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RESUMEN

La sintesis de nanoparticulas esta siendo de gran relevancia dentro del campo de la biomedicina
y presenta una variedad de aplicaciones, entre las que cabe destacar el empleo de nanoparticulas
para el tratamiento de agua, misma que en la actualidad es considerada una fuente de albergue de
bacterias potencialmente patégenas que estan adquiriendo resistencia a los antibioticos. El
presente estudio tuvo como objetivo obtener nanoparticulas de hierro mediante sintesis verde para
asi ser evaluadas como agentes bactericidas en muestras de agua del Rio Chibunga. Las
nanoparticulas de hierro se sintetizaron utilizando un método répido, de un solo paso y
completamente ecoldgico que emplea extracto acuoso de las hojas de Piper aduncum (matico)
como agente reductor y de proteccién. Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por
Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Espectroscopia ultravioleta visible (Uv-vis). Como
resultado se obtuvieron nanoparticulas con un tamafio promedio entre 15 - 24 nm. En donde se
compararon dos zonas de la muestra de las cuales se comprobo la presencia de nanoparticulas de
hierro en forma agregada ya que, a simple vista aparecen cimulos blancos sobre la superficie de
la muestra. De igual forma la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas se efectu6 mediante
pruebas de inhibicion bacteriana en medios de cultivos sélidos (agar nutritivo), determinandose
el crecimiento de las bacterias. Para el analisis del disefio experimental se empled el coeficiente
de correlacion de Pearson con el fin de establecer si existe relacién o no entre las variables tiempo
y crecimiento. Se concluye gue el extracto acuoso de la planta de matico, es un agente reductor
adecuado para la sintesis de nanoparticulas de hierro debido a su buena estabilidad en solucion y
a las longitudes de onda UV-Vis que presenta. Ademas, presentan una alternativa sostenible para

el tratamiento de muestras de agua del Rio Chibunga.

Palabras clave: <ANTIBIOTICOS>, <TRATAMIENTO DE AGUA>, <SINTESIS VERDE>,
<NANOPARTICULAS DE HIERO (FeNPs)>, <AGENTE BACTERICIDA>, <BACTERIAS >,
<EXTRACTO ACUOSO>, <RiO CHIBUNGA>.
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ABSTRACT

The synthesis of nanoparticles is being of great relevance in the field of biomedicine and has a
variety of applications, including the use of nanoparticles for water treatment, which is currently
considered a source of harboring potentially pathogenic bacteria that are acquiring resistance to
antibiotics. The present study had the objective of obtaining iron nanoparticles by green synthesis
to be evaluated as bactericidal agents in water samples from Chibunga river. The iron
nanoparticles were synthesized using a rapid, one-step and completely ecological method that
employs aqueous extract of Piper aduncum (matico) leaves as reducing and protective agent, the
obtained nanoparticles were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Ultraviolet Visible Spectroscopy (UV- vis). As a result, nanoparticles with an average size
between 15 - 24 nm were obtained. Two areas of the sample were compared and the presence of
iron nanoparticles in aggregate form was verified, since, at first sight, white clusters appear on
the surface of the sample. Similarly, the antimicrobial activity of the nanoparticles was done by
means of bacterial inhibition pre-tests in solid culture media (nutrient agar), determining the
growth of the bacteria. For the analysis of the experimental design, Pearson's correlation
coefficient was used to establish whether or not there is a relationship between the variables time
and growth. It is concluded that the aqueous extract of the matico plant is a suitable reducing
agent for the synthesis of iron nanoparticles due to its good stability in solution and the UV- Vis
wavelengths it presents. In addition, they present a sustainable alternative for the treatment of

water samples from the Chibunga river.

Keywords: <ANTIBIOTICS>, <WATER TREATMENT>, <GREEN SYNTHESIS>, <IRON
NANOPARTICLES (FeNPs)>, <BACTERICIDE AGENT>, <BACTERIA>, <AQUEOUS
EXTRACT>, <CHIBUNGA RIVER>.
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INTRODUCCION

El agua es fundamental para la sostenibilidad de los ecosistemas, y por tanto es un requisito previo
para la renovacion de este recurso vital en los diversos procesos fisicos y bioldgicos, tanto en la

produccién agricola, animal, industrial y forestal, como en el uso y consumo humano (Azpilcueta
eta., 2019: p.7).

Por esta razén, el agua de los rios ha jugado un papel importante en el desarrollo de la sociedad
humana porque, desde el punto de vista hidroldgico, los rios juegan un papel central en el ciclo
global del agua entre la tierra, el aire y el mar; se acumulan junto con los acuiferos subterraneos,
recogen la precipitacion y lo lleva al mar. Este ciclo rejuvenece continuamente los suministros
limitados de agua en los continentes sustentando asi toda la vida en la tierra. Desde una
perspectiva humana, los rios son la principal fuente de agua para cocinar, beber, bafarse y en la
agricultura en zonas donde las precipitaciones son insuficientes, para crear energia eléctrica y

para producir todo tipo de articulos materiales (Motakef et al., 2019: p.2).

La contaminacién del agua se ha transformado en un inconveniente peligroso. Se estima que casi
el 40% de la poblacion mundial no tiene acceso a servicios de saneamiento adecuados, los paises
en desarrollo son los mas afectados vertiendo casi el 90% de sus aguas residuales sin ningun tipo

de tratamiento en rios, lagos y zonas costeras, contaminando sus fuentes de suministro (Brault et
al., 2020: pp. 12-20).

Las bacterias a lo largo de la linea evolutiva, han desarrollado mecanismos especificos para evadir
de forma natural el efecto de los antibi6ticos. Hoy en dia este fendémeno 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 antibidticos 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).

En la actualidad las nanoparticulas metalicas han llamado la atencién de la industria farmacéutica
y médica, especialmente porque estos nanomateriales poseen interesantes propiedades
antimicrobianas, puesto que las nanoparticulas estan contribuyendo al desarrollo y expansion de

diversos campos de la vida humana (Rojas et al., 2020: p.15).

Las nanoparticulas de hierro tienen una enorme escala de aplicaciones, las cuales dependen de su
estabilidad, forma y tamafio. Su empleo se ve enfocado en areas diferentes como el tratamiento
del agua y productos de consumo a base de plata, medicina, bioingenieria, medicina, ingenieria
textil, y la biotecnologia. Tienen un efecto bactericida, bacteriostatico y fungicida, demostrado

contra patdgenos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Shigella. La morfologia y el



tamafio son un aspecto esencial en cuanto a su actividad antibacteriana y se ha sugerido que este

efecto aumenta cuando el tamafio de las nanoparticulas es pequefio (Motakef et al., 2019: p.2).

Por otro lado, la actividad antibacteriana puede ser considerada como un tema de gran interés en
el campo médico, siendo un punto clave para el desarrollo de nuevas estrategias que permitan
luchar contra diferentes patologias asociadas a la Escherichia coli y otras bacterias patdgenas
asociadas a enfermedades transmitidas por el consumo de agua como Pseudomona aeruginosa y

Staphylococcus aureus (Brault et al., 2020: pp.34-37).

El presente trabajo de investigacion propone la obtencion de nanoparticulas de hierro mediante
sintesis verde a partir de extracto acuoso de hojas de Piper aduncum (matico) puesto que, las
hojas de matico son antioxidantes por los compuestos fendlicos que presentan, estos contribuyen
al extracto a actuar como agente reductor natural (Brault et al., 2020: pp.34-37).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

El agua contaminada por fuentes artificiales o naturales sigue generando problemas a quienes se
ven obligados a utilizarla, tanto para el consumo como para la agricultura. El agua puede estar
contaminada principalmente por productos quimicos, minerales y bacterias potencialmente
peligrosas, las mismas que han sido responsables de la resistencia a los antibioticos en los Gltimos

afos (Fernandez, 2018, pp. 2-4).

El uso de antibi6ticos desde la década de 1940 ha llevado a una reduccién drastica de la
morbilidad y la mortalidad en todo el mundo. A pesar de ello, la aparicion de resistencia a los
antibioticos ha convertido el tratamiento de enfermedades infecciosas en una tarea compleja que
requiere que los médicos brinden opciones de tratamiento racionales y basadas en evidencia para

mejorar la salud de los pacientes (Gonzales et al., 2019: pp. 3-7).

El aumento de bacterias resistentes a los antibiéticos en los rios de Ecuador es un grave problema
de salud. A esto se incluye el tratamiento ineficaz/inadecuado de las aguas residuales da como
resultado que los desechos tratados de manera insuficiente se viertan en los rios, donde las

bacterias no patdgenas pueden servir como reservorio de genes de resistencia (Ortega et al., 2019: pp.
9-11).

Hoy en dia, los enormes avances en el area de la nanotecnologia han permitido el crecimiento de
nuevas técnicas de tratamiento de agua enfocados en sistemas de nanotecnologia que son mas
resistentes al tratamiento de agua de forma natural y menos dafiina, reduciendo asi la cantidad de
bacterias que presentan resistencia a los antibidticos. Es muy importante sefialar que antes de que
los contaminantes entren al ambiente natural, deben ser removidos o degradados (Ruiz et al., 2018:
p.- 1.

El Rio Chibunga se origina en los manantiales ubicados en las faldas del Chimborazo y baja por
los paramos de EI Arenal hasta llegar a zonas agricolas de la zona parroquial de San Juan, como
Las Caleras y Shobol, entre otras. En un trabajo de investigacion realizado por alumnos de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo indicaron que esta fuente de agua requiere de una
intervencion urgente. Metales pesados, hidrocarburos, aceites y grasas estan por encima del nivel

permisible, por lo que los indicadores muestran un alto nivel de contaminacion. El rio



Chibunga también recibe aguas servidas sin ningun tipo de tratamiento de los pueblos y ciudades

gue se encuentran a su alrededor (Iriarte, 2020, pp. 12-15).

Por esta razon, en el mundo estan surgiendo problemas de contaminacion ambiental que hacen
necesaria la continua modernizacion de las técnicas de remediacion y tratamiento de los recursos

naturales.

La finalidad de este trabajo de investigacion es evaluar la actividad bactericida de nanoparticulas
de hierro en muestras de agua tomadas del rio Chibunga, y que en un futuro sirva de investigacion

con el fin de atenuar los escases del agua.

1.2. Justificacién

El hombre es el principal responsable de la contaminacién del agua y del medio ambiente. Méas
del 80 % de las aguas residuales resultantes de la actividad humana se descargan en los rios o en

el mar sin ningun tipo de procedimiento en el agua, lo que genera su contaminacién (Romero at al.,
2019: pp.5-6).

Con el paso de los afios, ha venido siendo de gran interés el tema y uso de nanoparticulas metélicas
debido a su amplia gama de aplicaciones que poseen, yendo desde aplicaciones biomédicas,
disefio de ADN nanotecnoldgico, construccion de dispositivos electronicos e incluso a la

mitigacion de problemas medioambientales (Lépez et al., 2018: pp.4-6).

Por esta razon, son varias las investigaciones que han demostrado que las nanoparticulas poseen
dos propiedades exclusivas que las hacen particularmente atractivas como adsorbentes en el
tratamiento del agua. Uno se basa en su masa, ya que tienen un area de superficie mucho mayor
gue las particulas mas gruesas, y el otro es su capacidad para funcionalizarse con varios productos
guimicos, y con ello aumentar su afinidad por ciertos compuestos y desarrollar propiedades
exclusivas como adsorbentes selectivos con alta capacidad para iones y aniones metalicos. Un
ejemplo de ello son las nanoparticulas de hierro, que han mostrado tener una actividad bactericida
superior a los desinfectantes convencionales (Medina et al., 2019: pp.3-9). Por lo mencionado
anteriormente, el propésito de este trabajo de investigacion es evaluar la capacidad bactericida de
las nanoparticulas de hierro en muestras de agua de rio. Para lograr este propdsito, se sugiere
realizar la sintesis de nanoparticulas de hierro mediante una metodologia verde que no contamine

el medio ambiente.



1.3. Objetivos

1.3.1. Obijetivo general

Realizar la sintesis verde de nanoparticulas de hierro a partir de hojas de Matico (Piper aduncum)
para su posterior evaluacion como agente bactericida en el tratamiento de muestras de agua del
Rio Chibunga.

1.3.2. Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de hierro a partir del extracto acuoso de acuoso de hojas de Piper
aduncum (matico) y cloruro de hierro (Fecls).

e Caracterizar las nanoparticulas de hierro empleando métodos de Microscopia electrénica de
barrido (SEM) y Espectroscopia ultravioleta visible (Uv-vis).

e Evaluar la actividad bactericida antimicrobiana de nanoparticulas de hierro mediante pruebas
de inhibicion bacteriana.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Actualmente, existen estudios enfocados en el uso de extractos de plantas para la obtencion de
nanoparticulas y a la evaluacion de la actividad antimicrobiana tanto de los extractos vegetales

como de las nanoparticulas obtenidas mediante sintesis verde.

