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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la factibilidad del uso de nanoparticulas de 6xido de
bismuto (Bi203) como bactericida en muestras de aguas servidas en la comunidad San Vicente de
Lacas, provincia de Chimborazo; para lo cual se realizaron tanto pruebas fisicas de pH y turbidez
como pruebas microbioldgicas, en las que se determind el nimero de colonias bacterianas presentes
en distintos medios de cultivo. Se realiz6 como primera parte, una sintesis verde para obtener las
nanoparticulas a partir de extracto de Mentha arvensis, estas nanoparticulas sintetizadas
posteriormente se utilizaron para determinar su capacidad bactericida, para lo cual se realizaron
pruebas con siembras cada 1, 2, 4 y 6 horas con y sin la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de
bismuto mostrando una reduccion de 15 a 0 colonias en Agar Nutritivo y de 5 a 0 colonias en Agar
Sangre. Para el andlisis estadistico se utiliz6 la Correlacion de Pearson, con lo cual se establecio una
correlacion inversa entre el nimero de colonias y el tiempo de exposicién de las muestras de aguas
servidas de riego a las nanoparticulas de 6xido de bismuto. Se concluye que el uso de nanoparticulas
de 6xido de bismuto como bactericida es bastante eficiente por su capacidad de disminuir la carga
bacteriana en las muestras utilizadas. Se recomienda hacer pruebas con otros tipos de contaminantes

para evaluar el comportamiento de las nanoparticulas de 6xido de bismuto.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA>, <SINTESIS VERDE>, <NANOPARTICULAS>, <OXIDO
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ABSTRACT

The aim of the current research was to evaluate the feasibility of bismuth oxide nanoparticles (Bi203)
used as a bactericide for wastewater samples in San Vicente de Lacas community, located in
Chimborazo province; for this, physical pH and turbidity tests as well as microbiological tests were
carried out, which determined the number of bacterial colonies present in different culture media.
First of all, a green synthesis was carried out to obtain the nanoparticles from Mentha arvensis extract,
these synthesized nanoparticles were used to determine their bactericidal capacity, for which seeding
testsevery 1, 2, 4 and 6 hours were carried out with and without the use of bismuth oxide nanoparticles
showing a decrease from 15 to O colonies in Nutrient Agar and from 5 to O colonies in Blood Agar.
For the statistical analysis, Pearson Correlation was used, which established an inverse correlation
between the number of colonies and the exposure time of the irrigation wastewater samples to bismuth
oxide nanoparticles. It is concluded that the use of bismuth oxide nanoparticles as a bactericide is
quite efficient due to its ability to reduce the bacterial load in the samples used. Testing with other
types of contaminants is recommended to assess the behavior of bismuth oxide nanoparticles.

Keywords: <BIOTECHNOLOGY>, <GREEN SYNTHESIS>, <NANOPARTICLES>,
<BISMUTH OXIDE (Bi203)>, <BACTERICIDE>, <WASTEWATER>, <BACTERIAL
COLONIES>, <CHIMBORAZO (PROVINCE)>.
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INTRODUCCION

A nivel mundial la nanotecnologia ha logrado captar la atencion de la comunidad cientifica debido al
sin nimero de aplicaciones que tiene en diversos campos. En especial el uso de nanoparticulas para
tratamientos especificamente del recurso agua ha sido valioso, ya que producen efectos grandes a
pesar de que los tamafios son nanométricos (Motakef Kazemi y Yagoubi, 2019, p2). En Ecuador son pocos
los estudios que se han realizado sobre la capacidad bactericida de las nanoparticulas metéalicas, sin
embargo, han sido de gran ayuda, lo cual permite la evaluacién de diversos puntos de vista para la
eleccion de un tratamiento adecuado de acuerdo con el sitio donde se esté realizando la investigacion.
En la provincia de Chimborazo la principal actividad econémica es la agricultura, donde el agua de
riego empleada para las actividades agricolas del sector toma un papel importante, la cual al estar
contaminada no solo representa un problema a la comunidad, sino también a toda la linea de
produccion que sucesivamente ird consumiendo la poblacion. La comunidad San Vicente de Lacas es
un claro ejemplo del nivel de contaminacion del recurso agua debido a que las aguas servidas que se
encuentran en la localidad presentar a simple vista un grave problema de contaminacion. Esta
comunidad se encuentra ubicada a 2850 m.s.n.m. y cuenta con alrededor de 1540 habitantes, los
cuales dedican su vida a la agricultura y comercializacién de productos agricolas (Castro, 2020 p. 10).
En la actualidad, el desarrollo de tecnologias innovadoras y eficientes para su posterior uso como
tratamiento de aguas con alta carga contaminante se ha convertido en una prioridad (Deza Marti 2017 p.
14). El objetivo de este trabajo es asegurar la conservacién del ambiente, asi como precautelar el
cuidado del agua y su calidad a nivel microbiolédgico. EI empleo de nanoparticulas en tratamientos
ambientales estd tomando un papel protagdnico al ser uno de los méas efectivos en la mejora de la
calidad de efluentes y amplia remocidn de contaminantes (Chavez-Lizérraga, 2018, p. 53).

El interés por el uso de nanoparticulas ha ido en aumento debido a sus propiedades y reducido tamafio.
El 6xido de bismuto da paso a la fotocatélisis y la fotooxidacion las cuales se han convertido en dos
alternativas atractivas para el tratamiento de aguas (Vargas-Hernandez et al. 2016 p. 27). Se constituye como
un oxido estable y a la vez inocuo, permitiendo su aplicacion en remediacion ambiental,
principalmente en el tratamiento de agua (Mosquera et al. 2015, p. 7).

El presente trabajo aportard una solucion a la problemética de contaminacion del agua en la
comunidad San Vicente de Lacas, mediante de la aplicacion de nanoparticulas de éxido de bismuto
como tratamiento microbiol6gico, mismas que cuentan con procesos fotoquimicos y fotocataliticas
gue poseen un gran potencial para convertirse en alternativas viables de tratamiento de aguas. Estas
permiten la conversién de contaminantes organicos a sustancias menos toxicas, asegurando la salud

de los moradores de la comunidad San Vicente de Lacas y garantizando un nivel de vida digno.
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La busqueda de nuevos tipos de tratamientos se lleva a cabo con la finalidad de eliminar
eficientemente bacterias en el recurso agua cambiando de esta manera el sistema de tratamiento a
pequefia y gran escala. Este trabajo sera de gran utilidad a nivel local, ya que se han realizado pocas
investigaciones respecto al uso de nanoparticulas como bactericida y por lo tanto nos da la
oportunidad de aplicar esta tecnologia en varios sitios que tienen efluentes con alta carga microbiana.
Existen varios estudios que nivel mundial gue han aportado durante la realizacion del presente trabajo,
como es el caso de la Universidad Isldmica de Azad la cual realiz6 una investigacion Ilamada
“Inhibitory Effect of Bismuth Oxide Nanoparticles Produced by Bacillus licheniformis on Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus Strains (MRSA)” utilizando nanoestructuras de 6xido de bismuto
(Bi203) donde el objetivo fue la extraccion o disminucion de benceno en muestras de aguas y
posteriormente determinar la actividad bacteriana por gramo del 6xido (Firouzi Dalvand et al. 2018, p. 280).
Asi como también la Universidad Al-Mustansiriyah evalu6 la actividad bactericida de nanoesferas a
partir de Bi>Os contra bacterias, entre las cuales se encuentran: Staphylococcus aureus, Escherichia

coli y Klebsiella spp (Abass et al. 2014, p. 86).



OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar la factibilidad del uso de nanoparticulas de 6xido de bismuto como bactericida en

muestras de aguas servidas en la comunidad San Vicente de Lacas, provincia de Chimborazo.

Obijetivos especificos

e Compilar informacion relevante acerca del 6xido de bismuto y su accion bactericida.

¢ Sintetizar nanoparticulas de diéxido de bismuto mediante sintesis verde.

e Evaluar segln los resultados obtenidos la vialidad del uso de nanoparticulas de 6xido de bismuto
como bactericida.



CAPITULO |
1. MARCO REFERENCIAL

1.1. Agua

El agua dulce es un recurso vital, sin embargo, cada vez es méas escaso. Esta escasez esta producida
por el crecimiento demogréfico, la urbanizacion y la industrializacion asociada a nuevas demandas
potenciales sobre los recursos hidricos existentes, a lo que se suman los conflictos asociados a los
cambios climéticos. Por esta razon el re(so creciente de aguas residuales para la agricultura, la

acuicultura, la recarga de aguas subterraneas y otros usos se ha incrementado paulatinamente (Gonzélez
Gonzélez y Chiroles Rubalcaba, 2011, p. 61).

