM), fue ovalada, de bordes irregulares y
superficie rugosa cuyo diametro promedio se encuentra entre 23 y 39 nm, por lo tanto, dichas
caracteristicas Unicas, hacen posible que las nanoparticulas pueda actuar como un agente

bactericida frente a cepas bacterianas Grampositivas y Gramnegativas.

Se determind que las nanoparticulas de 6xido de cobre si presentan actividad bactericida
frente a bacteriana Gram positivas y Gram negativas resistentes a antibiéticos que se
encuentran presentes en las muestras de agua del rio Chibunga debido a que redujo
considerablemente la carga bacteriana desde la primera hora en que las muestras de agua
entraron en contacto con las nanoparticulas. Este hecho se debe principalmente a que las
nanoparticulas forman especies reactivas de oxigeno a nivel intracelular conllevando a un

estrés oxidativo y finalmente a la muerte de estos microorganismos.
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RECOMENDACIONES

e Al momento de realizar la sintesis y obtencion de nanoparticulas de 6xido de cobre mediante
una ruta verde, se aconseja evaluar otros factores que influyan directamente sobre la sintesis
como son: el pH, la concentracion del extracto de la especie vegetal, la agitacion magnética
e incluso emplear otras sales precursoras de cobre de las cuales se pueda tener un mejor

rendimiento.

e Durante la sintesis de las nanoparticulas de 6xido de cobre se forman dos fases, una sélida 'y
una liquida. En este trabajo experimental solo se consider6 emplear la fase solida para la
caracterizacion de las CUONPs y para realizar las pruebas microbioldgicas, se recomienda
emplear también la fase liquida puesto a que en esta igualmente existe la presencia de

nanoparticulas en suspension.

e Ademas de realizar un test de cloruro férrico para determinar la presencia de compuesto
fendlicos se recomienda realizar un analisis fitoquimico de la especie vegetal Eucalyptus
globulus (eucalipto) para determinar con certeza los grupos funcionales especificos que
contienen y conocer especificamente cuales los que cumplen con la capacidad reductora y

estabilizante de las nanoparticulas.

e Se recomienda que durante la sintesis de las nanoparticulas la solucion obtenida luego la
reaccion quimica entre el extracto y la sal precursora sea centrifugada a 1500 rpm tal como
lo hicieron otros autores y determinar si existe 0 no la formacion de nanoparticulas, ya que
en los laboratorios de la institucion no se cuenta con un equipo con este nimero de

revoluciones.
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ANEXOS

ANEXO A: CALCULOS PARA LA PREPARACION DE LA SOLUCION DE CUSO;. 5H,0

Se detalla la cantidad en gramos de la sal precursora empleada para preparar las disoluciones de
CuS0.. 5H,0 a las concentraciones estudiadas en cada experimentacion.

0.5M

1L 0.5mol CuS0,.5H,0 249.6 g CuS0,.5H,0

100 ml CuS0,.5H,0
e S0 52 % 1000 ml L sol * 1 mol Cus0,.5H,0

=12,48 g CuS0,.5H,0

e 1M

1L 1 mol CuS0,.5H,0 249.6 g CuS0,.5H,0

100 ml CuS0,.5H,0
eSSBS0 * 000 ml * L sol * 1 mol CuS0,.5H,0

=29,6 g Cus0,.5H,0

e 15M
100 i CuSoL SH.0 o 1L, LEMOLCUSO,5H,0 24969 CuSO.5H,0 o
. * * * = ) .
BTS2 Y 1000 mi L sol 1 mol CuS0,. 5H,0 g LusCe 5z
e 0.25M

1L 0.25 mmol CuS0,.5H,0 249.6 g CuS0,.5H,0
* * *
1000 ml L sol 1 mol CuS0,.5H,0

100 ml CuS0,.5H,0 = 6,24 g CuS0,.5H,0

e 0.025M
100 i CuSO. S0 o 1L, 0025 Mol CUSO, 5,0 24969 CuSO.5H,0
. * * * =0, .
AU Ce 928 1000 mi L sol 1 mol CuS0,.5H,0 A
e 0.05M

1L 0.05mol CuS0,.5H,0 249.6 g CuS0,.5H,0

100 ml CuS0,.5H,0
e S U2 Y 1000 mi L sol 1 mol Cus0,.5H,0

= 1.249 g CuS0,.5H,0



ANEXO B: RESULTADOS DE ESPECTROSCOPIA UV-VIS EXPERIMENTO 1

Thermo Scientific
Informacion de configuracidn
| Elemento Valor
Archivo de libro sin nombre
\Accesorios Accesorio: Detector estandar
Software INSIGHT: 2.1.133
]micrupmgrama, software inalterable |3.0.0.109
Aplicacidn Barrido - Barrido
\Formato de datos Absorbancia
Nivel de suavizado Minguno
Orden derivativo Ninguno
Iniciar longitud de onda 700,00 nm
JDetener longitud de onda 200,00 nm
Velocidad de barrido 1200,00 nm;/min
Intervalo de datos 1,00 nm
Tiempo de integracion 0,050 sec
\Ancho de banda 1 nm
Correccidn de linea base 100 %T
Tipo de resultados Seleccidn de picos

# ID de muestra Nombre del Usuario| Fechayhora
18/NPS Cu0 0.5M |Pc 22/11/2022 12:50:23

# ID de muestra Nombre del Usuario| Fechayhora
19/NPS Cu0 1M |Pc 22/11/2022 12:56:45

# ID de muestra Nombre del Usuario| Fechayhora
20(NPS Cu0 1.5m |[Pc 22/11/2022 15:10:34

Absorbancia

200 2850 300 380 400 450 500
Longitud de anda (nm)




ANEXO C: RESULTADOS DE ESPECTROCOPIA UV-VIS EXPERIMENTO 2

Eapastra : HP CUOP. 025 M
Descripoidn:

Oparario! Laly. Instrussntal /DESKTOP-STOHEDT
Craado ; LI Fona S F020 DI ;3D 50 p. m.
Espactrofotomstro: TETA

HOimare doa sacie: 140113

Firmwarna: wrd G0 w4 .80

2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0

—_—
om
a8+
QAT
a2 E
(=} <} - - - + * - - - + - - - - - + + + -
196 200 210 226 230 a0 250 260 70 280 280
i
—— necucPasp |
Thermo Scientific
Informacidn de configuracidn
Valor
Archivo de libro O WMis Documentosy JULISSA, VILLAGOMED\Z1-12-2022 NPS.iwbk
Accesorios Accesorio: Detector estandar
Saltware INSIGHT: 2.1.133
microprograma, software inalterable |3.0.0.109
Aplicaciin Barrido - Barrido
Formato de datos Absorbancia
Mivel de suavizado Minguno
COrden derfvative Minguna
Iniciar longitud de onda 700,00 nim
Detener longitud de onda 200,00 nm
Veloddad de barrido 1200,00 nemyfmin
Intervalo de datos 1,00 nm
Tiempo de integracion 0,050 sec
Ancho de banda i nm
Correccion de linea base 100 %T
Tipo de resultados Selecclon de ploos
‘# | ID de muestra | Nombre del Usuario Fecha y hora
14(NPS CuD 0.5M |Pc 21/12/2023 09:45:27
RS ) 1
Mstra 2
o8
06 "\
M"'- -
~
04 'H-h,_hx
02 Te—
20 b 280 300 320 M0 350 380 400 420 &40 460 500 530 540
Lengitud de enda (nm)




ANEXO D: RECOLECCION DE MUESTRAS DE AGUA DEL RIO CHIBUNGA.

Sector Empresa Cemento Chimborazo
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