En Espafia en el afio (2018) en la universidad de Barcelona se realiz el tema de tesis
“Nanoparticulas de hierro a bajas concentraciones han demostrado ser poco eficientes en su uso
como bactericidas”. No obstante, a menor tamafio de particula y mayor concentracion, estas
provocan una mejor inhibicion del crecimiento del microorganismo. Por lo que, lo ideal es hacer
una comparacion de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de hierro con una relacion
area superficial/masa de particula similar, para determinar el efecto de la morfologia entre el

contacto de la célula y la particula (Noriega et al., 2018: pp.2-15).

En cuba en el afio (2020), en la universidad de la Habana realizaron un estudio sobre los
nanomateriales y sus aplicaciones en la remediacién ambiental, en el que se comprobd que las
nanoparticulas de hierro conocidas como maghemita son muy Utiles en procesos de remediacion
de aguas residuales debido a su constitucion cero-valente, a su tamafio (1-100nm) en comparacion
con las células bacterianas que poseen didmetros de 1m, que ademds pueden permanecer en
suspensién por largos periodos de tiempo generando asi una zona de tratamiento in situ(43),
tomando como base estos compuestos se han generado una gran cantidad de nanomateriales con
un sin namero de aplicaciones. Sin embargo, también se determind que las nanoparticulas de
hierro cuyo tamafio es de 590 nm y exhiben una forma cuasi-esférica 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 (Heredia et al., 2020: pp.2-33).

En Colombia en el afio (2019) en la Universidad EIA, realizaron un estudio sobre la “Capacidad
antimicrobiana de las nanoparticulas de hierro que fueron obtenidas por el método de sintesis

verde empleando el extracto de d-limoneo como agente reductor al cloruro de hierro 111 como sal



precursora. El analisis de la Capacidad antimicrobiana se realiz6 en Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella oxytoca ATCC 700324, Enterococcus
casseliflavus ATCC 700327, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Echeverry et al., 2020:
p.8) ya que, la mayoria de los métodos de sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas
descritos en la literatura estan relacionados con la obtencién de nanoparticulas de magnetita,

especialmente magnetita, para aplicaciones biomédicas (Vera, 2019, p.6).

En otro estudio desarrollado en Argentina, en el afio 2019, en la Universidad Nacional de la Plata,
se realiz6 una revision bibliogréfica 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
aplicacién de estos métodos es limitado. Dentro de los métodos bioldgicos 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 concluy6 que la sintesis verde es un método de mayor aplicabilidad y menos

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

Finalmente, en Ecuador en el afio (2018) en la universidad Espiritu Santo se realizé un estudio
con el tema Sintesis de nanoparticulas de plata a partir de un extracto vegetal Petiveria Alliacea
L., el extracto vegetal se prepard a partir de las hojas de Petiveria y por medio de un ensayo
fitoquimico” en donde se selecciond el extracto con mayor presencia de metabolitos secundarios
que puede reducir las sales metalicas para formar nanoparticulas. La caracterizacion se realiz6
por espectrofotometria UV-VIS, que confirmo la presencia de nanomateriales con absorcion en
el rango de 380 a 480 nm, correspondientes a la resonancia de plasmones superficiales (AgNPs)
con tamafios de particula entre 15 y 34 nm. La adicion de las AgNPs en la muestra de agua
comprobé su efectividad en la disminucion de los valores que estaban fuera de los limites
permisibles. Se obtuvieron resultados favorables con un porcentaje de disminucion de coliformes
fecales del 95%, Nitritos 60%, Cobre 98.7% y Zinc 6.8% humano (Mollogén, 2018, pp.9-11).



2.2. Referencias teoricas

2.2.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es la ciencia que se encarga de la sintesis, caracterizacion y aplicacion de la
materia bioldgica 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 &rea 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 generacién 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,
diagnostico, prevencion y tratamiento de diferentes enfermedades mediante el uso de, nanotubos
0 hanosensores 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 metalicas

Las nanoparticulas metalicas son el tipo de nanomateriales o nanoestructuras mas utilizado porque
estan relativamente disponibles y su forma o tamafio se pueden controlar facilmente segun el tipo
de estudio que se haga. Estas particulas son magnéticas o conductoras y se pueden usar en varios
campos, como biomarcadores, fungicidas, células solares y mas. Las primeras nanoparticulas
metalicas utilizadas fueron las nanoparticulas de oro y plata, que se utilizaron por primera vez en

la formacién de vidrio (Lépez et al., 2019: p.12).
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llustracion 2-1: Escala nanométrica donde se indica el tamafio de las nanoparticulas.

Fuente: (Lopez et al., 2021: p. 1).
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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 clasificacidn mas general y mayormente empleada.

« 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 antimicrobiana,
fototérmicas, fotoeléctricas y opticas. Las principales nanoparticulas son las de plata, hierro,
cobre y oro, o bien aquellas que se obtienen a base de dxidos de plata, cobre, titanio, hierro 'y

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

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

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

2.2.3. Nanoparticulas: Formay Tamafio

La relacion superficie-volumen es muy importante a nanoescala, ya que la mayoria de las
interacciones ocurren en las superficies. Las nanoparticulas tienen una alta relacion superficie-
volumen y, por lo tanto, una mayor superficie de contacto con el medio ambiente, que aumenta
al disminuir el tamafio de las nanoparticulas. Esta area de contacto mas grande da como resultado
sitios mas activos y una mayor energia superficial. Debido a que necesitan aceptar electrones con
facilidad, tienen una alta capacidad antimicrobiana porque las nanoparticulas son mas sensibles

al oxigeno (Reyes, 2020, pp.19-21).

2.2.4. Importancia de las nanoparticulas

La importancia de las nanoparticulas metélicas reside en sus ventajas que tienen a nanoescala
frente a otros materiales a macroescala. Su relacion superficie-volumen es una de sus mayores
ventajas, ya que las moléculas pueden cargarse, activarse y absorberse facilmente debido a su
tamafio. Las nanoparticulas metélicas son materiales robustos, flexibles, cristalinos y mas ligeros

que los materiales a granel, y son menos peligrosos para la salud y el medio ambiente (Medina et
al., 2019: pp.3-9).



llustracion 2-2: Nanoparticulas metalicas
Fuente: Aguilar, 2019

2.2.5. Sintesis de nanoparticulas

Existen diferentes métodos para producir nanoparticulas; y la eleccion de cualquiera de ellos
depende de los objetivos y las condiciones especificas donde y como se utilizaran las
nanoparticulas obtenidas, por lo que se debe tener en cuenta la estabilidad fisica y quimica de la
sustancia activa, su toxicidad, perfil de liberacién y muchas consideraciones. Los métodos de
sintesis de nanoparticulas se dividen generalmente en dos categorias: top-down (top-down) y

bottom-up (Lépez et al., 2018: pp.4-6).

En estos Gltimos afios, se ha establecido que la sintesis verde ademas de ser un método 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 biolégicos al tener la propiedad reductora, pueden reemplazar sin ningn 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 o microbioldgica, en vista de que es sencilla, no ocupa mucho tiempo,
no emplea productos toxicos, 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).
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2.2.6. Nanoparticulas de hierro

Con el paso de los afos, las nanoparticulas de hierro (FeNPs) han llamado la atencién de los
cientificos debido a sus excelentes propiedades fisico-quimicas para aplicaciones dinamicas en
diversos campos. Dado que los procesos fisicos y quimicos son altos y potencialmente dafiinos
para los seres vivos y el entorno natural, los métodos biosintéticos son prometedores y
desempefian un papel importante en la nanotecnologia. Se pueden utilizar microorganismos como
hongos y células vegetales para disminuir los iones metalicos a nanoparticulas de metales neutros.
El tamafio, la forma, la estabilidad y el rendimiento de las nanoparticulas biosintetizadas son

apropiadas para la remediacion del medio ambiental (Letchumanan et al., 2021: p.13).

La importancia de las nanoparticulas de hierro esta relacionada con sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas. La reaccion bioquimica, la actividad catalitica y el comportamiento

atémico de las macroparticulas se deben a su superficie.

Las nanoparticulas de hierro (FeNPs) suelen tener las siguientes formas (Torres, 2018, p.36):

e Nanoparticulas de hierro cero-valente (Fe0): Las cuales exhiben tipicamente una
morfologia nudcleo- recubrimiento, donde el nlcleo esta compuesto de hierro metélico, y el

recubrimiento se conforma de 6xido de hierro (Torres, 2018, p. 36).

¢ Nanoparticulas de éxidos de hierro: Las cuales contienen un nicleo de éxido de hierro de
uno o mas cristales incrustados y el recubrimiento. El nicleo consiste en maghemita (Fe203)
y magnetita (Fe304). La maghemita es la forma cubica ferrimagnética del 6xido de hierro Ill,
y difiere de la estructura de espin inversa de la; presentan actividades cataliticas, antioxidantes
y bacterianas, buena estabilidad y biocompatibilidad. Se utilizan para numerosas aplicaciones

biomédicas, como agentes terapéuticos y de diagnéstico o administracion de farmacos (Torres,
2018, p. 36).

2.2.6.1. Propiedades antibacterianas de Nanoparticulas de hierro

La accion antibacteriana de las nanoparticulas esta vinculada a la especie del material y a ciertas
caracteristicas intrinsecas de las mismas, como sus dimensiones manomeétricas y la alta semejanza

area/volumen que permite un mayor contacto e interaccion con dichos microorganismos (Galeas at
al, 2019, pp. 6-7).
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Las nanoparticulas de hierro tienen una gran potencia bactericida a comparacion del éxido hierro,
y esta actividad bacteriana se puede mejorar combinandose con polimeros como quitosano y

polisacarido cationico (Ldpez at al., 2019: pp. 4-6).

En términos generales, el tamafio, la forma, la carga superficial, la funcionalizacion y la estructura
del nucleo son factores importantes que determinan los efectos bioldgicos de las nanoparticulas,
como la captacion celular, la activacion celular y la distribucion intercelular. Diversos autores
descubrieron que el aumentar el tamafio de las nanoparticulas el efecto antibacteriano disminuia.
El efecto antibacteriano de las nanoparticulas de hierro depende del tamafio de la nanoparticula 'y
el contenido de hierro (Galeas at al, 2019, pp. 6-7).

Las nanoparticulas de hierro han ganado utilidad por sus propiedades Unicas, tales como
estabilidad quimica, buena conductividad, actividad antibacterial, mostrando un amplio efecto
biosida frente a microorganismos a través del deterioro de su membrana unicelular perturbando
asi sus actividades enzimaticas. A diferencia de los pigmentos metalicos las nanoparticulas

metalicas no son perjudiciales para la salud (Letchumanan at al, 2021, p. 9).

2.2.7. Sintesis verde

La sintesis verde se basa en una sintesis amigable con el ecosistema, utilizando agentes reductores
de terminacion ecoldgica como plantas, hongos, levaduras, bacterias, etc., los cuales reaccionan
con material metalico para la obtencién de nanoparticulas, teniendo una gran ventaja sobre los
anteriores métodos evitando solventes organicos y agentes toxicos ademas de que pueden

permanecer estables durante largos periodos de tiempo (Espinosa y Garcia, 2021: pp. 150-165).

Las nanoparticulas formadas por medio de sintesis verde se pueden dividir en dos grupos:
Nanoparticulas no metélicas y metalicas.

La sintesis “verde” de nanoparticulas pretende combinar las propiedades del elemento, con las
cualidades curativas que brindan las plantas. Por ejemplo, se puede emplear la planta de Matico
por sus propiedades cicatrizantes, antibacterianas y microbioldgicas, las cuales pueden
combinarse con la accién bactericida de las nanoparticulas de hierro, produciréa un efecto sinérgico

antimicrobiano (Espinosa y Garcia, 2021: pp. 150-165).
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llustracion 2-3: Sintesis verde de nanoparticulas.
Fuente: (Alhalili, 2022, p. 8).

2.2.7.1. Sintesis de nanoparticulas de hierro utilizando plantas

Segun diversas fuentes la sintesis verde utilizando plantas y extractos de plantas parece ser mas

rapida gue la de otros microorganismos, como bacterias y hongos.

En la sintesis de nanoparticulas de hierro el extracto de la planta actia como reductor y
estabilizante, factor importante en la reaccion. Siendo los campos bioactivos los que permiten la
reduccion de la sal metélica permitiendo la formacion de las nanoparticulas de forma que no afecta

al medio ambiente por no usar quimicos agresivos (Gémez, 2018, p. 4).