1.1.1. Principales contaminantes del agua

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) un agua es considerada como contaminada cuando
se alteran todas sus propiedades aptas para el uso de cualquier tipo. El agua que esta contaminada
presenta alteraciones tanto fisicas como bioldgicas, las cuales pueden ser de origen natural o
antropogeénico, siendo este Gltimo es de mayor riesgo debido a la generacion de residuos. Entre
principales contaminantes del agua podemos encontrar microorganismos patdgenos, desechos

organicos, sustancias quimicas y compuestos organicos (Garcia, 2016, p. 11).

1.1.1.1. Microorganismos patdgenos

Los microorganismos patégenos se pueden presentar de diferentes tipos ya sea en forma de bacterias,
virus, protozoos u otro tipo. Muchas de las enfermedades que se producen para este tipo de
microorganismos pueden llegar a provocar la muerte. Es por ello que un buen indice para medir la
salubridad en las aguas es otra vez componente de los microorganismos patdégenos especialmente

bacterias coliformes (Garcia 2016, p. 11).



Figura 1-1. Bacteria patogena E. coli a nivel microscopico
Fuente: (Motakef Kazemi y Yaqoubi 2019).

1.1.1.2. Desechos organicos

Los desechos organicos se constituyen como un grupo de residuos organicos que proviene de la
descomposicion de residuos por medio de bacterias, generando el consumo de oxigeno por parte de
las mismas. Los desechos organicos pueden ayudar a medir el indice de contaminacion a través de la
demanda biol6gica de oxigeno y asi poder determinar qué tan buena o mala sera la calidad del recurso

agua (Garcia 2016, p. 12).

1.1.1.3. Sustancias quimicas

Las sustancias quimicas son aquellas que pueden estar constituidas por acidos, sales o por metales
como lo es el plomo o mercurio logrando ocasionar gran dafio a los seres vivos si se llegan a encontrar

en diferentes tipos de agua y asi mismo, llegar a perjudicar a cultivos si se usan para el riego (Garcia
2016, p. 12).

1.1.1.4. Compuestos organicos

Los compuestos organicos tales como el petréleo, detergentes, plaguicidas o plasticos contienen
moléculas que permanecen largos tiempos en el agua causando que exista una dificil degradacion por
parte de organismos especialmente en el agua, por lo cual son altamente contaminantes. A pesar que

la normativa regula la descarga de este tipo de contaminantes no ha sido suficiente (Garcia 2016, p. 13).



1.1.2. Principales tipos de agua

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) posee su clasificacion pues existen diferentes tipos de
agua en funcién de sus caracteristicas quimicas, fisicas o bioldgicas. Los principales tipos de agua

gue se consideran son: agua potable, dulce, salada, salobre, y residual (Fernandez 2012, p. 213).

1.1.2.1. 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 2014, p. 26).

1.1.2.2. Agua dulce

El agua dulce esta representada tan sélo con el 2.5% del agua de toda la tierra y la mayor parte en
forma de hielo o en el subsuelo. Lo gue nosotros como seres humanos podemos consumir se encuentra
en rios y lagos, que es s6lo una pequefia fraccion de esta agua depende la agricultura la industria y

todos los seres vivos (WWF, 2016).

1.1.2.3. Agua salada

El agua salada estd constituida por mares y océanos. Este tipo de agua contiene alta salinidad y

corresponden a las aguas territoriales en la que términos distintos regidn sus derechos internacionales
(Ministerio del Ambiente 2017, p. 263).

1.1.2.4. 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 practica de salinidad que representa la cantidad de gramos de sales disueltas

por kilogramo de agua (Ministerio del Ambiente 2017, p. 263).



1.1.2.5. Agua residual

El agua residual es aquella que tiene una composicion proveniente de distintos usos ya sea industrial,

doméstico, agricola, entre otros (Ministerio del Ambiente 2017, p. 263).

1.1.3. Aguas servidas

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 poblacién y de diversos factores, ese tipo de aguas estd constituida por una
pequefia porcion 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 1986, p. 4).

Figura 2-1. Aguas servidas en la comunidad San Vicente de Lacas

Fuente: Alvarez, 2021.

1.1.3.1. Efectos contaminantes de aguas servidas

Los principales efectos contaminantes de las aguas servidas son los malos olores a consecuencia de
las sustancias y compuestos que existen en constante descomposicion generando gases toxicos. Por
otro lado, la contaminacion ambiental originada por este tipo de aguas se convierte en un problema
de salud comunitaria debido a las enfermedades que pueden adquirir los moradores de estas
localidades. La modificacion fisica o estética por la constante de descarga de efluentes y la polucion



térmica dada por residuos liquidos industriales ha hecho que se convierta en un foco constante de

contaminacion (Rodriguez Pimentel 2017).

1.1.3.2. Tratamiento de aguas servidas

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, sdlidos
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 solidos de distintos tamafos; los
tratamientos quimicos que constituyen una serie de procesos quimicos que ayudan a la eliminacién o
reduccion de sustancias nocivas como nitratos o fosfatos; y tratamientos biolégicos que eliminan

contaminantes coloidales a través de microorganismos por procesos aerébicos o anaerobicos
(Rodriguez 2020).

1.1.4. Agua de riego

El agua de riego es aquella que se utiliza para el riego de cultivos dentro del sector agricola. La calidad
de esta agua depende de su disponibilidad y las necesidades que tengan cada uno de los sembrios.
Cabe recalcar que un agua tiene la capacidad de utilizarse para riego cuando garantice un rendimiento

Optimo y no produzca efectos perjudiciales tanto el suelo como las personas que los consumen
(Quinteros Carabali et al. 2019, p. 47).

1.1.4.1. Importancia del agua de riego

El agua de riego es muy importante dentro del sector agricola debido a qué es el recurso determinante
dentro del crecimiento y el rendimiento de los sembrios que el agricultor lleva a cabo. Una mala
calidad en el agua de riego o0 una mala eleccion dentro del sistema de riego provocaria la pérdida de

cultivos y a su vez del agricultor a nivel econémico (Garcia 2019).



1.1.4.2. Analisis para agua de riego

Un analisis para el agua de riego es fundamental dado que nos permite conocer las caracteristicas de
la misma y nos aporta informacion que permitira conocer el estado de los cultivos y el suelo. De esta
manera podemos garantizar que exista un rendimiento 6ptimo en todo tipo de cultivo sin que produzca

efectos perjudiciales en los suelos (Garcia 2019).

1.1.4.3. Principales parédmetros de analisis

Entre los principales pardmetros de analisis que existen para el agua de riego estan aquellos que nos
permitirdn conocer como se llevara el crecimiento y la productividad de los cultivos. En el caso del
pH, nos va a dar a conocer si el aporte del agua ayudard a mejorar la disponibilidad de nutrientes. En
cuanto a la turbidez, este parametro dara a conocer la cantidad de sélidos que existen dentro del agua
de riego en el caso de proceder de aguas residuales reutilizables (Garcia 2019).

Figura 3-1. Anélisis de pH en aguas servidas para uso de riego
Fuente: Alvarez, 2021.

1.2. Bacterias

Las bacterias son aquellos microorganismos de tipo unicelulares que tienen un tipo de reproduccién
binaria, es decir, un tipo de reproduccion asexual resulta de la division de las células en dos a partir

de una célula madre. Poseen mecanismos productores de energia y material genético que son
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necesarios para su crecimiento las bacterias integran el reino procariota, tienen estructuras como
membrana celular, ribosomas y &cido desoxirribonucleico que es el portador de la informacion

genética de cada microorganismo (Vargas-Flores y Kuno-Vargas 2015, p. 2594).

1.2.1. Bacterias indicadoras de contaminacion del agua

La calidad bioldgica dentro de las aguas es muy importante debido al valor ambiental que se adquiere
de modo que las bacterias indicadoras son de gran valor cuando se trata de determinar la
contaminacion del recurso agua. Las bacterias mas utilizadas para este tipo evaluacion son las

bacterias heterotroficas y las bacterias coliformes (Larrea, et al., 2013 p. 24).

1.2.1.1. Bacterias Heterotroficas

Las bacterias heterotroficas son aquellas bacterias presentes en diversos cuerpos de agua y que se
constituye como bacterias ambientales por a su amplia distribuciéon. Son muy importantes ya que

indican la eficacia del proceso de tratamiento de desinfeccion (Marchand, 2002 p. 7).

1.2.1.2. Bacterias coliformes

Las bacterias coliformes estan integradas por cinco géneros los cuales son Klebsiella, Escherichia,
Enterobacteria, Citrobacter y Serratia. Se constituyen como bacterias indicadoras de contaminacion
del agua debido a que no deben por ninglin motivo estar presentes en el almacenamiento o distribucion
del agua, en el caso de que fueran encontradas demostraria un indicio de que el tratamiento de agua

0 el agua que se esta utilizando es inadecuada para su uso (Marchand, 2002 p. 7).