2.2.7.2. Extractos vegetales en sintesis de nanoparticulas

En la actualidad, existe una gran cantidad de antecedentes relacionados con el uso de extractos de
raices, hojas y tallos de plantas. Los compuestos bioactivos presentes en el extracto permiten la
reduccidn de iones metalicos en atomos, dando nicleos que son los que proporcionan una base

para la elaboracion de nanomateriales (zulfigar at al., 2019: pp. 15-18).

Un estudio realizado en el 2016 demostr6 que la conversidn de iones de hierro en nanoparticulas
y la distribucion de tamafio dependia totalmente de la concentracion de lignina (agente reductor
y de remate), ademas diversos informes indican que la presencia de grupos funcionales activos
tales como el azlcar y los cidos fendlicos son los responsables de la reduccion de los iones
metalicos Usar extractos de plantas como agentes reductores propone una via rapida para la
preparacion de nanoparticulas, ademés del aprovechamiento de sus propiedades. La obtencion del
extracto alto en poder antioxidante como polifenoles, aztcares reducidos y aminoécidos permiten
la reduccion de cationes en la solucidon metalica (Sixiao at al., 2018: pp. 37-40).
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El extracto vegetal es el agente reductor y estabilizador mientras que la sal metalica es el agente
precursor de la reaccidon. El extracto vegetal, su naturaleza y concentracion; concentracion de la
solucion metélica, tiempo de reaccion, pH, temperatura son algunas de las variables de operacién

gue determinan la morfologia, cantidad y otras caracteristicas de las nanoparticulas (zulfigar at al.,
2019: pp. 15-18).

2.2.7.3. Reduccion de los iones metélicos mediante el uso de plantas

En las raices, tallos, flores y frutos por lo general se encuentran propiedades antioxidantes, las
mismas que permiten la reduccion de cationes a partir del empleo de sales metalicas a lo que
llamamos sintesis verde. Esta sintesis permite el control en cuanto a la forma, tamafio de las
nanoparticulas sin el empleo de estabilizadores (Guerrero et al., 2017: pp. 25-40). Entre varios de los
metabolitos presentes en los extractos destacan los alcaloides, polifenoles, terpenoides, acidos
fenolicos, azlcares y proteinas. Segln investigaciones realizadas se ha reportado que los
terpenoides, polimeros organicos que se encuentran en plantas que tienen una fuerte actividad
antioxidante, estan asociados con nanoparticulas, también se descubrié que el eugenol, un
terpenoide, desempefia un papel importante en la formacion de nanoparticulas de plata. Debido a
la disociacion de los grupos OH del eugenol, la resonancia permite una mayor oxidacion al reducir
los iones metalicos y formar asi nanomateriales. Otro metabolito que se reduce facilmente a iones
metalicos son los flavonoides, que contienen varios compuestos fenélicos como antocianinas,

flavonoles y flavonoides. También esté relacionado con los grupos funcionales.

La sintesis de nanoparticulas metalicas a partir de extractos vegetales consta de tres fases:

1. La fase de activacion en la que se reducen los iones metalicos.

2. Crecimiento en el que las pequefias nanoparticulas recién formadas se unen espontaneamente
en particulas mas grandes, conocido como maduracion de Ostwald. Ademas, aumenta la

estabilidad termodinamica de las nanoparticulas.

3. La etapa de acabado determina la forma final de las nanoparticulas (Valdés at al., 2019: pp. 50-65).
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llustracion 2-4: Principales metabolitos vegetales: A - terpenoides (eugenol); B, C - flavonoides
(luteolina, quercetina); D - una hexosa reductoracon forma de cadena abierta; E, F — aminoécidos
(triptéfano (E) y tirosina (F)

Fuente: (Valdés at al., 2019: pp. 50-65

2.2.8. Piper aduncum (matico)

La planta de Matico (Piper aduncum), es conocida también como hierba de soldado o chuzalongo,
es un arbusto perenne que puede alcanzar de 1 a 4 m de altura, familia de la pimienta. Tiene ramas
grises y hojas aromaticas de color verde brillante, su fruto es de color negro y posee una semilla
pequefia, oscura en su interior. Se distribuye en toda la cuenca amazoénica, Perd, Brasil, Colombia,
Paraguay, Bolivia y Ecuador. En Ecuador crece en la regién interandina, entre 3000 y 3700 msn.

Ademas, se lo puede encontrar en la orilla de los caminos y en la cordillera cerca de los matorrales
(Santorum, 2019: pp. 25- 26).

Presenta propiedades cicatrizantes, antibacterianas y antinflamatorias debido a los principios
activos que posee en sus hojas y ramas: aceites esenciales, acido tanico, resinas, sustancias
amargas (maticina), taninos, alcaloides, saponinas, flavonoides y triterpenoides. El principal
componente cicatrizante del Matico es un tanino denominado proantocianidina, el cual se
encuentra en un 5.7% en las hojas de la planta. Es por esto que el Matico es muy empleado en
heridas, quemaduras, inflamaciones, asi como otras condiciones, y cuando se encuentra en
contacto con heridas o Ilagas recientes, detiene y reduce los derrames sanguineos y ayuda a la

cicatrizacion (Santorum, 2019: pp. 25-26).
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llustracion 2-5: Especie vegetal Piper aduncum.
Fuente: (Mauillefert, 2022, p. 8).

2.2.9. Factores que afectan la sintesis de las nanoparticulas

Dentro de los factores que influyen principalmente durante el proceso de la sintesis de
nanoparticulas podemos enconcontrar a la temperatura, Ph, tiempo, concentracion tanto del
extracto como de la sal precursora y naturaleza de la planta, es decir todos estos factores van a ser
determinantes para conseguir las nanoparticulas es por esto que es muy importante mantener
controlados estos parametros, de esta manera conseguir las nanoparticulas con el tamafio y la

forma exacta (Salahuddin y Husen. 2020: p. 2).
2.2.9.1. Temperatura

La temperatura es un factor determinante de la morfologia de las nanoparticulas, cuando esta
aumenta también se aumenta la velocidad de reaccién haciendo que se consuman los iones
metalicos, se formen los nicleos de las nanoparticulas y se obtengan nanoparticulas de menor
tamafo. 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).

2.2.9.2. Tiempo

El tiempo es otro factor que determina la morfologia de las nanoparticulas (NPs), esto se debe a
que 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,
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este factor no influye tanto sobre el tamafio y forma de las NP puesto a que los factores como la
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).

2.2.9.3. 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 reduccidn de iones metalicos y la estabilidad de

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

2.2.9.4. 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
gue esto influye directamente sobre el tamafio, la forma, el proceso de reduccion 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 tamafio
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 hierro 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 reaccién de

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

2.2.10. Agua

El agua cubre més del 70 % de la superficie del planeta; se la encuentra en océanos, lagos, rios,
en el aire, y en el suelo. Es la fuente y el sustento de la vida, contribuye a regular el clima del
mundo y con su fuerza formidable modela la Tierra. Posee propiedades Unicas que la hacen
esencial para la vida. El agua es usada por el ser humano para su desarrollo, consumo doméstico

y para realizar actividades agricolas e industriales (Fernandez, 2012, pp. 2-3).
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2.2.10.1. Importancia del agua

Cabe mencionar que, los seres humanos sin agua no podrian vivir, motivo por el cual es
considerada de vital importancia, indispensable para el desarrollo sostenible, son diversas las
funciones que la necesitan para llevar a cabo procesos bioldgicos, es decir su ausencia podria
conllevar a la muerte. Ademas, sostiene diversas teorias cientificas relacionadas con la vida, pero
ademas de participar como elemento vital, tiene muchisimas otras aplicaciones. De igual manera,

a medida que se incrementa la poblacidn, la demanda de agua es alin mayor (Saldivar, 2013, pp. 9-
11).

2.2.11. Tipos de aguas

Segun la OMS existen diferentes tipos de agua en funcién de sus caracteristicas quimicas, fisicas
o0 bioldgicas. Los principales tipos de agua que se consideran son: agua potable, dulce, salada,
salobre, y servidas (Gutiérrez 2018, p.213).

2.2.11.1. Agua potable

El agua potable se puede definir de acuerdo con las Guias de Calidad de la Organizacién Mundial
de la Salud como un agua que puede utilizarse para el consumo humano y uso doméstico, asi
como también para la higiene personal, es un agua libre de microorganismos patégenos y de alta

calidad para evitar riesgos en la salud (Robert 2019, p. 26).

2.2.11.2. Agua dulce

El agua dulce por lo general se encuentra en la superficie terrestre de manera natural, asi como en
ecosistemas subterraneos, esta representada tan solo con el 2.5% del agua en toda la tierra y la
mayor parte en forma de hielo o en el subsuelo. En las sociedades actuales el agua se ha convertido
en un bien muy preciado, debido a la escasez, es un sustento de la vida y ademas el desarrollo

econdmico esta sometido a la disponibilidad de agua (Robert 2019, p. 26).

2.2.11.3. Agua salada

El agua salada esta constituida por mares y océanos. Este tipo de agua contiene alta salinidad y
corresponden a las aguas territoriales en la que términos distintos region sus derechos

internacionales (Ministerio del Ambiente 2019, p. 263).
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2.2.11.4. Agua salobre

El agua salobre es aquel tipo de agua que posee una salinidad comprendida entre 0.5 y 30 UPS
de sales. UPS es la unidad préctica de salinidad que representa la cantidad de gramos de sales

disueltas por kilogramo de agua (Ministerio del Ambiente 2019, p. 263).

2.2.11.5. Agua servida

Las aguas servidas son aquellas que se producen a través del alcantarillado desde las viviendas
hasta los cursos de agua de un lago o el mar. La cantidad de agua servida que se produzca en cada
domicilio va a depender de la poblacidn y de diversos factores, ese tipo de aguas esté constituida
por una pequefia porcién de solidos suspendidos que ejerce una accion muy importante en sus
efectos a corto y largo plazo. Generalmente tienen un olor desagradable y contienen compuestos

quimicos inorganicos qué hace que se conviertan en un problema de contaminacion (Astudillo Godoy
2019, p. 4).

2.2.12. Agua de Rio

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 domésticas, 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
gue permite mantener su cauce y por ende ayuda a que haya una correcta circulaciéon 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 disminucién de su calidad (Cadme., et al, 2018: p. 2).
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2.2.13. Rio Chibunga

El rio Chibunga forma parte de la subcuenca del rio Chambo, que es una de las tres subcuencas
que forman parte de la cuenca del rio Pastaza, es la tercera cuenca de drenaje mas importante del
Ecuador, cubriendo un &rea total de 32182 km2. Tiene un gradiente altitudinal de mas de 5000
metros en la vertiente oriental de los Andes y posee una descarga de 2051 m3 por segundo. Dentro
de la cuenca alta que forma el Pastaza se encuentra el rio Chibunga que nace desde los deshielos
del nevado Chimborazo para luego unir sus aguas con el rio Cajabamba formando asi el rio
Chibunga que atraviesa de noroeste a sureste por diferentes comunidades (Calpi, Gatazo, Licén,
Riobamba, Yaruquies, San Luis), la cual, con el paso del tiempo y las actividades humanas, el rio
Chibunga se ha deteriorado y ha sido afectado en su caudal, calidad de agua, riveras y paisaje,
debido a que se le considera no como rio sino como canal de riego y el lugar para la disposicion
final de desechos sélidos y liquidos (Mendoza, 2018, p.2-3).

2.2.14. 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 biol6gico. 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

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

2.2.14.1. Agentes pat6genos

Son aquellos microorganismos como bacterias, virus y parasitos que, al estar presentes en el agua,
favorecen la transmision de enfermedades como gastroenteritis, hepatitis A, coélera, fiebre
tifoidea, disenteria y poliomielitis. Estos agentes patdgenos derivan de desechos organicos o
llegan 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.).

2.2.14.2. Agentes 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 aerdbicas mediante procesos
bioldgicos que requieren el consumo de oxigeno. Cuando hay una gran cantidad de restos

orgénicos aumenta la proliferacion de colonias bacterianas ocasionando el agotamiento de la

20



demanda de oxigeno del medio, por esta razon, al no haber oxigeno, serd imposible la

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

2.2.14.3. Sustancias quimicas organicas

Lo conforman las moléculas organicas sintetizadas por el hombre (petr6leo, 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 acuatica (Alvarez, 2021, pp. 17-18.).