1.3. Medios de cultivo

Muchos microorganismos con las que se realizan investigaciones de laboratorio necesitan tener las
condiciones quimicas y fisicas apropiadas para su crecimiento, por lo que se crean medios de cultivo
que van a proporcionar a los diferentes microorganismos todas las caracteristicas que puedan simular
una condicién normal. Los medios de cultivo se formulan de acuerdo con las exigencias del

microorganismo, con el fin de conseguir su crecimiento y multiplicacion (Gémez, et al., 2006 p. 17).
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Figura 4-1. Medios de cultivo s6lido Agar Nutritivo
Fuente: Alvarez, 2021.

1.3.1. Clasificacion de medios de cultivo segun su uso

Debemaos tener en cuenta que, dependiendo de los requerimientos de los microrganismos, tendremos

diferentes tipos de medios de cultivo como los selectivos, diferenciales o generales (Gémez, et al., 2006
p. 17).

1.3.1.1. Medios de cultivo generales

Los medios generales en los que se puede cultivar cualquier clase de microorganismos ya sean
hongos, bacterias o protozoos. Un ejemplo de este tipo de medios de cultivo sélidos, es el Agar PDA

0 papa dextrosa (Mondino, 2009).

1.3.1.2. Medios de cultivo selectivos

Los medios de cultivo selectivos son que ellos que dentro de su preparacion se debe incorporar alguna
sustancia que impida el crecimiento de otro tipo de microorganismos, es decir, si queremos el
crecimiento de bacterias se aplicard alguna sustancia para evitar el crecimiento de cualquier otro

microorganismo que no corresponda a una bacteria (Mondino, 2009).

1.3.1.3. Medios de cultivo diferenciales

Los medios de cultivo diferenciales son aquellos que facilitan la discriminacion de microorganismos

a través de la mezcla de sus propiedades diferenciales de crecimiento (Mondino, 2009).
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1.3.1.4. Medios de cultivos selectivos diferenciales

Los medios de cultivo selectivos diferenciales se crean a partir de la mezcla de las caracteristicas de
los cultivos selectivos y los cultivos diferenciales en donde el crecimiento especifico de un
microorganismo se dara de forma inmediata sin que exista la presencia de una poblacién microbiana

distinta. Un ejemplo de este tipo de medios de cultivo solidos, es el Agar Sangre (Mondino, 2009).

Figura 5-1. Medio de cultivo selectivo diferencial Agar Sangre

Fuente: Alvarez, 2021.

1.3.2. Siembra

La siembra o también denominado inoculacion consiste en la introduccién de una porcion de
microorganismo o también llamado in6culo de manera voluntaria en un medio adecuado con el fin
de iniciar un cultivo con un crecimiento y desarrollo apropiado. Cada microorganismo requiere de

una temperatura y condiciones distintas (Santambrosio, Eduardo; Blacio 2009, p. 2).
1.3.3. Siembra en medios s6lidos
Existen diferentes tipos de siembra en medios sélidos. Lo fundamental a tener en cuenta es que

siempre que se realicen siembras debemos contar con un espacio esceptico, materiales esterilizados,

equipos de proteccion personal y en lo posible trabajar con flujos laminares 0 mecheros que permitan
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la ausencia completa de microorganismos externos. Los principales grupos de siembra son por

inmersion, de doble capa, en superficie y en estria (Santambrosio, Eduardo; Blacio 2009, p. 2).

1.3.3.1. Siembra por inmersion

La siembra por inmersion involucra la colocacion de parte del microorganismo en la caja Petri y sobre

el mismo se vera el medio previamente fundido por lo cual es ideal para microorganismos aerobios
(Santambrosio, Eduardo; Blacio 2009, p. 2).

1.3.3.2. Siembra en doble capa

La siembra en doble capa es muy similar a la siembra por inmersion con la diferencia de que el medio
ya se encuentra en estado solido y se agrega una cantidad extraida del medio para cubrir una capa
anterior, una vez que se ha colocado el indculo. Es ideal para organismos anaerobios o anaerobios

facultativos (Santambrosio, Eduardo; Blacio 2009, p. 2).

1.3.3.3. Siembra en superficie

La siembra en superficie consiste en colocar directamente sobre la caja Petri un medio de cultivo
fundido y una vez que se encuentre en estado sdlido se coloca sobre la superficie el indculo. Este tipo
de siembra es perfecto para microorganismos aerobios estrictos (Santambrosio, Eduardo; Blacio 2009, p. 2).
1.3.3.4. Siembra en estria

En la siembra por estria se vierte sobre una caja Petri el medio de cultivo hasta que se encuentre en
estado sélido. Luego con ayuda de un asa el indculo inicial se coloca en la primera esquina de la caja

realizando un primer grupo de estrias, girando la placa a 90° se hara el mismo procedimiento 3 veces

mas y se obtendra el resultado final (Santambrosio, Eduardo; Blacio 2009, p. 2).
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Figura 6-1. Siembra por estrias

Fuente: (Santambrosio, et al., 2009 p. 3).

1.4. Tincion Gram

La Tincion Gram es un procedimiento que ayuda a la distincion de bacterias en dos grupos: Gram
positivos y Gram negativos a través de las Tinciones de diferentes colores dependiendo la estructura
de su pared celular. Las bacterias Gram positivas tiene una pared gruesa compuesta de peptidoglucano
en gran cantidad, que al contrario de las Gram negativas que tienen una capa delgada el color
detencion serd distinto. Para las Gram positivas el color de Tincion serd azul-violeta y habra presencia
de acidos persistentes en su pared celular, mientras que para Gram negativas el color de tincién Gram

sera rojo y se denotara la presencia de lipopolisacaridos presentes en su padre celular (Rodriguez y
Arenas 2018, p. 166).

Figura 7-1. Tincibn Gram de cocobacilos Gram positivos en

microscopia (100x)
Fuente: (Rodriguez y Arenas, 2018. p. 167).
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1.4.1. Usos para caracterizacién morfolégica de bacterias

La Tincion Gram ha sido un método eficaz y relativamente econémico para ser utilizado en la
caracterizacién morfoldgica de bacterias, debido que mediante la observacion del color de tincién
podemos clasificar las bacterias tanto en Gram positivas como en Gram negativas. De esta manera se
puede conocer con el tipo de bacteria que se va a trabajar, que en conjunto con una microscopia 100x
podemos ver aspectos fisicos morfoldgicos como el tamafio, forma y textura que nos proporcionaré

una mayor informacion.

A -

|
Figura 8-1. Identificacion de cocos Gram positivos con tincion Gram
Fuente: (Rodriguez, et al., 2018 p. 167).

1.5.  Nanotecnologia

La nanotecnologia es una ciencia en la cual interviene nanomateriales, nano-objetos y nanoparticulas,
en otras palabras, aquellos materiales que tienen una dimension menor a los 100 nandmetros. Esta
ciencia se encarga de controlar producir y aplicar materiales dentro de este rango de tamafio (1-100
nm). La nanotecnologia ha tomado un papel fundamental debido a las propiedades que poseen, entre
las cuales se encuentran temperatura de fusion, capacidad de carga como conduccion eléctrica.
Ademas, abarca distintas ciencias como la bioingenieria, biotecnologia, ingenieria Optica y la

medicina (Santodomingo 2018, p. 13).
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1.5.1. Nanomaterial

Un nanomaterial es aquel material que posee una sola dimensién y su rango de tamafio va desde 1 a

100 nm (Santodomingo 2018, p. 13).

Estructura

Cero dimensional (0D)

Tri-dimensional (3D)

Figura 9-1. Dimensiones posibles de los nanomateriales
Fuente: (Gomez, 2018).

1.5.2. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son nanomateriales que posee un tamafio menor a 100 nanémetros y posee 3

dimensiones (Santodomingo 2018, p. 13).
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Figura 10-1. Microscopia electronica de barrido de nanoparticulas de didxido de titanio
Fuente: (Carneiro, y otros, 2014 pag. 7482).

1.5.3. Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metélicas son el tipo de nanomateriales o nanoestructuras mas utilizadas debido a
la relativa facilidad de obtencién, asi como la facil manipulacién de forma o tamafio dependiendo del
tipo de estudio que se realice. Estas particulas poseen propiedades magnéticas o de conduccién
eléctrica que permite su aplicacién en diversos campos, siendo utilizadas como marcadores
biolégicos, bactericidas, en celdas solares, entre otros. Las primeras nanoparticulas metélicas en ser
utilizadas fueron las nanoparticulas de oro y plata teniendo sus primeras aplicaciones en moldeado

de vidrio (L6pez Téllez et al. 2013, p. 6).