2.2.14.4. Sustancias quimicas inorganicas

Este grupo de contaminantes lo conforma los acidos, las sales y los metales téxicos como el
plomo, el mercurio y el niquel. Estas sustancias al encontrarse en cantidades elevadas en el agua

de consumo, terminan ocasionando problemas en la salud de las personas y de los animales
(Alvarez, 2021: pp. 17-18).

2.2.14.5. 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).

2.2.14.6. 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 farmacos 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).
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2.2.15. Aguas residuales

Las aguas residuales se definen como aguas de composicion variada provenientes de las descargas
de usos municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos,
incluyendo fraccionamientos y en general, de cualquier otro uso, asi como la mezcla de ellas.
Aguellas aguas que nohan recibido ningln tipo de tratamiento se convierten en reservorio de
microorganismos, especialmente aquellos que son patdgenos para el ser humano (Romero at al., 2019:
pp. 5-6).

Dentro de este concepto se incluyen aguas con diversos origenes:

e Aguas residuales domésticas o aguas negras: Resultan de la orina y heces humanas,
limpieza de la casa, de la cocina e incluso del aseo personal. Posee un conjunto considerable
de microorganismos y de materia organica, asi como restos de grasas, detergentes, lejia y
jabones.

e Aguas blancas: Puede ser de origen atmosférico (hielo, nieve y lluvia) o del riego y limpieza
de lugares publicos, calles y parques. En aquellas zonas en que las precipitaciones
atmosféricas son muy abundantes, dichas precipitaciones suelen excretarse por separado
para mantener el sistema de depuracion.

e Aguas residuales industriales: Se originan de los procesos ejecutados en empresas
industriales y fabricas los mismos que contienen acidos, grasas, antibiéticos, detergentes y
otros productos, dependiendo de las diversas actividades industriales.

e Aguas residuales agricolas: Suelen aparecer por producto de las distintas actividades

agricolas en las zonas rurales (Oakley y Salguero, 2020: pp. 90-95).

2.2.15.1. Efectos contaminantes de aguas residuales

En las Gltimas décadas el mundo ha venido mostrando preocupacion y esta tratando de resolver
los problemas relacionados con la disposicion de los efluentes liquidos provenientes del uso
doméstico, comercial e industrial de las aguas de abastecimiento. Las fuentes de agua (rios,
acuiferos, lagos, mar), han sido incapaces por si mismas para absorber y neutralizar esta carga
contaminante, y por ello estas masas de agua han perdido sus condiciones naturales de apariencia
fisica y su capacidad para sustentar una vida acuatica adecuada, que responda al equilibrio
ecoldgico que de ellas se espera para preservar los cuerpos de agua. Como resultado, pierden
aquellas condiciones minimas que les son exigidas para su racional y adecuado aprovechamiento

como fuentes de abastecimiento de agua, como vias de transporte o fuentes de energia. Esta
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contaminacion se manifiesta con mayor intensidad en los paises industrializados y con una

explotacién intensiva de la agricultura (Arciniega y Salazar, 2021: p. 28).

2.2.15.2. Tratamiento de aguas residuales

El tratamiento de aguas servidas tiene como objetivo eliminar las sustancias nocivas
contaminantes y posteriormente devolver este tipo de aguas al ciclo normal, ya sea por el desagiie
al mar o por reutilizacion directa. Entre las sustancias que se pueden llegar a eliminar estan aceites,
harinas, sélidos sedimentables y compuestos como amoniaco y fosfatos. Existen varios
tratamientos para tratar las aguas servidas, los cuales ayudan a mejorar el estado y calidad de esas
aguas como lo son los tratamientos fisicos que implican una separacion fisica de sélidos de
distintos tamafios; los tratamientos quimicos que constituyen una serie de procesos quimicos que
ayudan a la eliminacion o reduccion de sustancias nocivas como nitratos o fosfatos; y tratamientos
bioldgicos que eliminan contaminantes coloidales a través de microorganismos por procesos

aerdbicos 0 anaerébicos (Arciniega y Salazar, 2021: p. 28).

2.2.15.3. Métodos convencionales de tratamiento de aguas residuales

El tratamiento de las aguas residuales es una practica que, si bien se lleva realizando desde la
antiguedad,en la actualidad resulta algo fundamental para mantener una buena calidad de vida.
Actualmente, los métodos convencionales son los mas empleados por las industrias, a

continuacion, se presentan algunos de ellos:

Categoria Subcategoria

Tratamiento de agua residuales con materia Desbaste

desuspension

Sedimentacié
n Filtracion

Flotacion

Coagulacion-floculacién

23



Tratamientos de aguas residuales Precipitacion
para laeliminacién de materia | Intercambio

disuelta ionico

Adsorcién

Tratamientos biologicos Sistemas
anaerobios
Sistemas aerobios
Sistemas

anoxicos

llustracion 2-6: Métodos convencionales de aguas residuales
Fuente: (Ramis, 2019, pp. 14-20).

2.2.16. Tipo de muestreo de aguas corrientes

Segun la norma técnica ecuatoriana NTE INEN 2176:2013 establece guias sobre las técnicas de
muestreo usadas para obtener los datos necesarios en los anélisis de control de calidad, de las

aguas naturales, aguas contaminadas y aguas residuales para su caracterizacion (Astudillo Godoy
2019, p. 4).

2.2.16.1. Muestras puntuales

Es una muestra individual tomada de forma manual o automatica para aguas superficiales, a una
profundidad especifica, y para aguas subterraneas; cada muestra generalmente solo describe la
calidad del agua en el momento y el lugar de la recoleccion. EI muestreo automatico corresponde

a una serie de muestras tomadas en tiempos preestablecidos o intervalos basados en flujo (Astudillo
Godoy 2019, p. 1).

Se recomienda el muestreo in situ cuando se dan las siguientes condiciones:

e El caudal de agua del que se toma la muestra no es uniforme.

e Si el valor del parametro de interés no es constante, o Si se usa una muestra compuesta que

difiere de una sola muestra debido a las reacciones entre muestras (Sixiao et al., 2016: pp.37-40).

e El muestreo oportuno es suficiente para investigar la posible contaminacion y determinar el
alcance de la contaminacién en una encuesta, o en el caso de la recoleccion automatica de

una sola muestra, para determinar cudndo ocurri6 la contaminacion. EI muestreo in situ
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también se puede utilizar para establecer un programa de muestreo mas amplio y es esencial
si el proposito del programa de muestreo es evaluar si la calidad del agua se encuentra dentro

o fuera de los valores promedio de calidad (Sixiao et al., 2016: pp.37-40).

Se recomienda tomar muestras especiales para determinar pardmetros inestables como:

concentraciones de gases disueltos, cloro residual y sulfitos solubles (Astudillo Godoy 2019, p. 4).

2.2.16.2. Muestras compuestas

Las muestras se toman en lotes y se combinan para obtener una muestra total. Las muestras
compuestas proporcionan datos de composicion promedio, por lo que antes de mezclar las
muestras es necesario asegurarse de que estos sean los datos deseados o que el pardmetro de
interés no haya cambiado significativamente durante el periodo de muestreo. Se recomienda el

muestreo combinado cuando se cumplen los limites basados en la calidad promedio del agua
(Sixiao et al., 2018: pp.37-40).

2.2.17. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares, con un tamafio medido en micrometros (entre
0.5 a 5). Presentan una variedad de formas que incluyen hélices, esferas y barras. También las
bacterias son procariotas, lo que quiere decir que no poseen un nicleo ni presentan organulos
internos. Algunas de ellas poseen sistemas de desplazamiento que les permiten movilidad y
diseminacion. Por lo general, también cuentan con una pared celular, en la cual el peptidoglicano

se considera como componente caracteristico y propio de éstas (Castillo, 2019, pp. 2-3).

2.2.17.1. Bacterias mas recurrentes en el agua

La presencia de microorganismos potencialmente patégenos para el ser humano en el agua de
€onsumo es un riesgo que se incrementa en las areas marginales de mayor densidad poblacional

0 en zonas sin disponibilidad de agua potable (Castillo, 2019, pp. 2-3).

Las bacterias que estan presentes en el agua, generalmente han sido bacterias de la flora sapréfita
intestinal, entre las que se encuentran Bacteroides fragilis, bacterias mesdfilas, coliformes totales,
y fecales (termo tolerantes), Escherichia coli y estreptococos fecales. Algunas de estas son de
origen animal (generalmente de explotaciones pecuarias), que representan un alto potencial

zoondtico, siendo abundantes estreptococos fecales y parasitos como Giardia intestinalis y
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Cryptosporidium spp, que tienen una mayor resistencia a los procesos de tratamiento y

desinfeccion del agua para consumo humano (Saldivar, 2020, pp. 9- 11).

2.2.18. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana, traducida por la aparicion de cepas refractarias al efecto bacteriostatico
y bactericida de los antibi6ticos, constituye un problema mundial de salud pablica, ya que afecta
de manera dramaética el tratamiento ambulatorio y hospitalario de las infecciones producidas por
es0s microorganismos. Este fendmeno, que se incrementa de manera incesante, limita de forma
progresiva las posibilidades de emplear antibidticos que en tiempos anteriores fueron activos,
determinando un incremento en la tasa de morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas
tanto en los paises subdesarrollados como en los mas avanzados (Durich, 2018, pp. 7-9).

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un aspecto particular de su evolucién natural,
seleccionada bajo la presion de los productos antibacterianos, tanto si se trata de antibidticos
como de antisépticos o desinfectantes. Este fendmeno mundial incluye todos los gérmenes

patdgenos para el ser humano y las diversas clases de antibi6ticos (Durich, 2018, pp. 7-9).

A continuacién, se detalla los tipos de resistencia bacteriana:

2.2.18.1. Resistencia bacteriana natural o intrinseca

Es un proceso natural que se presenta entre las cepas bacterianas de una misma especie. 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 antibiéticos 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 y Robles, 2020: pp. 3-4).

2.2.18.2. Resistencia bacteriana adquirida

En cambio, la resistencia bacteriana adquirida es un proceso que se da a una especifica cepa
bacteriana, que por naturaleza es sensible a un antibiético, ha generado una resistencia por medio
de la modificacion 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
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uso indiscriminado de los antibiéticos. Los mecanismos involucrados en el intercambio de

material genético son la conjugacion, transformacion y transduccidn (Pérez y Robles, 2020: pp. 3-4).

2.2.19. Evaluacion de la actividad antimicrobiana frente a organismos patégenos

Una de las particularidades que hacen la sintesis verde de NPs un método interesante, es la

actividad antimicrobiana frente a microorganismos patdgenos (Pérez y Robles, 2020: pp. 3-4).

2.2.19.1. Actividad antimicrobiana

Se definen como aquellas sustancias capaces de inhibir la supervivencia de microorganismos y

son clasificadas segun su origen en naturales y sintéticas. Las sustancias antimicrobianas poseen

distintos mecanismos de accién, entre los que destacan los siguientes:

Inhibicion de la sintesis de la pared celular del microorganismo: La pared celular protege
la integridad anatomofisiologica de la bacteria y soporta su gran presion osmética interna
(mayor en las bacterias Gram positivas). La ausencia de esta estructura condicionaria la
destruccion del microorganismo, inducida por el elevado gradiente de osmolaridad que suele
existir entre el medio y el citoplasma bacteriano. La sintesis de la pared celular se desarrolla
en 3 etapas, sobre cada una de las cuales pueden actuar diferentes compuestos: la etapa
citoplasma, donde se sintetizan los precursores del peptidoglicano; el transporte a través de
la membrana citoplasmatica, y la organizacion final de la estructura del peptidoglicano, que
se desarrolla en la parte mas externa de la pared (Espinosa y Garcia, 2017: pp. 150-165).
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 (0Ms, 2021).

Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: En la sintesis de bases que forman parte de los
acidos nucleicos, el acido félico representa la vitamina fundamental. A partir de este, y a
través de una serie de pasos enzimaticos, se producen los &cidos desoxirribonucleicos (ADN)
y ribonucleico (ARN). Los antimicrobianos que siguen este mecanismo de accion pueden
interferir en los pasos metabdlicos que conllevan a la produccion del acido félico, inhibir la
accion de enzimas y competir en la sintesis del ADN (Espinosa y Garcia, 2017: pp. 150-
165).resistente a la accion de la ampicilina y esta asociado a infecciones como otitis, sinusitis,

meningitis y neumonias (OMS, 2021).
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2.2.20. Bloqueo de los mecanismos de resistencia de los microorganismos

Los antimicrobianos que siguen este mecanismo carecen (habitualmente) de accién
antimicrobiana intrinseca de verdadera importancia clinica, pero se unen irreversiblemente a

algunas B-lactamasas, inhibiendo su accion de resistencia (Santorum, 2019: pp. 25-26).
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lustracion 2-7: Blogue de mecanismos de resistencia de los microorganismos
Fuente: (Ramis, 2019, pp. 14-20).