Figura 11-1. Microscopia electronica de barrido de nanoparticulas

metalicas de plata
Fuente: (Lopez, et al., 2013 p. 31).
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1.6. Bismuto

El bismuto es un elemento quimico conocido desde la antigliedad, distinguido por tener un color
blanco con tintes rosas. Es un metal, de tal forma que puede formar otros compuestos como nitrato
de bismuto o trinitrato de bismuto. Su nimero atémico es 83, tiene una masa atomica de 208,98
gramos, densidad relativa de 9,8 y un punto de ebullicion y fusion de 1560°C y 271°C
respectivamente. El estado mas comdn en el que se encuentra en la naturaleza es la bismutita, que
esta compuesta de tres carbonatos y dos 4tomos de bismuto ligada a dos oxigenos: (BiO).COs. La
propiedad que mejor caracteriza al bismuto es su estructura cristalografica romboédrica, al igual que

la nula toxicidad que existe tanto para seres vivos como para el ambiente (Osorio Abraham 2011, p. 17).

Figura 12-1. Estructura cristalina del bismuto
Fuente: (Osorio, 2011 p. 32).

1.6.1. Propiedades del bismuto

El bismuto posee un sinnimero de propiedades, sin embargo, una cualidad inusual es su capacidad
de expandirse al solidificarse, ademas de ser altamente diamagnético. Por lo cual es utilizado para
medir campos magnéticos fuertes y como catalizador en la produccion de polonio. Posee una
resistividad eléctrica de 117 uOhm. Como se menciond anteriormente posee un punto de ebullicion
de 1.560°C, un punto de fusién de 271°C, coeficiente de expansion térmica de 13,4 x10° K1) y

conductividad térmica de 7,9 W m™ K%, como valores mas relevantes (Osorio Abraham 2011, p. 19).

1.6.2. Aplicaciones del bismuto

El bismuto ofrece diversas aplicaciones incluido en el campo de la nanotecnologia, uno de los

elementos mas usados son los nanoalambres de bismuto por su eficiencia en aplicaciones
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termoeléctricas. Asimismo, el bismuto en la actualidad ha llegado a aplicarse en tratamientos
biolégicos debido a su actividad fotocatalitica. Cabe mencionar que el bismuto de tamafio
nanomeétrico no es facilmente sintetizado por métodos comunes, por lo cual se han desarrollado
nuevos métodos para su obtencidn (Osorio Abraham 2011, p. 20).

En cuanto a la industria metalUrgica ocupa el 29% de todo el mismo automatico y sus aleaciones que
principalmente abarca aluminio y hierro mejoran las propiedades plasticas y la ductilidad de este

elemento. También se utiliza como parte mineral en la industria quimica farmacéutica (Morales Ramos
2019, p. 14).

1.7.  Oxido de bismuto

El 6xido de bismuto es un derivado del bismuto de gran importancia tanto a nivel tecnol6gico como
biolégico, entre sus aplicaciones mas comunes estan la fabricacion de vidrio y cerdmica, asi como

también siendo catalizador en la oxidacién de hidrocarburos (Hernandez-Delgadillo et al. 2013, p. 1646).

B c D

29 (degrees)

Figura 13-1. Difractograma de rayos X y estructura cristalina del 6xido de bismuto
Fuente: (Hernandez , y otros, 2013 pag. 1647).

1.7.1. Propiedades del 6xido bismuto

Entre las propiedades mas notables del 6xido de bismuto tenemos que posee una gran estabilidad en
diferentes fases, se adapta a distintas temperaturas que van desde la temperatura ambiente hasta
temperaturas de 825 °C, tiene una alta deficiencia en oxigeno que representa una conductividad i6nica

superior entre los demés 6xidos. Su forma es cristalina y tiene gran capacidad oxidativa (Morales Ramos
2019, p. 15).
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1.8.  Nanoparticulas de 6xido de bismuto

Las nanoparticulas de 6xido de bismuto son aquellas que se obtienen a partir de una sintesis ya sea
guimica o bioldgica. Actualmente, son ampliamente usadas como inhibidores de microorganismos,
para diversas clases de tratamientos. Su uso como bactericidas o antimicéticos han causado gran

revuelo debido al gran potencial a pesar de su reducido tamafio (Hernandez-Delgadillo et al. 2013, p. 1646).

Figura 14-1. Aglomeracion de nanoparticulas 6xido de bismuto

Fuente: Laboratorio de materiales de la Facultad de Mecénica, 2021.

1.8.1. Propiedades de oxidacion fotocatalitica

La oxidacion fotocatalitica se ha convertido en una alternativa para el tratamiento de aguas residuales,
la cual segun varias investigaciones ha logrado demostrar una alta degradacion de contaminantes
organicos, tanto en bajas como medianas concentraciones; ademas cabe recalcar que los
contaminantes secundarios generados son muy bajos. Una fotocatalisis heterogénea basicamente
utiliza catalizadores, radiacion ultravioleta y/o solar, para oxidar los contaminantes y finalmente

removerlos (Hernandez-Delgadillo et al. 2013, p. 1646).
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Figura 15-1. Mecanismo de inhibicién microbiana por accion de la oxidacion

fotocatalitica en nanoparticulas metalicas
Fuente: (Hernandez , y otros, 2013 pag. 1647).

1.8.2. Principales métodos de sintesis para la obtencion de nanoparticulas de 6xido de bismuto

Hay una gran diversidad de métodos de sintesis para la obtencion de nanoparticulas en general, sin
embargo, en el caso del 6xido de bismuto se ha limitado la aplicacion de varios de estos métodos
debido a que no resultan nanoparticulas de alta pureza o que por el contrario de los costos de
produccién son sumamente elevados. Es por ello que los principales métodos utilizados son los
métodos de Pechini, Perovskita, bombardeo, ablacion laser, quimica himeda y la mas actual es la

sintesis verde que ha tenido gran aceptacion dentro del &mbito cientifico (Marin-Xicoténcatl y Romén-
Aguirre 2018, p 1).

1.8.2.1. Método de Pechini

El 6xido de bismuto es un fotocatalizador cristalogréfico amarillo de distintas fases (a, B, v, €, 6, ®)
y por su funcién como focalizador puede tener una buena estabilidad con varias sustancias. Para
obtener Bl,O3 por el método Pechini se usa el etilenglicol como agente polimero y tan pronto como
se deje actuar esa ruta durante 2 horas se realiza la medicién del pH. Cuando tenemos un pH baésico,
ejecutamos la solucién con agua destilada conectada a un tubo de refrigeracion en conjunto con un
sistema de rotacion que permite la salida de la humedad a la solucién. Finalmente, al observar que se

ha detenido, se cambia al filtro para finalmente obtener B1,O3 (Marin-Xicoténcatl y Roman-Aguirre 2018, p
1).
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1.8.2.2. Método de Perovskita

Este método se realiza a partir de dos sistemas acuosos en el que los iones son obtenidos a partir de
sus respectivos nitratos. Estas soluciones reconoceran el pH en presencia de indicadores adecuados
con EDTA y causaran una dosificacion precisa de la reaccion. Para ambos sistemas todos los
componentes seran controlados, en este caso el bismuto se controla simultdneamente con &cido
carboxilico en un colchon de agua. Todos estos métodos se aseguraran de mantener la estabilidad con
ayuda de un agitador magnético, asi como el mantenimiento a una temperatura de 50°C durante
aproximadamente una hora y media. Después del tiempo las soluciones se mezclan, manteniendo el
calentamiento durante una hora. A continuacion, la temperatura del aumenta gradualmente a 100 °C,
para eliminar el disolvente y aumentar la viscosidad de las sustancias del sistema. ElI material
resultante se calcina a temperaturas mayores o iguales a 750 °C, para obtener 6xidos de bismuto
estables (Martinez 2011, p. 23).

1.8.2.3. Método de Bombardeo

Esta técnica electrénica de bombardeo verificada a través de un microscopio electrénico de
transmision permite la obtencidn de particulas de bismuto de dimensiones nanométricas. Se realiza
mediante la radiacion de los electrones de oxigeno a una particula de bismuto para producir particulas
de un tamafio determinado, de acuerdo con el momento en que los iones estdn expuestos al
bombardeo. Cuando el tiempo es menor y el angulo es el correcto la forma en que se lleva a cabo este
método produce las estructuras mas finas y con una forma de diamantes, lo que ayuda a una mayor

estabilidad para diferentes propdsitos (Osorio Abraham 2011, p. 22).

1.8.2.4. Método de Ablacion Laser

El método de ablacion laser como primer paso produce una atmosfera de argén que es generada por
la ablacion con laser, luego bombardeando la sal de bismuto que obtiene la ionizacidn de particulas
con tamafios promedio entre 3 y 10 nandmetros. Con esto logra preparar particulas de bismuto con

tamarfios muy pequefios, lo cual resulta muy beneficioso pues poseen una gran pureza (Osorio Abraham
2011, p. 44).
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Figura 16-1. Esquema del proceso de ablacion laser
Fuente: (Morales, 2019 p. 15).

1.8.2.5. Método de Quimica Humeda

Los métodos de quimica himeda se utilizan para producir nanoparticulas de bismuto, gracias a una
simple reduccién quimica con borohidruro de sodio (NaBH.) en presencia de polivinilo (PVP) a
temperatura ambiente. Las interacciones fuertes entre el oxigeno del grupo carboxilico (C = O) de
PVP vy el ion BI** permitieron la formacion de éxido de bismuto, incluso con una pureza de
aproximadamente 85%.

También posee un proceso similar que parte del anterior denominado la red polimérica, donde se usa
el método de microemulcion inversa que sirve para obtener particulas de bismuto cristalinas
(nanocristales) muy sensibles al aire en el orden de 20 nm. Se obtiene una pureza cercana al 95%
debido a que la red polimérica protege a las particulas de bismuto contra la oxidacion, especialmente

después del proceso de calentamiento de la sintesis (Osorio Abraham 2011, p. 24).

1.8.2.6. Método de Sintesis Verde

La sintesis verde es un método que posibilita la bioproduccién de materiales de tamafio nano y
materiales metalicos como el oro, que desean ser amigables con el entorno ambiental. La deduccion
se basé en el principio de biorremediacion, la técnica en la que se utilizan las funciones naturales del
manto vegetal para extraer los materiales que producen contaminacién. Uno de los primeros informes
sobre el uso de este método fue al producir nanoparticulas de plata con plantas alfalfa tratadas con
nitrato de plata como fuente de iones de plata. El analisis de tejidos revelé que las nanoparticulas de
plata tuvieron un didmetro de 2 a 20 nm. Cabe recalcar que a través de esta sintesis habra una

reduccion de metales por especies naturales con un rendimiento antioxidante. Durante los Gltimos
23



diez afios, muchos sistemas bioldgicos han demostrado reemplazar la reduccion de los recursos
quimicos, incluidas las plantas y las algas, las diatomeas, las bacterias, las levaduras, los hongos, los
virus y las células humanas, ya que los microorganismos son capaces de transformar los iones
inorganicos metalicos en nanoparticulas de metal por medio de las capacidades reductoras de los
metabolitos y de las proteinas de estos mismos (Gémez Garzén, 2018).

La sintesis de las nanoparticulas se puede llevar a cabo sobre un nivel intra o extracelular, asi como
las plantas pueden reducir los mismos iones inorganicos en las nanoparticulas metalicas y en su
superficie de la planta y en algunos tejidos. Se han desarrollado varias estrategias con las plantas para
la sintesis de nanoparticulas, algunos usan sales metalicas o un metal oxidado como el 6xido de
titanio. Otra manera para sintetizar directamente las nanoparticulas es mediante el uso del extracto

acuoso de plantas, los cuales contienen uno 0 mas ingredientes activos de una planta en particular
(Gémez Garzon, 2018).
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Figura 17-1. Sintesis verde de nanoparticulas de plata

Fuente: (Gmez Garzon 2018).

1.9.  Técnicas de caracterizacion de nanoparticulas

Las técnicas de caracterizacion de nanoparticulas son empleadas para determinar si un compuesto
cumple con las caracteristicas que queremos. En el caso de las sintesis de nanoparticulas son usadas

para la deteccion de los compuestos sintetizados y evaluar su grado de pureza.

1.9.1. Microscopio electrénico de barrido (SEM)

Un microscopio electronico de barrido nos brinda la posibilidad de observar muestras integradas en
3 dimensiones mediante una microscopia (Figura 15-1), de esta manera podemos reconocer diversos
materiales con la ayuda de haces electronicos moviles y puntuales. Es importante resaltar que para

una caracterizacion con un microscopio electronico de barrido las iméagenes tendran una resolucion

24



de tamafio nano métrico con aumentos hasta de 140,000, ayudando a ajustar la visibilidad de los

materiales (Figura 16-1) (Renau-piqueras y Faura, 1965).

Figura 18-1. Nanomaterial de 6xido de bismuto visto por Microscopio

Electrénico de Barrido

Fuente: Laboratorio de materiales de la Facultad de Mecéanica, 2021.
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Figura 19-1. Esquema de funcionamiento del Microscopio Electronico de Barrido

Fuente: (Morales, 2019 p. 28).

1.9.2. Espectroscopia de Rayos X de energia dispersiva

La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva se realiza a través de un microscopio electrénico
de barrido, de tal modo que provoca una interaccion de las electronico con la superficie del material
a ser analizado, logrando ser captados por un detector que capturaran y amplificar a la informacion

de la muestra suministrada (Renau-piqueras y Faura, 1965, p. 78).
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1.9.3. Espectroscopia de infrarrojo (IR)

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica de caracterizacion de varios tipos de materiales con un
objetivo inmediato de analisis tanto cualitativo como cuantitativo, en el que se detectan grupos
funcionales presentes en el material analizado. De esta forma se puede determinar e identificar con
qué tipo de sustancias estamos trabajando, en el caso de que sea una muestra desconocida. Este
método estudia la absorcion y la emision de energia radiante que se origina por la interaccion de
radiacion electromagnética y el material de estudio. EI IR permite que varias moléculas tengan los
medios suficientes para poder rotar y vibrar a distintas frecuencias, de manera que sea visible del

movimiento vibracional rotacional de cada particula (Piqué y Vazquez 2012).
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Figura 20-1. Espectros de cemento seco obtenido por Infrarrojo

Fuente: (Piqué y Vazquez 2012).
1.9.4. Espectroscopia de UV-Visible (UV-Vis)

La espectroscopia de UV-Visible es una técnica de caracterizacion fundamental en el estudio de
sustancias quimicas dado que resulta una técnica facil, econémica y rapida. Presenta varias ventajas

como la evaluacién de sustancias desconocidas, ademés del efecto de ciertas sustancias hacia otros
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microorganismos. Esta técnica se basa en la medicidn de la absorcién de radiacién UV, lo cual brinda
informacién estados energéticos o moleculares de cierta muestra. Las principales estructuras que
forman parte de un espectrofotémetro UV visible son las ldmparas de deuterio como fuente
energética, el monocromador, prisma de dispersion, colimador y por supuesto la muestra que se desea

evaluar (Figura 16-1).

Muestra

Monocromador
Detector

Rendija de salida

Dispositivode

Fuente Rendija de dispersion

O entrada

Figura 21-1. Esquema de funcionamiento del Uv-Visible

Fuente: (Morales Ramos, 2019, p. 27).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion del estudio

La presente investigacion se llevé a cabo en la Comunidad San Vicente de Lacas ubicada en la
provincia de Chimborazo, especificamente en la Junta administradora de Agua, que proporciono sus
instalaciones para la toma de muestras directas del tanque donde llegan aguas servidas prefiltradas
gue posteriormente se usan para el riego. Esta comunidad se encuentra ubicada de acuerdo con el
sistema WGS84 a 1°39'06” Latitud Sur y 78°37'10” de Longitud Occidental como se muestra en la
Tabla 1-2. Se encuentra a 2850 m.s.n.m. y cuenta con alrededor de 1540 habitantes, los cuales dedican

su vida a la agricultura y comercializacion de productos agricolas.

Tabla 1-2. Coordenadas geogréaficas de la comunidad San Vicente de Lacas

Latitud Sur Longitud Occidental
Norte 00°34'39” 78°3027”
Sur 1°39'06” 78°47'01”
Este 1°06'00” 78°45'07”
Oeste 1°19'34” 78°37'10”

Realizado por: Alvarez, 2021.

Por otra parte, los ensayos a nivel de laboratorio se realizaron en la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, matriz Riobamba, en los laboratorios de Quimica Organica, Analisis Instrumental,
Microbiologia Clinica e Investigacién de la Facultad de Ciencias y el laboratorio de Materiales de la

Facultad de Mecénica.
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2.1.1. Poblacién de estudio

La poblacion de estudio esta representada por las muestras simples recolectadas del tanque, donde
llegan aguas servidas prefiltradas que posteriormente se usan para el riego en la Comunidad San

Vicente de Lacas.

2.1.2. Obtencion de las muestras de aguas servidas para uso de riego

La toma de muestras se llevo a cabo en dos etapas para conservar el estado de las muestras, la primera
muestra se tomd el dia 11 de mayo del 2021 y la segunda muestra se tomé el 31 de mayo del 2021
directamente del tanque donde llegan aguas servidas prefiltradas como se muestra en la Figura 2-2.

El Gréfico 1-2. explica de mejor manera el proceso de recoleccion de muestras simples tomadas
directamente del tanque y la Figura 1-2 nos amplia el panorama de la situacion del recurso agua en la

comunidad.
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Graéfico 1-2. Proceso de recoleccion de muestras simples
Realizado por: Alvarez, 2021.
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Figura 1-2. Tanque donde llegan las aguas servidas prefiltradas
Fuente: Alvarez, 2021.