2.2.21. Interferencia de la sintesis proteica

La sintesis de proteinas requiere un mecanismo de interaccion adecuado entre los ribosomas, el
acido ribonucleico mensajero (ARNm), el transportador (ARNt) y los aminodcidos. Los
antibidticos que utilizan este mecanismo blogquean la unién de ciertas partes del ribosoma e

inhiben la sintesis de péptidos (Romero at al., 2019: pp.5-6).

La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas se debe a los compuestos fendlicos presentes en

Sus extractos.

No se han determinado el modo de accién de estos compuestos fendlicos, ya que pueden alterar
enzimas esenciales, interactuar con las membranas celulares o altear la funcién del material
genético y se ha observado que afectan a los lipidos, las proteinas, la concentracion de sales, el
pH y la temperatura afecta la actividad antimicrobiana de estos compuestos (Romero at al., 2019:
pp.5-6).

28



2.2.22. Microorganismos y su clasificacion

Los microorganismos generalmente se definen como organismos o sistemas biolégicos que solo
pueden observarse bajo un microscopio, mientras que los microorganismos patdgenos son
microorganismos capaces de causar enfermedades en los individuos. Etimoldgicamente correcto,
pero no incluye organismos infecciosos que no causan sintomas clinicos evidentes. Casadevall y
Pirofski propusieron definir los microorganismos patdgenos como microorganismos capaces de
causar dafio al huésped. Esta capacidad es la patogenicidad (Colcha, 2021, p. 23). Una caracteristica
taxondémica importante de las bacterias es su respuesta a la tincion de Gram, una tincién
diferencial utilizada para la visualizacién en microbiologia tanto para referirse a la morfologia de
la célula bacteriana como para realizar la diferenciacion inicial (Colcha, 2021, p. 23). El
procedimiento de tincion de Gram comienza con el uso de un colorante base de violeta de
genciana. A continuacion, se aplica una solucién de yodo; en este punto del procedimiento, todas
las bacterias se tifien de azul. A continuacion, las células se trataron con alcohol. Las células Gram
positivas, que retienen el complejo violeta de genciana-yodo, se vuelven azules, mientras que las
células Gram negativas se despigmentan por completo con la adicién de alcohol. En el paso final,
se aplica otro colorante, como safranina, para dar a las células Gram negativas alteradas un color
de contraste. La respuesta diferencial a la tincién de Gram se basa en la estructura de la pared
celular. La principal diferencia entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas es la
composicién y estructura de la pared celular. En ambas, la pared celular consta de la membrana
citoplasmética o0 membrana celular que rodea al espacio interno de la célula. Luego hay una capa
de peptidoglicano, y entra la membrana y el peptidoglucano un pequefio espacio Ilamado espacio
periplasméatico o periplasma. Las bacterias Gram positivas tienen una capa gruesa de
peptidoglicano, mientras que las bacterias Gram negativas tienen una capa de peptidoglicano
mucho més delgada y estan rodeadas por otra membrana, la membrana externa. En otras palabras,
las bacterias Gram positivas no tienen membrana externa y tienen una capa de peptidoglicano

mucho mas gruesa que las bacterias Gram negativas (Medina et al., 2015: p. 3-9).

Existen varios métodos para la evaluacion de la actividad antibacteriana, pero es bien sabido que
la técnica de difusion ha sido ampliamente utilizada para evaluar la actividad antibacteriana de
extractos de plantas, y tiene muchas ventajas sobre otros métodos, incluyendo su simplicidad,
bajo costo y la capacidad de probar una variedad de microorganismos. y agentes antimicrobianos,
asi como la capacidad de interpretar los resultados presentados, utilizara el método de difusion en

agar para evaluar la actividad antibacteriana de las FeNPs frente a microorganismos patégenos
(Medina et al., 2019: p. 1). 3-9).
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llustracion 2-8: Composicion de la pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas.
Fuente: (Medina et al, 2019: pp. 83-85).

2.2.23. Método de difusién en agar

Esta técnica se basa en el método descrito originalmente por Bauer (método de Kirby-Bauer).
Este método de difusion en agar o placa ha sido estandarizado y actualmente esta aprobado por el
Subcomité Nacional de Pruebas de Susceptibilidad de Estandares de Laboratorio Clinico
(NCCLS, 1997), de EE. UU (Reyes,2020, pp. 19- 21).

2.2.24. Resistencia bacteriana Principio de la prueba de difusién en agar

El principio de la prueba de difusion en agar se basa en la base cuantitativa del efecto de una
sustancia en estudio (en este caso seria las FeNPs) sobre diferentes microorganismos, a través de
la relacion entre la concentracion de la sustancia y la cepa bacteriana (Rodriguez et al., 2018: pp.9-15).
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).

2.2.25. Factores que influyen en la prueba de difusién en agar

Las siguientes variables se encuentran entre las mas importantes a considerar para evitar posibles

cambios:

e Profundidad del agar: Los resultados se ven afectados dependiendo de la profundidad de la

capa de agar. Se debe tener cuidado de normalizar el volumen de agar fundido medido antes
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de verterlo en una caja Petri, ya que existe una relacion inversa entre el didmetro del halo
formado y el espesor de la placa de agar solido. Esto significa que, si se agrega una gran
cantidad de agar a la placa, se pueden producir halos de didmetros mas pequefios o viceversa
cuando las demas condiciones se mantienen constantes (Reyes, 2018, pp.19-21).
Concentracion del inoculo: Suele ser la variable mas importante, ya que tiene la capacidad
de cambiar la respuesta (halo inhibitorio) que es la concentracion en la suspension del
microorganismo seleccionado (el indculo). La amplitud del didmetro del halo resultante es
proporcional a la concentracion del inoculo, manteniéndose constantes las demés
concentraciones. La suspension utilizada debe proporcionar una concentracion conocida el
microorganismo entre 105 y 106 unidades formadoras de colonias/ ml (UFC/ml) y por debajo
de estas concentraciones las relaciones del instrumento se obtienen a valor razonable (Medina
et al., 2018: pp.3-9).

Temperatura de incubacioén: Latemperatura de incubacion de las placas debe ser la adecuada
al microorganismo inoculado, de esta forma se incuba el microorganismo a su temperatura
Optima de crecimiento para que el mismo antibidtico ejerza su efecto inhibidor del
crecimiento y no en cualquier otro caso, ya que en este caso la temperatura para bacterias
debe ser de 37 °C como recomienda el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Por otro lado, es importante mantener tenga en cuenta que el apilamiento de placas conduce
a un gradiente de temperatura, de modo que puede ocurrir un crecimiento mas rapido en las
placas exteriores que en las otras placas, donde la placa esta en el centro de la pila, lo que en
Gltima instancia conducira a respuestas incomparablemente diferentes (Medina et al., 2018:
pp.3-9).

Naturaleza del borde del halo de inhibicién: Dado que todas las conclusiones extraidas de
la prueba de difusion en agar para la actividad antibacteriana dependen en gran medida del
halo inhibitorio medido, deben determinarse de tal manera que los valores de la prueba estén
lo més cerca posible de su méaximo. Sin embargo, los halos observados son limitados,
dispersos, inciertos, dobles, dificiles de medir; esto se debe a que los microorganismos
sembrados en agar encuentran un gradiente de concentracién del agente antimicrobiano, que
normalmente migra lejos de la fuente (disco), formando asi una zona de inhibicién. La
sensacion degenerativa en el borde de la areola es un area difusa y dificil de medir, ademas
el didmetro de la areola es una caracteristica medida en funcion del tiempo, ya que no es
constante y se desarrollard después de un cierto periodo de incubacién. Los cambios como el
crecimiento excesivo pueden distorsionar y dificultar la lectura. En algunos casos se produce
el fenémeno del doble halo en el que el halo interior es un halo completamente suprimido
visto con un halo transparente y bien definido caracteristico del medio. El halo exterior es

menos transparente y tiene bordes borrosos, lo que dificulta su lectura. Por razones practicas,
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no es apropiado medir el tipo de halo para determinar la potencia relativa ya que la escala no
cambia y la decision se basa en la legibilidad. A discrecién del operador el halo debe ser
apropiado para la condicién y la muestra que se esta analizando (Medina et al., 2018: pp.3-9).
Composicién quimica del medio de agar: Es necesario verificar el contenido de algunas
sustancias, especialmente los electrolitos que pueden afectar la difusion del agente
antimicrobiano cuando se somete a cierto tipo de interaccion de carga impidiendo finalmente
el efecto inhibitorio del agente antibacteriano para el microorganismo porgue no se propaga.
Los medios de cultivo méas comunes son Mueller Hinton Agar y Tryptic Soya Agar, debido a
que su composicion facilita el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y dispersa mejor
las muestras (Medina et al., 2018: pp.3-9). iccausante 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).

Tiempo de incubacion: Dado que la formacion del halo de inhibicién depende del tiempo de
incubacion, se debe utilizar un tiempo de lectura constante para evitar errores en la
determinacion del didmetro del halo formado, debido a problemas como la difusion posterior
a la lectura, el tiempo de incubacion varia de 24 a 48 horas dependiendo del microorganismo
(Medina et al., 2018: pp.3-9).

Concentracion critica (CC): Se define como la concentracion de un agente antimicrobiano
por debajo de la cual no se puede inhibir el crecimiento microbiano. Esto se logra
determinando la respuesta medible (&rea inhibitoria) provocada por diferentes
concentraciones del agente antimicrobiano evaluadas en medio s6lido inoculado con
microorganismos transgénicos mediante el método de difusion en agar (Medina et al., 2018: pp.3-
9).

Volumen de la concentracion del antimicrobiano: Se define como la concentracion de
sustancias antibacterianas que no inhiben el crecimiento microbiano. Esto se logra
determinando la respuesta medible (halo inhibitorio) provocada por diferentes
concentraciones de agente antimicrobiano evaluadas en medio so6lido inoculado con

microorganismos transgénicos por el método de difusion en agar (Medina et al., 2018: pp.3-9).

2.2.26. Métodos de caracterizacion de nanoparticulas de hierro

Existen varias técnicas fisicoquimicas para realizar la caracterizacion y estudio de las propiedades

de las nanoparticulas de 6xido de cobre entre las cuales tenemos:

Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

Microscopia de barrido electronico
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2.2.26.1. Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

Este método se utiliza para medir la absorbancia de la muestra al principio y al final del paso de
la luz. Determina la cantidad de luz absorbida por la muestra (absorbancia), la cantidad de luz
transmitida por la solucién de muestra (transmitancia) y la concentracién de la muestra segun la
ley de Beer-Lambert (Santorum, 2019: pp.25-26).

La absorcion de radiacion Optica provoca la excitacion de electrones desde el orbital de menor

energia (LUMO) de la molécula o atomo hasta el orbital de mayor energia (Espinosa et al., 2019:
pp.150-165).

Un espectrofotometro consta principalmente de: fuente de radiacion, selector de longitud de onda,

contenedor de muestra, detector de radiacion y procesador de sefial (Espinosa et al., 2019: pp.150-165).

2.2.26.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Es una técnica que permite estudiar las propiedades de una muestra, ya sea su morfologia,
estructura o quimica, también se la conoce como técnica de alta resoluciéon y gran volumen. Su
método involucra un haz de electrones de alta energia enfocado a través de un sistema de lentes
e incidente en una muestra para producir electrones en respuesta al impacto de electrones. Estos
electrones son detectados por un dispositivo que registra la cantidad de electrones y los convierte

en una sefal digital para crear una imagen. (Colcha, 2021, p. 23).

Esta técnica utiliza un microscopio electrénico de primer plano que proporciona una imagen
topografica ampliada a la muestra. EI aumento del nimero de imagenes se debe a la relacion entre
el tamafio final de la imagen y el area de muestra (Espinosa et al., 2019: pp.150-165). El funcionamiento
del microscopio implica que un haz de electrones incida sobre la muestra. Para que una muestra
sea analizada, debe ser conductora; cuando una muestra carece de esta propiedad, se suele recubrir
con una fina capa de oro o carbono, que le confiere sus propiedades conductoras. La técnica de

preparacion de la muestra se denomina aputtering (Colcha, 2021, p. 23).
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CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Descripcion de los procesos

Para la obtencion de nanoparticulas de hierro se utilizo el método de sintesis verde que se basa
principalmente en el uso de extractos vegetales como agente reductor y agente estabilizador, lo
que orienta a la disminucion quimica de las sales metalicas, dando lugar asi a las nanoparticulas
de hierro. Con ello, se llevo a efecto una revision bibliografica del poder reductor de Piper
aduncum (matico). La caracterizacion y la sintesis de nanoparticulas se elaboré en 2 partes: en
primer lugar, la preparacion del extracto acuoso de Piper aduncum (matico). En segundo lugar,
se obtuvieron las nanoparticulas y se llevo a cabo su posterior caracterizacion mediante técnicas
de espectroscopia ultravioleta-visible (Uv-vis) y microscopia electrénica de barrido (SEM).
Finalmente, se quiere probar si las nanoparticulas de hierro tienen un efecto bactericida sobre las
bacterias patdégenas que se encuentran en las muestras de agua del Rio Chibunga, que actualmente
son mas resistentes a los antibidticos. Para ello se preparan medios, principalmente agar selectivo

para bacterias, en este caso agar nutritivo (Medina et al., 2015: pp. 3-9).