Figura 2-2. Recoleccion de muestras de agua tomadas directamente del

tanque.
Fuente: Alvarez, 2021.
2.1.3. Técnicas de recoleccion de datos

Los datos necesarios para realizar la presente investigacion se recolectaron mediante técnicas

espectroscopicas y microscopicas, ademas de la observacion directa de las variables.

2.2.  Disefio del experimento

La experimentacion tuvo dos fases, en la primera se realizd la sintesis de nanoparticulas de 6xido de
bismuto (Bi203) y en la segunda fase se realizaron pruebas fisicas y microbiologicas que evaluaron
la capacidad bactericida de las nanoparticulas sintetizadas en la primera fase.
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Para la sintesis de nanoparticulas de 6xido de bismuto se tomé en consideracion la mejor forma de
sintesis, para lo cual se utiliz6 el método menos nocivo y mas efectivo a la hora de realizar las pruebas.
En cuanto a las pruebas fisicas y microbioldgicas, se realizaron series cronoldgicas con repeticion del
estimulo. Dentro de la experimentacién se efectuaron pruebas microbiol6gicas para comparar la
capacidad bactericida de las nanoparticulas de éxido de bismuto (Bi»O3) en distintos lapsos de tiempo
y frente a la exposicién a la luz solar. Asi mismo, se hicieron pruebas fisicas en alicuotas de agua para
determinar si se regularéa el pH y turbidez de las muestras una vez que han estado expuestas a distintos
lapsos de tiempo a las nanoparticulas de 6xido de bismuto.

Tabla 2-2. Variables independientes

Nanoparticulas  de | Tiempo (horas)
Oxido de bismuto

(gramos)

0.1 1

0.1 2

0.1 4

0.1 6

Realizado por: Alvarez, 2021.

Se toman como variables independientes las nanoparticulas de 6xido de bismuto y el tiempo como se
visualiza en la Tabla 2-2 porque son las variables que nos permiten conocer la variacion en el nimero
de colonias de bacterias dentro de las pruebas microbioldgicas y que tanta mejora existe a nivel fisico

de las muestras de agua a través de la aplicacion de pruebas fisicas.

2.2.1. Hip6tesis

Ha: El uso de nanoparticulas de 6xido de bismuto servird como bactericida en muestras de aguas
servidas en la comunidad San Vicente de Lacas de la provincia de Chimborazo.

Ho: El uso de nanoparticulas de 6xido de bismuto no servird como bactericida en muestras de aguas

servidas en la comunidad San Vicente de Lacas de la provincia de Chimborazo.
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2.3.

2.3.1.

2.3.2.

Materiales y equipos

Materiales

Vasos de precipitacion
Pipetas graduadas
Varillas de agitacién
Pera de succion
Erlenmeyer

Tubos de ensayo
Gradilla

Papel aluminio
Papel filtro Whatman
Frascos de plastico
Envases de plastico
Hojas de menta
Agua destilada
Alcohol

Mecheros

Aza de siembra
Cajas Petri

Guantes

Crisoles
TermoOmetro

Agar nutritivo

Agar sangre
Portaobjetos

Cinta adhesiva

Rotuladores

Equipos

Balanza analitica
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pHmetro

Turbidimetro HACH RATIO/XR
Espectrofotometro de UV-Visible
Espectrofotometro IR

Microscopio binocular

Microscopio electronico de barrido (SEM)
Incubadora

Autoclave

Agitador magnético

Hornilla Eléctrica

Reactivos

Nitrato de bismuto Bi (NO3)s
Violeta de metilo C24H2sN3Cl
Safranina CzoH1gN4Cl

Lugol I,
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CAPITULO Il

3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1.  Sintesis de nanoparticulas de 6xido de bismuto

3.1.1. Sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de bismuto

Para la sintesis verde de las nanoparticulas de éxido de bismuto se utilizo como agente bioldgico
reductor, extracto de menta obtenido a partir de hojas de la especie Mentha arvensis, una especie de
la familia de la menta. Por otra parte, se usé como ion metalico en solucién el nitrato de bismuto.
Las hojas de menta se lavaron minuciosamente con agua destilada para eliminar las particulas de
polvo que pudiesen existir. Luego fueron escogidas una por una las que se encontraban con mejor
estado como muestra la Figura 1-3 y se secaron en presencia de luz solar.

Una vez que las hojas estuvieron completamente secas, se cortaron en trozos tal como se indica en la
Figura 2-3 y se procedio a la preparacién del extracto de menta. Se sumergieron 20.0 g de hojas de
Mentha arvensis en 200 ml de agua destilada y se hirvieron a 95°C durante 3 horas. El extracto

obtenido (Figura 3-3) se enfrié a temperatura ambiente y se filtrd usando papeles de filtro Whatman.

Figura 1-3. Hojas de Mentha arvensis en buen estado
Fuente: Alvarez, 2021.
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Figura 2-3. Hojas de Mentha arvensis secas y cortadas
Fuente: Alvarez, 2021.

Figura 3-3. Extracto de Mentha arvensis
Fuente: Alvarez, 2021.

3.1.2. Obtencion de nanoparticulas de 6xido de bismuto

Para obtener las nanoparticulas de 6xido de bismuto se disolvio 2 g del ion metalico en solucion en
10 ml de agua destilada, ésta mezcla se mantuvo en agitacion constante y con una temperatura de
95°C por 15 minutos en el agitador magnético. Posteriormente, se agregd la anterior solucién con 20
ml de extracto de Mentha arvensis a 95°C y nuevamente se mantuvo en agitacion constante y con una

temperatura de 95°C por 24 horas en el agitador magnético (Figura 4-3).
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Se realizé una revision periddica de la muestra para evitar accidentes dentro del laboratorio. Una vez
que pasaron las 24 horas las nanoparticulas de 6xido de bismuto se encontraron en estado sélido y

mostraron un color marrén claro dentro del vaso de precipitacién donde se mantuvieron como se
indica en la Figura 5-3.

Figura 4-3. Solucion de extracto de menta y nitrato de bismuto con agua
destilada

Fuente: Alvarez, 2021.

Figura 5-3. Nanoparticulas de 6xido de bismuto en estado s6lido obtenidas
Fuente: Alvarez, 2021.
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3.2.  Caracterizacion de nanoparticulas de éxido de bismuto sintetizadas

Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por microscopia electronica de barrido, espectroscopia
de Rayos X de energia dispersiva para determinar su tamafio, morfologia y composicion;
espectroscopia de infrarrojo y espectroscopia de UV-Visible.

3.2.1. Andlisis por microscopia electronica de barrido (SEM)

Las nanoparticulas de éxido de bismuto obtenidas a partir de la sintesis verde, mostraron un tamafio
de particula entre 20-90 nandémetros y forma alargada redonda determinada por microscopia
electronica de barrido (Figura 6-3).

Figura 6-3. Microscopia Electronica de Barrido de nanoparticulas de BiOs

Fuente: Laboratorio de materiales de la Facultad de Mecanica, 2021.

3.2.2. Espectroscopia de Rayos X de energia dispersiva
El anélisis elemental por espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (Figura 7-3) en el

Microscopio Eléctrico de Barrido (Figura 8-3), mostrd un compuesto puro de éxido de bismuto, a
partir de una muestra de las nanoparticulas de 6xido de bismuto sintetizadas.
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Figura 7-3. Espectroscopia de Rayos X de energia dispersiva de nanoparticulas Bi.O;

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ciencias, 2021.

Figura 8-3. Microscopio Eléctrico de Barrido (SEM)

Fuente: Laboratorio de materiales de la Facultad de Mecanica, 2021.

3.2.3. Espectroscopia de infrarrojo (IR)

El andlisis mediante una caracterizacion por Espectrometria infrarrojo (Figura 9-3) nos permite avalar
que en efecto el compuesto es completamente 6xido de bismuto. El 6xido de bismuto por lo general
presenta un pico o banda pronunciado entre los 1000 y 1800 cm™ que es denominada como la longitud
de onda.
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En nuestro caso la muestra analizada en el Espectrofotometro de Infrarrojo (Figura 10-3) presento la
banda con una longitud de onda de 1403.2 cm™ y una absorbancia de 67.06%, lo cual nos permite
corroborar nuevamente que en efecto el compuesto que sintetizamos es en su totalidad 6xido de
bismuto.
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Figura 9-3. Espectroscopia de Infrarrojo de nanoparticulas Bi>Os

Fuente: Laboratorio de Quimica Instrumental de la Facultad de Ciencias, 2021.

Figura 10-3. Espectrofotometro de Infrarrojo

Fuente: Laboratorio de Quimica Instrumental de la Facultad de Ciencias, 2021.
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3.2.4. Espectroscopia de UV-Visible (UV-Vis)

El andlisis mediante una caracterizacion por Espectrometria UV-Visible (Figura 11-3) al igual que la
Espectrometria infrarrojo nos permite comprobar que se produjo el compuesto que quisimos al

realizar una sintesis, en este caso en particular de nanoparticulas de 6xido de bismuto. El éxido de

bismuto presenta su pico en este tipo de analisis entre los 180 y 220 nm.

La muestra analizada en la presente investigacion presenta su pico a los 200,714 nmy una absorbancia
de 1,655. De esta manera podemos ratificar que el compuesto que se sintetizo es Oxido de bismuto,

siendo una muestra pura.
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Figura 11-3. Espectroscopia de UV-Visible de nanoparticulas Bi»Os;

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ciencias, 2021.

3.3.  Pruebas fisicas en alicuotas de muestras de aguas servidas para riego

3.3.1. Determinacion de pH

Para la determinacion del pH se utilizé el medidor pHmetro de mesa Fisher Scientific Accumet
AB150. Para analizar las muestras se coloco el electrodo hasta la mitad del volumen de las mismas y
una vez que se estabilizé se tomo el valor que el equipo automéaticamente produce (Figura 12-3).

El proposito de medir el pH de las muestras es evaluar la efectividad de las nanoparticulas de 6xido

de bismuto para reducir la carga bacteriana y consecuentemente regular el pH de las alicuotas de agua

servidas después de lapsos de tiempo de exposicion.
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Figura 12-3. Medicion de pH de las muestras
Fuente: Alvarez, 2021.

3.3.1.1. Determinacion del pH inicial en alicuotas de muestras de aguas servidas para riego

Se determiné el pH en una alicuota de muestra de aguas servidas para riego de 10 ml sin aplicacion
de nanoparticulas de 6xido de bismuto, donde el resultado que arrojé fue un pH de 6,72 (Figura 13-

3), es decir de caracter &cido, que, aunque no es malo podria mejorar.

Figura 13-3. Medicion de pH inicial
Fuente: Alvarez, 2021.
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3.3.1.2. Determinacién del pH en alicuotas de muestras de aguas servidas expuestas a las
nanoparticulas de déxido de bismuto en ausencia de luz solar cada 1, 2, 4 y 6 horas

respectivamente

Para determinar el pH en alicuotas de muestras de aguas servidas expuestas a las nanoparticulas de
oxido de bismuto en ausencia de luz solar, se coloc6 1g de las nanoparticulas de 6xido de bismuto en
10 ml de muestra de agua. Se procedi6 a esperar los tiempos establecidos y hacer la medicion de pH,
obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 1-3.

Tabla 1-3. Evaluacién de pH en alicuotas expuestas a las nanoparticulas
de Bi,Osen ausencia de luz solar

pH (1-14) Tiempo (horas)
6,95 1
7,25 2
7,28 4
7,31 6

Realizado por: Alvarez, 2021.

Claramente se demuestra una regulacion en el pH de las muestras de agua llegando a un pH de 7,31.

Un pH neutro mejora en gran medida la calidad del agua de riego.

3.3.1.3. Determinacién del pH en alicuotas de muestras de aguas servidas expuestas a las
nanoparticulas de 6xido de bismuto en presencia de luz solar cada 1, 2, 4 y 6 horas

respectivamente

Para determinar el pH en alicuotas de muestras de aguas servidas expuestas a las nanoparticulas de
Oxido de bismuto en presencia de luz solar, se coloc6 1g de las nanoparticulas de 6xido de bismuto
en 10 ml de muestra de agua. Se procedio a esperar los tiempos establecidos y hacer la medicién de

pH, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 2-3.
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Tabla 2-3. Evaluacion de pH en alicuotas expuestas a las nanoparticulas

de Bi,Ozen presencia de luz solar

pH (1-14) Tiempo (horas)
7,32 1
7,25 2
7,60 4
7,74 6

Realizado por: Alvarez, 2021.

Claramente se demuestra una regulacion en el pH de las muestras de agua llegando a un pH de 7,74.
Esto nos brinda la oportunidad de mejorar la calidad del agua de riego. Mediante los resultados
alentadores podemos verificar que a partir de la oxidacion fotocatalitica lograda de la exposicion a la
luz solar se aumento el potencial bactericida de las nanoparticulas de éxido de bismuto.

3.3.2. Determinacion de turbidez

Para la determinacion de la turbidez se usé el turbidimetro HACH RATIO/RX. Para analizar las
muestras se colocé un patrén de viables sellados que calibrara el equipo y luego las muestras de agua
servida de riego para obtener el valor correcto. En este tipo de equipos se toman valores intermedios
entre el valor mas alto y bajo dado que al existir particulas en suspension aun en las muestras de agua,
el equipo no se logra estabilizar completamente (Figura 14-3).

El propdsito de medir la turbidez de las muestras es evaluar la efectividad de las nanoparticulas de
Oxido de bismuto para reducir la carga bacteriana y consecuentemente reducir la turbidez de las

alicuotas de agua servidas despueés de lapsos de tiempo.

Turbidimetro |

Figura 14-3. Medicion de turbidez
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3.3.2.1. Determinacién de la turbidez inicial en alicuotas de muestras de aguas servidas para riego
Se determind la turbidez en una alicuota de muestra de aguas servidas para riego de 10 ml sin
aplicacién de nanoparticulas de 6xido de bismuto, donde el resultado que arrojé fue una turbidez de

7,30 NTU (Figura 15-3), siendo un valor admisible pero que no demuestra una calidad excelente.

Turbidimetro

Figura 15-3. Medicion de turbidez inicial

3.3.2.2. Determinacion de la turbidez en alicuotas de muestras de aguas servidas expuestas a las
nanoparticulas de Oxido de bismuto en ausencia de luz solar cada 1, 2, 4 y 6 horas

respectivamente

Para determinar la turbidez en alicuotas de muestras de aguas servidas expuestas a las nanoparticulas
de d6xido de bismuto en ausencia de luz solar, se colocd 1g de las nanoparticulas de 6xido de bismuto
en 10 ml de muestra de agua y se procedio a esperar los tiempos establecidos y hacer la medicion de

turbidez en las mismas, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3. Evaluacion de turbidez en alicuotas expuestas a las

nanoparticulas de Bi>Osen ausencia de luz solar

Turbidez (NTU) Tiempo (horas)
7,30 1
7,10 2
6,63 4
5,83 6

Realizado por: Alvarez, 2021.
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Evidentemente los valores expresan que existe una reduccion de turbidez mientras mas tiempo las
muestras de agua estan en contacto con las nanoparticulas de Bi>Os. La muestra final tuvo una turbidez
de 5,83 NTU que refleja que el namero de particulas en suspension ha disminuido. Pese a la reduccién

de carga contaminante, estos resultados siguen sin ser viables para el uso de estas aguas.

3.3.2.3. Determinacién de la turbidez en alicuotas de muestras de aguas servidas expuestas a las
nanoparticulas de éxido de bismuto en presencia de luz solar cada 1, 2, 4 y 6 horas

respectivamente

Para determinar la turbidez en alicuotas de muestras de aguas servidas expuestas a las nanoparticulas
de 6xido de bismuto en presencia, se coloc6 1g de las nanoparticulas de 6xido de bismuto en 10 ml
de muestra de agua y se procedio a esperar los tiempos establecidos y hacer la medicion de turbidez
en las mismas, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 4-3.

Tabla 4-3. Evaluacion de turbidez en alicuotas expuestas a las

nanoparticulas de Bi»Os;en presencia de luz solar

Turbidez (NTU) Tiempo (horas)
7,30 1
5,61 2
4,63 4
2,38 6

Realizado por: Alvarez, 2021.

Evidentemente existe una reduccion en la turbidez mientras mas tiempo las muestras de agua estan
en contacto con las nanoparticulas de Bi»Osy a la luz solar. La muestra final tuvo una turbidez de 2,38
NTU que refleja que el nimero de particulas en suspension ha disminuido drésticamente cuando las

muestras se pusieron en contacto a la luz solar.

3.4.  Preparacion de medios de cultivo e identificacion de bacterias

Para la preparacion de los medios de cultivo se realizé una dilucién de las muestras iniciales de agua
servida dado que de esta manera al ser sembradas en los agares se podra establecer un conteo correcto
del nimero de colonias. Si las muestras de agua son colocadas directamente al medio de cultivo habra

una aglomeracién de colonias que hara casi imposible el analisis.
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Luego, se procedio a la preparacion de los medios y siembra en placas respectivamente, para poder
realizar el aislamiento de cepas puras y poder identificar a través de Tincion Gram (Figura 16-3) el
tipo de bacterias que se encontraban en las muestras de aguas servidas usadas para riego en la

Comunidad San Vicente de Lacas.