3.2. Materiales, reactivos y equipos

Tabla 3-1: Materiales, reactivos y equipos

MATERIALES REACTIVOS
Erlenmeyer Etanol

Vidrio reloj Agar nutritivo

Probeta Agua destilada

Papel filtro Cloruro férrico (FeCLs)

Fundas con cierre hermético

Extracto de piper aduncum (matico)

Vasos de precipitacion de 250 ml

EQUIPOS

Varilla de agitacion

Balanza analitica

Espatula

Sonicador

Gradilla para tubos

Rotavapor

Botellas color ambar

Agitador magnético

Tubos falcon

Centrifuga
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Aza Espectrofotometro Uv- Vis

Cajas Petri Estufa

Baldn de aforo de 100 ml Microscopio Electrénico de Barrido (SEM)
Embudo Espectrofotometro infrarrojo

Piseta Cémara de flujo

Pipetas graduadas Autoclave

Embudo Microscopio

Pera Reverbero

Porta y cubre objetos

Termometro

Realizado por: Cazco P., 2023

3.3.  Alcance de la investigacién

El presente trabajo experimental se enfoca en comprobar si las nanoparticulas de hierro
sintetizadas a partir del extracto de Piper aduncum (matico) y la sal de cloruro férrico (FeCls)
presentan un efecto bactericida frente a las bacterias patdgenas que se encuentran en las muestras

de agua del Rio Chibunga.

3.4. Disefio de la investigacion

3.4.1. Por el método de la investigacion

El trabajo de investigacion se disefié mediante una modalidad de investigacion cuantitativa debido
a que las variables a evaluar pueden ser medibles, puesto que mediante una balanza analitica se
puede controlar la cantidad de FeNPs, la longitud de onda que presenta a diferentes
concentraciones en el espectrofotdmetro de Uv- Vis, ademéas de la actividad como agente
bactericida.

3.4.2. Segun el objeto

La investigacion es de tipo aplicada porque se puso en practica los conocimientos adquiridos en

la formacion académica, con un fin aplicativo, desarrollando una sintesis para obtener

nanoparticulas de hierro como antimicrobiano en muestras de agua del Rio Chibunga
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3.4.3.  Segun el nivel de profundizacion en el objeto de estudio

El presente trabajo de investigacion es de tipo explicativo, ya que se uso la técnica de sintesis
verde para probar el efecto bactericida de las nanoparticulas de hierro principalmente en muestras

de agua provenientes del Rio Chibunga.

3.4.4. Segun la manipulacion de variables

Esta investigacion es de tipo experimental, puesto que se manipularon las variables en situaciones
controladas para garantizar que las nanoparticulas de hierro funcionen como agentes bactericidas

en muestras de agua del Rio Chibunga.

3.4.5. Por la condicion de estudio

El trabajo de investigacion se efectud dentro del laboratorio, mediante el empleo de técnicas de
estudio capaces de controlar las variables en este caso el de la concentracion para la sintesis de
nanoparticulas y para evaluar su efectividad como agente bactericida se us6 pruebas in vitro con

muestras de agua del Rio Chibunga.

3.5. Poblacién de estudio

En este trabajo, se consider6 a las colonias bacterianas presentes en las muestras de agua

provenientes del Rio Chibunga.

3.5.1. Seleccién de la muestra

3.5.1.1. Muestreo

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 analisis (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 y Parque ecoldgico (Figura
3-1).
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lHustracion 3-1: Puntos de toma de muestras de agua del rio Chibunga.

Realizado por: Cazco, Pamela, 2023.

3.6. Lugar de investigacién

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en el laboratorio de Investigacion perteneciente
a la Facultad de Ciencias dela ESPOCH, con direccién Panamericana Sur km 1 1/2 del Canton
Riobamba, provincia de Chimborazo.

3.7. Disefo experimental

Para determinar el efecto que presenta la variable independiente (tiempo de exposicion de las
muestras de agua con nanoparticulas de 6xido de cobre a la luz solar) sobre el nimero de colonias
bacterianas formadas en los tiempos establecidos (variable dependiente), se empled el método
estadistico de Correlacion de Pearson.

3.7.1. Segun la manipulacion de las variables

Este trabajo de investigacion es de tipo experimental, puesto a que, para la sintesis de las
nanoparticulas de hierro se empled el método de sintesis verde mas efectivo que permitan tener
las caracteristicas de nanoparticulas deseadas, mientras que, para determinar la accion bactericida
de las nanoparticulas de hierro, se realizaron pruebas microbioldgicas de inhibicion bacteriana en

distintos periodos de tiempo y frente a la exposicion a la luz solar.
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3.8. Disefo experimental

Para determinar el efecto que presenta la variable independiente (tiempo de exposicion de las
muestras de agua con nanoparticulas de éxido 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 Correlacion de Pearson.

El coeficiente de Correlaciéon de Pearson nos permite conocer el grado de relacion que existe
entre las dos variables aleatorias cuantitativas que son la variable dependiente e independiente.
De esta forma, a partir del programa Excel se crearon tres tablas con los resultados obtenidos en
la parte experimental de las siembras microbiol6gicas en Agar Nutritivo de los tres puntos de
muestreo: Empresa Cemento Chimborazo tabla 2-3; Parque ecolégico tabla 3-3; Puente del canton
Chambo tabla 4-3. Cada siembra se realizd por duplicado de los tres puntos de muestreo y en las
dos fechas diferentes, posteriormente se calculé el coeficiente de correlacién de Pearson.

Tabla 3-2: Recuento de colonias bacterianas sector Parque Ecoldgico (Punto 1)

PUNTO 1

PARQUE ECOLOGICO
Tiempo de exposicidn a las nanoparticulas | Medio de cultivo
de hiero
Horas Agar nutritivo
0 21
1h 21
1h 21
3h 8
3h 8
5h 5
5h 0
6h 0
6h 0

Realizado por: Cazco P., 2023
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Tabla 3-3: Recuento de colonias bacterianas sector Cemento Chimborazo (Punto 2)
PUNTO 2
CEMENTO CHIMBORAZO

Tiempo de exposicion a las nanoparticulas | Medio de cultivo
de hiero

Horas Agar nutritivo
0 14

1h 14

1h 14

3h 5

3h 5

5h 3

5h 0

6h 0

6h 0

Realizado por: Cazco P., 2023

3.8.1. Calculo del coeficiente de Correlaciéon de Pearson en Microsoft Excel

X2,7y
L

Donde: X: Es la primera variable; Y: Es la segunda variable; Zx: Es la desviacion estandar de la

primera variable; Zy: Es la desviacién estandar de la segunda variable; N: Es el nimero de datos.

: ] Pl 1 :
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llustracion 3-2: Calculo coeficiente de correlacion de Pearson Excel
Fuente: Cazco P., 2023
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3.8.2. Consideraciones de la Correlacidn de Pearson segun el valor que toma r

r="1 correlacion perfecta.
08<r<1 correlacion muy alta
06<r<0'8 correlacion alta
04<r<0’6 correlacion moderada
02<r<04 correlacion baja
0<r<072 correlacion muy baja
r=20 correlacion nula

llustracién 3-3: Coeficiente de correlacion de Pearson
Fuente: Cazco P., 2023

3.8.3. Hipotesis
Ho: Las nanoparticulas de hierro 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 hierro presentan una potencial actividad bactericida frente a colonias
bacterianas resistentes a los antibidticos procedentes de las muestras de agua del Rio Chibunga.

3.9. Meétodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.9.1. Sintesis de nanoparticulas

Para lograr obtener las nanoparticulas de hierro se realizé sintesis verde, esta técnica de sintesis
consiste en emplear el extracto de la planta como agente reductor y ClFe; como sal precursora

produciendo asi las nanoparticulas de hierro.

La sintesis de nanoparticulas de hierro se divide en dos etapas:
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3.9.1.1. Obtencion del extracto acuoso de Piper aduncum (Matico).

Seleccion y lavado de
las hojas de matico:

Se recolectaron las
mejores  hojas  de
matico posterior a ello
se coloco en fundas con
cierre hermetico. Para
elimar impuresas e
insectos, se lavo con

Secado:

Se dejo las hojas de
matico dentro de la
estufa a 50° C por 24
horas hasta lograr que
se sequen por completo.

Molienda:

Cuando se haya
conseguido que las
hojas esten
completamente secas se
procede a moler hasta
conseguir un  polvo
fino.

agua destilaoa.

Extraccion de

v

componentes

Solucion
hidroalcoholica:

Se prepar6 200 ml de
una solucion
hidroalcoholica en
proporciones 1:1.

reductores:

A una bpotella ambar
se coloco la solucion
hidroalcohdlica mas 20
gr de las hojas
pulverizadas posterior a
ello se introdujo la
boteella con la mezcla
en el sonicador por 30
min, transcurrido el

El extracto
hidroalcohdlico se lleva
al rotavapor hasta
recuperar el etanol de
esta muestra se obtuvd
el extracto acuoaso.

tiempo se Tiltro  al

v

vaclo.

Al extracto acuoso se le
realizo un filtrado
simple con la ayuda de
un embudo.

Almacenar al extracto
en refrigeracion a 4° C
hasta su posterior uso.

lustracion 3-4: Proceso para la obtencion del extracto acuoso de Piper aduncum (Matico)

Realizado por: Cazco P., 2023
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3.9.1.2. Preparacion de la solucion de la sal precursora

»

a

llustracion 3-5: Proceso para la preparacion de la solucion de la sal precursora
Realizado por: Cazco P., 2023

3.10. Caracterizacién de nanoparticulas de 6xido de cobre

3.10.1. Técnicas de recoleccion de datos

Los datos de la caracterizacion de las nanoparticulas hierro fueron recolectados mediante las
técnicas de Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis) y Microscopia de barrido electrénico
(SEM).

3.10.1.1. 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 electrén 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
excitacién. Estos electrones que entran a un estado de excitacion, son todos aquellos que muestran
un enlace entre moléculas, por lo tanto, los picos de absorcién 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 electrén 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 Setomd 0,002 gr de Fe NPs (muestra) y se diluyo en 20 ml de agua destilada, luego se llevo
al sonicador durante 30 minutos para que sus agregados se dispersen.
e Medicion de la longitud de onda: Se colocé la muestra diluida en la celda de cuarzo y se llevo

al espectrofotdmetro ultravioleta- vis para efectuar la medicion...

3.10.1.2. Microscopia electronica 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, dimension 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 carbon depositarlas en el porta muestras del microscopio

electronico de barrido y finalmente observar los resultados en la pantalla.
3.10.2. Evaluacion de la actividad bactericida de las nanoparticulas de hierro
Para evaluar la actividad bactericida de las nanoparticulas de 6xido de cobre, se emple6 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.
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3.10.2.1. Preparacién del medio de cultivo (Agar nutritivo)

e Se pesd una cantidad adecuada de agar nutritivo y se coloc6 en un matraz, luego se procedio
a rehidratar con agua destilada.

e Se llevo 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 queden
estériles.

e Transcurrido el tiempo establecido se retird 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.

e Finalmente se esperd a que se solidifique el medio en las placas parcialmente destapadas para

luego realizar las siembras posteriores.

3.10.2.2. Preparacién de diluciones de las muestras de agua

Para este analisis, se inicio realizando una dilucién hasta 1x10 de las muestras iniciales de agua
tomadas en dos puntos del Rio Chibunga (inoculo) con la finalidad de que al momento de realizar
las siembras microbiolégicas 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.

3.10.2.3. Simbra en placas

Se empled dos técnicas de siembra en placa. La primera técnica de siembra por extension en placa,
se utilizd 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 extensién en placa.

3.10.2.4. Siembra por extension en placa.

e Prueba control: Se tomé 0.100 ml del inéculo y se realizd una siembra por extension en placa
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 dej6 incubar a 37°C por
48 horas.

o De esta manera se tiene 2 siembras que corresponden a cada muestra tomada en un punto del
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rio Chibunga: Sector de la empresa Cemento Chimborazo y Parque ecolégico.

3.10.2.5. Siembra por estrias

¢ Una vez obtenidas las colonias bacterianas de la primera siembra realizada, se contabilizé las
colonias bacterianas formadas y se identifico 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
repartié por toda la superficie del medio de cultivo.

¢ Finalmente, se procedio a incubar por 48 horas a 37 °C.

3.10.2.6. Identificacion de bacterias mediante Tincion Gram

De las placas Petri que presentan las colonias bacterianas aisladas, se tomo una cepa con la ayuda
de un aza y se extendi6 en un porta objetos para tener un frotis bacteriano, posterior a ello se fijé
la muestra. Una vez ya fijada se colocd el primer colorante cristal violeta durante 1 minuto, pasado
este tiempo se elimind el exceso de colorante y se afiadié Lugol durante 1 minuto, después se
afiadio alcohol cetona al 95% durante 20 segundos y se lavé 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 procedid a observar en el microscopio
con el lente de 100Xy aceite de inmersion e identificar y clasificar a las bacterias segin la forma
y segun la tincion de su pared celular en dos grupos respectivamente cocos Gram Positivos y

bacilos en Gram pegativos.

3.10.2.7. Pruebas microbioldgicas de inhibicion bacteriana

1. Determinacion del nimero de colonias bacterianas de las muestras de agua con

nanoparticulas de hierro cada 1, 3, 5y 6 horas expuestas a la luz solar.

e En 4 tubos de ensayo se colocé 0,059 de FeNPs y 1 ml del inoculo y se expuso a la luz solar
por el lapso de tiempo de 1, 3, 5y 6 horas.

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 realiz6 anteriormente

teniendo un total de 5 siembras en cajas Petri.
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Incubacion: Las cajas Petri se incuban a 37°C por 48 horas para que se evidencie el
crecimiento bacteriano.
Una vez concluidas las 48 horas de incubacion se evidencia el crecimiento bacteriano.

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

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

nanoparticulas de hierro en estado puro.

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

Finalmente se determind si existe o no crecimiento bacteriano.

46



CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Obtencion del extracto acuoso de Piper aduncum (matico)

El extracto acuoso de Piper aduncum (matico) 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 matico. Para ello se tom6 100 ml de
agua destilada y se colocé en un vaso de precipitacion de 250 ml, este se llevé a un reverbero y
se calentd hasta que llegue a ebullicién, una vez alcanzada la temperatura, se afiadié 10 g de
material vegetal, se tapd con un vidrio reloj y se apag6 el reverbero. Finalmente, el extracto
obtenido (Figura 2-4) se dejo enfriar a temperatura ambiente, se filtr6 al vacio y se almaceno en

una botella &mbar para su posterior uso.

llustracion 4-1: Obtencidn del extracto acuoso

Realizado por: Cazco, Pamela, 2023.
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llustracion 4-2: Extracto acuoso de Piper aduncum (matico).

Realizado por: Cazco, Pamela, 2023.

4.1.1. Anadlisis del extracto acuoso de Piper aduncum (matico)

La Figura 1-4 muestra el proceso de extraccién en fase sélida-liquida, mediante el uso del
sonicador con el propdsito de separar los principios activos de las hojas de la planta de Piper
aduncum (matico). Una vez ya realizado el extracto de Piper aduncum (matico), se realizd una
prueba con cloruro férrico (FeCls) para corroborar la presencia de compuestos fenolicos

esenciales para la sintesis de nanoparticulas de hierro.

Segun Kuklinski (2020), este analisis es cualitativo debido a que cuando el FeCls reacciona con
el fenol produce complejos de Fe*® con colores intensos como purpura, verde y negro
dependiendo de la cantidad de fenoles en el compuesto. Como se ve en la Figura 4-2, el cambio
de color verde a negro dando positive la prueba a la presencia de fenoles en el extracto.
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llustracion 4-3: Presencia de compuestos fenolicos: cambio de color de amarillo palido a nego
(A) Extracto puro; (B) Extracto mas FeClI3.

Realizado por: Cazco, Pamela, 2023.

4.2. Sintesis de nanoparticulas de hierro

Para obtener nanoparticulas de hierro, el precursor y el agente reductor se mezclan en una
proporcién de 1:1 en un matraz limpio y estéril. Para reducir los iones Fe, se afiadié 10 ml de
extracto de matico, y se mezclé con 50 ml de solucion acuosa de FeCl3 0,001 M se debe mantener
la mezcla a temperatura ambiente durante 30 minutos, removiendo continuamente usando un
agitador magnético, mientras se observa el cambio de color de la solucion de verde a negro oscuro
como se muestra en la Figura 3-4. Investigaciones de Gonzales (2020) y Palacios (2019)
demostraron que de esta manera se confirmaba la formacion de suspensiones coloidales de

nanoparticulas de hierro.

Con el fin de evitar incidentes en el laboratorio se efectué una revision periddica de la muestra.
Después que se cumplio el tiempo estipulado (24 horas), las nanoparticulas de hierro pasaron a
estado solido y presentarén un color negro, segun varias fuentes bibliograficas el negro es color

caracteristico de las FeNPs.
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lustracion 4-4: Obtencién nanoparticulas de hierro

Realizado por: Cazco, Pamela, 2023

4.3. Resultados de la caracterizacion de nanoparticulas de hierro

Para caracterizar las nanoparticulas de hierro se emple6 técnicas de de Microscopia Electronica
de Barrido (SEM) el cual nos permite determinar su morfologia, tamafio y composicién y

Espectroscopia ultravioleta visible (Uv-vis).

4.4. Resultados de la caracterizacion de nanoparticulas de hierro

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 hierro.

La caracterizacion por espectroscopia UV-Vis nos permitio verificar que durante la sintesis se
obtuvo el compuesto deseado, en este caso particular de nanoparticulas de hierro. En este tipo de
analisis, el hierro tiene picos entre 190 y 300 nm La absorcidn de las bandas de las nanoparticulas
de hierro pueden moverse hacia la derecha o viceversa hacia la izquierda dependiendo del tamafio
y la forma que estas presenten. Segun Vera (2018), si se desplaza el pico hacia la derecha se estima

que el tamafio de las nanoparticulas aumenta.
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La muestra analizada en este estudio present6 un pico a 194 nm con una absorbancia de 3.307,
podemos ver gque se forma la curva caracteristica de las nanoparticulas de hierro de esta forma

podemos confirmar que el compuesto a sintetizar es hierro y es una muestra pura.

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 concentracién 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 hierro.

A continuacion, en la Figura 5-4 se puede distinguir claramente el pico formado al analizar la

muestra obtenida en el equipo UV-Vis.

llustracion 4-5: Espectro Uv-vis de nanoparticulas de hierro de 1 nm.

Realizado por: Cazco, Pamela, 2023.
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4.4.2. Microscopia electrénica de barrido

llustracion 4-6: Microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de hierro a 300x y

a 1000X.
Realizado por: Cazco P., 2023

El analisis por Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de las nanoparticulas de hierro
mostraron un tamario de particula entre 15nm - 24 nm analizado a 290 aumentos. En donde se
compararon dos zonas de la muestra de las cuales se comprobo la presencia de nanoparticulas de
hierro en forma agregada ya que, a simple vista aparecen cimulos de color blanco sobre la
superficie de la muestra como se muestra en la figura 6-4 observadas mediante el empleo del
microscopio electronico de barrido (SEM).

De acuerdo con Saltos (2018) las nanoparticulas estan siempre juntas como en cadenas, porque la
precipitacion con el iman 50 crea una magnetizacion de las nanoparticulas, por lo que se pegan

entre si hasta pasar por el proceso de centrifugado y lavado.

4.5. Resultados de la actividad bactericida de las nanoparticulas de hierro

Se utiliz6 muestras de agua del Rio Chibunga tomadas en 2 puntos diferentes para probar el poder
bactericida de las nanoparticulas de hierro, segun varias fuentes bibliogréficas se sabe que el Rio
Chibunga es considerado uno de los rios mas contaminados del Ecuador, por ende, posee un sin

numero de bacterias para lo cual se trabajo con agar nutritivo, que es un medio de cultivo atil para
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todo tipo de bacterias.

Para iniciar con el estudio, se preparé diluciones de las muestras iniciales del agua del rio
Chibunga, puesto que de esta manera se podra evitar la aglomeracion de las colonias y se las

podria contar sin ninguna dificultad.

Finalmente, Para el aislamiento de las cepas puras y su identificacion mediante Tincién Gram
(Figura 4-7) el tipo de bacterias que se hallan en el Rio Chibunga se realizd la preparacion del
medio y su respectiva siembra en cajas Petri.

llustracion 4-7: Diluciones de las muestras de agua tomadas de cada punto

Chibunga
Realizado por: Cazco P., 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 cruzada y por ende
el crecimiento e identificacion de bacterias que no correspondan a cada muestra de agua
recolectada (Figura 4-8).

D -

llustracion 4-8: Diluciones de las muestras de agua del rio Chibunga
Realizado por: Cazco P., 2023
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45.1. Determinacion del numero de colonias formadas en Agar nutritivo.

Para registrar el nimero inicial de colonias bacterianas, se realizd siembras por extension en placa
del inoculo (dilucion 10) de los dos puntos de muestreo y en dos fechas diferentes. Al cabo de
48 horas de incubacién a 37°C, se obtuvo como resultado un total de 14 colonias formadas de la
muestra de agua tomada en la empresa Cemento Chimborazo (Figura 4-8), 21 colonias para la

muestra tomada en el sector del parque Ecolégico (figura 4-9).

llustracion 4-9: Colonias bacterianas formadas de la muestra inicial en

agar Nutritivo
Realizado por: Cazco P., 2023

llustracion 4-10: Colonias bacterianas formadas de la muestra inicial en

agar Nutritivo
Realizado por: Cazco P., 2023

54



llustracion 4-11: Colonias bacterianas formadas de la muestra inicial en

agar Nutritivo
Realizado por: Cazco P., 2023

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

Para observar el color, la forma y el tamafio de las bacterias se elaboré una caracterizacion
morfoldgica a partir de Tincion Gram (Figura 4-11) con la que se observé en el microscopio
(Figura 12-4) clasificandose como Gram positivas 0 negativas.

Cada bacteria tiene una forma diferente y requiere una atencion especial al momento de observar

colores, formas, texturas y bordes en el microscopico.

llustracion 4-12: (A) Preparacion de la placa; (B) Proceso de Tincién Gram (B); (C) Vista al

microscopio binocular
Realizado por: Cazco P., 2023

55



llustracion 4-13: (A) Bacilos Gram Negativos, (B) Cocos Gram positivos lente de 100X

Realizado por: Cazco P., 2023

Segun un estudio realizado por Landa (2023, pp. 53-60), N0s menciona que existe alrededor de 11

tipos de bacterias diferentes en el Rio Chibunga las mismas que en la actualidad son consideradas

peligrosas para la salud del hombre (Tabla 4-1).

De acuerdo en esta investigacién se encontr6 los mismos géneros bacterianos en las muestras de

agua tomadas en los 2 untos diferentes del Rio Chibunga los cuales corresponden: Escherichia

coli, Klebsiella 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 4-1: Especies bacterianas presentes en las muestras de agua del rio Chibunga

Puntos de muestreo

Colonias bacterianas

Familia bacteriana

Tincion Gram

Parque ecoldgico

Empresa Cemento
Chimborazo

Escherichia coli
Klebsiella pseumoniae
Salmonella entérica

Enterobacteriaceae

Salmonella paratyphi Bacilos Gram
Shigela flexnery negativos
Proteus mirabilis
Edwardsiella tarda
Pseudomona aeruginosa Pseudomonas
Aeromona hydrophilas Aeromonas
Staphylococcus aeureus | Staphylococcaceae Cocos Gram
Enterococcus faecalis positivos

Streptococcaceae

Fuente: Landa, 2023
Realizado por: Cazco P., 2023
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4.6. Pruebas microbiologicas

Los ensayos microbiologicos realizados en este trabajo permitieron corroborar el poder
bactericida de las nanoparticulas de hierro al estar en contacto en diferentes tiempos en presencia
y ausencia de luz solar, y se verifico que las nanoparticulas entre mas tiempo las muestras pasen

en contacto con el sol mayor serd la disminucion de las bacterias.

Para evidenciar este hecho, a las muestras de agua diluidas se les afiadié 0.05 g de nanoparticulas
de hierro y se las dejo por un periodo de tiempo de 1, 3y 5 expuestas a la luz solar.

4.6.1. Determinacion del nimero de colonias en Agar Nutritivo

4.6.1.1. Determinacion del nimero de colonias bacterianas de las muestras de agua con
nanoparticulas de hierro cada 1, 3, 5y 6 horas expuestas a la luz solar.

Para poder determinar el nimero de colonias bacterianas formadas en agar Nutritivo, se realizo
una siembra por extension en superficie tomando 0.1 ml de muestra de agua afiadida 0.05 g de
nanoparticulas de hierro después de ser expuestas a la luz solar en los tres periodos de tiempo
establecidos. Cabe mencionar que, el proceso de siembra y conteo de colonias se realizd por
duplicado de cada una de las muestras de agua tomadas en los dos puntos de muestreo del rio
Chibunga y 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 y Tabla 9-4.

Tabla 4-2: Recuento de colonias bacterianas sector Puente del canton Guano

PUNTO 1

PARQUE ECOLOGICO
Tiempo de exposicion a las nanoparticulas | Medio de cultivo
de hiero
Horas Agar nutritivo
0 21
1h 21
1h 21
3h 8
3h 8
5h 5
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5h 0

6h 0

6h 0
Realizado por: Cazco P., 2023

Tabla 4-3: Recuento de colonias bacterianas sector Cemento Chimborazo

PUNTO 2
CEMENTO CHIMBORAZO
Tiempo de exposicidn a las nanoparticulas | Medio de cultivo
de hiero
Horas Agar nutritivo
0 14
1h 14
1h 14
3h 5
3h 5
5h 3
5h 0
6h 0
6h 0

Realizado por: Cazco P., 2023

A través de estos resultados obtenidos para las dos muestras recolectadas de los dos 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 hierro y a la luz solar dado a que, el caso de las muestras de agua tomadas del
sector de la empresa Cemento Chimborazo de 14 colonias iniciales pasaron a 6 colonias en el
transcurso de 1y 3 horas y en un lapso de tiempo de 5. 6 horas se disminuy6 totalmente a cero
(Tabla 8-4), mientras que para las muestras del sector del parque Ecoldgico de 21 colonias
inicialmente formadas pasaron a 8 colonias en el transcurso de 1y 3 horas y en un lapso de tiempo

de 5y 6 horas se disminuy6 totalmente a 0 (Tabla 9-4).

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

sin nanoparticulas de hierro cada 1, 3, 5y 6 horas.

Para determinar el nimero de colonias bacterianas formadas se llevd a cabo el mismo
procedimiento anteriormente mencionado, sin embargo, en este caso no se afiadié nanoparticulas
58



de hierro y después de 48 horas de incubacion a 37°C, se procedid a contabilizar el nimero de

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

Tabla 4-4: Recuento de colonias bacterianas sin nanoparticulas de hierro

Punto de muestreo n Tiempo Colonias bacterianas
1 1h 21
2 3h 21
Parque Ecologico 3 5h 21
4 6h 21
5 1h 14
Cemento Chimborazo 6 3h 14
7 5h 14
8 6h 14

Realizado por: Cazco P., 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 alteracion o
disminucién del namero de colonias formadas, puesto a que, de las tres muestras de agua de los
tres puntos de muestreo, el nimero de colonias permanecia constante durante los tres periodos de

tiempo.

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

de hierro en estado puro.

Para determinar si las nanoparticulas de hierro 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 realiz6 la siembra de cada tipo de bacteria sobre la superficie del agar nutritivo,
se coloco en cada placa 0.1 g de FeNPs. Después de transcurrir 48 horas de incubacion a 37°C se

obtuvo los resultados que se muestra en la Tabla 6-4.
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Tabla 4-5: Numero de colonias bacterianas con y sin nanoparticulas de hierro

Numero de colonias
Con
nanoparticulas de | Sin nanoparticulas de
Cepas hierro hierro
Cepal
epa 0 12
Cepa 2 0 6

Realizado por: Cazco P., 2023

La Tabla 11-4 muestra resultados de que no existe crecimiento de bacterias en presencia de las
nanoparticulas de hierro colocadas directamente mientras que, si se evidencia crecimiento de
bacterias sin las nanoparticulas por lo que se deduce que las nanoparticulas de hierro si tienen

mucha influencia en el proceso.

Tabla 4-6: NUmero de colonias bacterianas con y sin nanoparticulas de hierro

Numero de colonias
Con
nanoparticulas de | Sin nanoparticulas de
Cepas hierro hierro
Cepal
P 0 12
Cepa 2 0 6

Realizado por: Cazco P., 2023

La Tabla 6-4 muestra resultados de que no existe crecimiento de bacterias en presencia de las
nanoparticulas de hierro colocadas directamente mientras que, si se evidencia crecimiento de
bacterias sin las nanoparticulas por lo que se deduce que las nanoparticulas de hierro si tienen

mucha influencia en el proceso.

4.6.2. Andlisis del estudio estadistico experimental

Para llevar a cabo el analisis del disefio experimental se emple6 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.
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De esta manera, a través del programa de Microsoft Excel se elabor6 dos tablas correspondientes
a los resultados obtenidos en la parte experimental de las dos muestras de agua de los dos puntos

de muestreo y a partir de estos datos se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson.

Tabla 4-7:Numero de colonias bacterianas con y sin nanoparticulas de hierro

Punto 1 (Parque Ecoldgico)
AGAR NUTRITIVO

n Tiempo (horas) Colonias
1 0 21

2 1 9

3 3 5

4 5 0

5 6 0
COEFICIENTE DE

PEARSON (r) -0.91410245

Realizado por: Cazco P., 2023

Tabla 4-8:Numero de colonias bacterianas con y sin nanoparticulas de hierro.

Punto 2 (Cemento Chimborazo)
AGAR NUTRITIVO

n Tiempo (horas) Colonias
1 0 14
2 1 6
3 3 1
4 5 0
5 6 0
COEFICIENTE DE
PEARSON (r) -0.88008132

Realizado por: Cazco P., 2023

Una vez establecidos los resultados mediante el empleo del Coeficiente de Correlacion de Pearson
podemos decir que existe una correlacion inversa entre las variables del tiempo establecido y el
numero de colonias tanto para la muestra del punto 1 (Parque Ecol6gico) tomadas en el Rio
Chibunga representa con un Coeficiente de Correlacion de -0.91410245 ubicandose como
Correlacion Inversa. Mientras que para la muestra del punto 2 (Cemento Chimborazo) tomadas
en el Rio Chibunga representa con un Coeficiente de Correlacion de -0,88008132 de igual forma

se fija como Correlacion Inversa.
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4.6.3. Influenza de las variables

4.6.3.1. Evaluacidn de efecto bactericida de las nanoparticulas de hierro frente a bacterias

En relacién con la Tabla 4-2 y Tabla 4-3 se puede observar claramente que la adicién de
nanoparticulas de hierro a las muestras de agua diluidas del Rio Chibunga redujo
significativamente la carga bacteriana, ya que la interaccion con las nanoparticulas de hierro
redujo la poblacién bacteriana, que se redujo por completo cuando no se modificd. Por otro lado,
al comparar la Tabla 4-4 y la Tabla 4-5 en Agar Nutritivo ocurre lo mismo.

Sin embargo, los resultados de la Tabla 4-4 y Tabla 4-5, mostraron que la adicion de
nanoparticulas inhibi6 directa y completamente el crecimiento bacteriano, ya que después de un
proceso de incubacion de 48 h, la placa en la que se colocaron las nanoparticulas no mostro signos

de crecimiento bacteriano, mientras que la placa sin nanoparticulas habia crecido, si lo habia.

llustracion 4-14: (A) Crecimiento bacteriano sin nanoparticulas; (B) Disminucion de colonias

1h de exposicidn; (C) Disminucidn total de la carga bacteriana
Realizado por: Cazco P, 2023

Por otro lado, el analisis comparativo de la Tabla 4-5 y Tabla 4-6, indica que las nanoparticulas
de hierro mediante su aplicacion de manera directa y en estado 100% puro se observa que inhibe
completamente el crecimiento de bacterias Gram negativas y Gram positivas. Mientras que, en
las placas donde se colocé las nanoparticulas de hierro al cabo de 48 horas de incubacién no se
presencid crecimiento bacteriano mientras que si hubo crecimiento en aquellas placas que no

contenian nanoparticulas de hierro (Figura 4-14).

62



llustracion 4-15: (A) Crecimiento de colonias Gram positivas sin NPs; (B) Placa

con nanoparticulas de hierro sin crecimiento
Realizado por: Cazco P., 2023

lustracion 4-16: (A) Crecimiento de colonias Gram negativas sin NPs; (B)

Placa con nanoparticulas de hierro sin crecimiento
Realizado por: Cazco P., 2023

A partir de estos resultados, podemos demostrar que las nanoparticulas de hierro sintetizada a
partir del extracto acuoso de Piper aduncum 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
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Aeromona hydrophilas, y también contra bacterias Gram positivas de morfologia cocécea
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.

4.6.3.2. Evaluacion del efecto del tiempo de exposicion de las muestras de agua de Rio a las

nanoparticulas de hierro.

En relacion con la Tabla 4-2, existio una disminucién considerable de las bacterias ya que, el
numero de colonias bajé de 21 a 0 en 6 horas expuestas totalmente al sol, al igual con la tabla 4-
3, el nimero de colonias bajo de 14 a 0 en 6 horas expuestas totalmente al sol, lo que nos permite
deducir que el tiempo de interaccion entre el agua y las nanoparticulas es esencial dentro de la
investigacion y mientras mayor sea el tiempo de exposicion existira un bajo nimero de bacterias,
teniendo una relacion inversamente proporcional. Este hecho se debe a que durante este periodo
de tiempo de exposicion las nanoparticulas pueden ejercer su efecto bactericida contra bacterias

Gram positivas y Gram negativas.

4.6.3.3. Evaluacion del efecto de la luz solar sobre las muestras de agua de Rio con

nanoparticulas de hierro.

En relacién con la Tabla 4-2 y Tabla 4-3, se verificd que las nanoparticulas de hierro puestas al
sol presentan su actividad fotocatalitica, lo que contribuyé a la reduccion de la carga bacteriana,
de tal forma que los resultados obtenidos son bastantes buenos. Por otro lado, la Tabla 4-2 y Tabla
4-3, reflejan una disminucion de las bacterias al combinar con las nanoparticulas de hierro. Sin

embargo, las nanoparticulas que fueron exhibidas al sol, la disminucién de bacterias fue baja.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

« Se ha demostrado que el extracto de Piper aduncum (matico) es muy eficaz para la
elaboracién de nanoparticulas de hierro debido a su buena estabilidad en solucién y a las
longitudes de onda UV-Vis que presenta, las nanoparticulas de hierro muestran un
comportamiento resonante. Ademas, presentan una alternativa sostenible para el tratamiento

de muestras de agua del Rio Chibunga.

e Las nanoparticulas de hierro se caracterizaron por espectroscopia UV-Vis arrojando como
resultado un pico de 194 nm y de absorbancia de 3.307 los mismos que se encuentran dentro
de los rangos establecidos. Por lo tanto, se puede confirmar que el compuesto sintetizado es
hierro y es una muestra pura, también se identificé la morfologia de las nanoparticulas de
hierro mediante el empleo del microscopio electronico de barrido.

e Se evaluo la capacidad antimicrobiana de nanoparticulas de hierro mediante pruebas de
inhibicién bacteriana corroborando que si presentan actividad bactericida, ya que la carga
bacteriana se redujo significativamente cuando las muestras de agua del Rio Chibunga se

expusieron a la presencia de nanoparticulas de hierro.

65



RECOMENDACIONES

e Una vez que se prepara un extracto verde, se recomienda realizar una evaluacion exhaustiva
para obtener una comprensién mas segura de los compuestos quimicos presentes en la planta
puesto que estos cumplen una funcion muy importante como agentes estabilizantes y

reductores de las nanoparticulas.

e Para el andlisis en el SEM, se recomienda secar las nanoparticulas utilizando métodos
alternativos, como por ejemplo la liofilizacidon que es util para evitar que las nanoparticulas

se aglomeren.

e Se recomienda profundizar méas sobre el tema, en base al estudio de los mecanismos de
reduccion y estabilizacién de nanoparticulas con espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN), ampliando asi la informacion para nuevos estudios de validacion y

caracterizacion de nuevos compuestos.
e Se recomienda caracterizar las nanoparticulas por microscopia electronica de transmision

(TEM) para obtener el tamafio exacto del nicleo metalico de las nanoparticulas de hierro, que

forma parte de la cadena de nanoparticulas agregadas.
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ANEXOS
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ANEXO E: IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM NEGATIVOS Y COCOS GRAM
POSOTIVOS
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