Figura 16-3. Caracterizacién morfologica de bacterias mediante

Tincién Gram

Fuente: Laboratorio de Microbiologia clinica de la Facultad de Ciencias, 2021.

3.4.1. Preparacion de diluciones de las muestras de agua servida para riego

Para realizar las diluciones de las muestras de agua servida para riego se utilizo las alicuotas, agua
destilada para reducir la carga bacteriana, tubos de ensayo, pipetas, pera de succion y gradillas (Figura
17-3). El procedimiento realizado se detalla en el Grafico 1-3, cabe recalcar que debe realizar con
mucha precaucion y en espacio aséptico para que no ingresen bacterias distintas a las que se

encuentran presentes en las muestras.

S EPENEDL

n

Figura 17-3. Diluciones de las muestras de aguas servidas
Fuente: Alvarez, 2021.
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Gréfico 1-3. Procedimiento para preparar diluciones de la muestra de aguas servidas

Realizado por: Alvarez, 2021.

3.4.2. Preparacion de medios de cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo se necesito principalmente de agares selectivos para
bacterias, en este caso, los que se usaron fueron Agar Sangre y Agar Nutritivo, se necesitaron cajas
Petri y agua destilada. Se debe mantener todas las precauciones de asepsia y esterilizacién (Figura

18-3) ya que se pueden llegar a contaminar los medios de cultivos y ya no serian aptos para una

posterior siembra. El proceso completo de preparacion de medios se detalla en el Gréafico 2-3.

%_%
4>_4>
_

Gréfico 2-3. Proceso para la reparacion de medios de cultivo

Realizado por: Alvarez, 2021.
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Figura 18-3. Preparacion de medios de cultivo
Fuente: Alvarez, 2021.

3.4.3. Siembraen placas

Para realizar la siembra en placas se realizaron dos técnicas. La primera técnica utilizada para verter
la disolucidon obtenida de las aguas servidas de riesgo fue extension en placa, en donde con la ayuda
de una pipeta se agregé 0.1ml de la disolucion, que luego fue distribuida uniformemente por todo el
medio de cultivo con la ayuda de un aza de vidrio estéril.

La segunda técnica fue la siembra en superficie. Una vez que se obtuvieron colonias de las primeras
siembras, se hizo una segunda siembra en donde con la ayuda de un aza estéril se coloco parte del
inoculo en las cajas nuevas, esperando aislar las cepas de las bacterias para luego someterlas a Tincién
Gram y evaluar su morfologia.

Una vez que se realizo la siembra se mantuvieron las cajas en la incubadora en un promedio de 48
horas a 37°C.

3.4.4. Aislamiento de bacterias en medios de cultivo
Para el aislamiento de cepas de las bacterias tomamos muestras de indculos de diferentes colonias de

cajas que fueron sembradas por extension (Figura 19-3) de las diluciones de agua servida de riego y
se pasaron a cajas nuevas obteniendo cepas puras (Figura 20-3).
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Figura 19-3. Colonias encontradas en la siembra por extension
Fuente: Alvarez, 2021.

Figura 20-3. Cepa pura aislada
Fuente: Alvarez, 2021.

3.4.5. Caracterizacion e identificacion morfoldgica de bacterias a partir de Tincion Gram

Para la identificacion de las bacterias que se encontraban en las muestras de aguas servidas de riego
se realizd una caracterizacion morfoldgica a partir de Tincion Gram (Figura 21-3), con el propdsito
de examinar las cepas puras de los cultivos frescos con esta técnica y mediante la utilizacién del
microscopio binocular (Figura 22-3) observar el tamafio, forma, y color de las bacterias en cuanto a
su pared bacteriana, clasificandose como Gram positivas 0 negativas.

La forma es diferencial para cada tipo de bacteria y se tuvo un especial cuidado en observar bordes,

textura, color y forma tanto en el medio, como a nivel microscépico.
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Figura 21-3. Bacterias vistas luego de realizar Tincion Gram

Fuente: Laboratorio de Microbiologia clinica del Facultad de Ciencias, 2021.

Figura 22-3. Microscopio binocular
Fuente: Alvarez, 2021.

Una vez realizada la Tincion Gram, se logré reconocer principalmente a 4 especies de bacterias dentro

de las muestras las cuales fueron Escherichia Coli, Pseudomonas spp., Klebsiella spp. y Salmonella

Spp.

3.5.  Pruebas microbioldgicas a partir de muestras de aguas servidas para riego

Las pruebas microbiol6gicas que se efectuaron en este trabajo nos permitieron conocer la capacidad

bactericida de las nanoparticulas de 6xido de bismuto expuestas a diversos periodos de tiempo en

presencia y ausencia de luz solar, observando una disminucion en el nimero de colonias mientras

mas tiempo se encontraban las muestras en contacto con las nanoparticulas y a la luz directa del sol.
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A las muestras de agua en dilucién se colocaron las nanoparticulas de 6xido de bismuto y se dej6 que

reaccionen por un lapso de 1, 2, 4 y 6 horas respectivamente expuestas a la luz.

3.5.1. Determinacion del numero de colonias en Agar Nutritivo

3.5.1.1. Determinacién del nimero de colonias a partir de una muestra de aguas servidas para riego

en estado inicial

Para determinar el nimero de colonias inicial, se realizé la siembra de extension en placa, en donde
con laayuda de una pipeta se agregd 0.1ml de la disolucion, que luego fue distribuida uniformemente.
Al cabo de 48 horas incubandose a 37°C, se obtuvo un total de 15 colonias (Figura 23-3) de las 4

especies bacterianas antes mencionadas.

Figura 23-3. Colonias obtenidas de la muestra inicial en Agar

Nutritivo
Fuente: Alvarez, 2021.

3.5.1.2. Determinacion del nimero de colonias con nanoparticulas de 6xido de bismuto cada 1, 2,

4y 6 horas respectivamente

Para determinar el nimero de colonias, se realizé la siembra de extension en placa, con la ayuda de
una pipeta se agreg6 0.1ml de muestra mezcladas con 0.1 g nanoparticulas de Bi>Osen los lapsos de
tiempo establecidos, que luego fueron distribuidos uniformemente en cada caja Petri. Al cabo de 48

horas incubandose a 37°C, se obtuvieron los resultados de la Tabla 5-3.
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Tabla 5-3. Numero de colonias con nanoparticulas de BioOsen Agar Nutritivo

Tiempo de exposicion a las
nanoparticulas de 6xido de bismuto Medio de cultivo
Horas Agar nutritivo
1 10 colonias
2 4 colonias
4 0 colonias
6 0 colonias

Realizado por: Alvarez, 2021.

A través de estos resultados podemos evidenciar que existe una disminucion considerable del namero
de bacterias, ya que de 15 colonias pasaron a 0, mientras mas tiempo las nanoparticulas de éxido de

bismuto se encuentren en las muestras de aguas servidas diluidas.

3.5.1.3. Determinacién del namero de colonias sin nanoparticulas de 6xido de bismuto cada 1, 2, 4

y 6 horas respectivamente
Para determinar el namero de colonias de la misma forma se realizé el mismo procedimiento, sin
embargo, ya no se agregaron las nanoparticulas de Bi»Os. Al cabo de 48 horas incubandose las

muestras en los tiempos establecidos a 37°C, se obtuvieron los resultados de la Tabla 6-3.

Tabla 6-3. Numero de colonias con nanoparticulas de Bi-Osen Agar Nutritivo

Tiempo Medio de cultivo
Horas Agar nutritivo
1 15 colonias
2 15 colonias
4 15 colonias
6 15 colonias

Realizado por: Alvarez, 2021.

Abiertamente a través de estos resultados podemos reafirmar que sin la aplicacion de nanoparticulas

de déxido de bismuto no hay ninguna disminucion en el nimero de colonias.
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3.5.1.4. Determinacién del crecimiento bacteriano en agar Nutritivo con y sin nanoparticulas de

Oxido de bismuto en estado puro.

Para determinar si existia 0 no crecimiento bacteriano en medios de cultivo con la aplicacién directa
de éxido de bismuto en su estado sélido puro luego de la sintesis, se realizd la siembra de 2 cepas
puras en agar nutritivo y se procedié a colocar en una de ellas 0.1 g de nanoparticulas de éxido de
bismuto. Posteriormente se colocd en la incubadora a 37°C por 48 horas. Obtenido los resultados de
la Tabla 7-3.

Tabla 7-3. Namero de colonias con y sin nanoparticulas de Bi.Os; en Agar

Nutritivo
Numero de colonias
Cepas Con Bi20s | Sin Bi20O3
Cepal 0 6
Cepa 2 0 2

Realizado por: Alvarez, 2021.

3.5.2. Determinacion del nimero de colonias en Agar Sangre

3.5.2.1. Determinacion del nimero de colonias a partir de una muestra de aguas servidas para riego

en estado inicial

Para determinar el nimero de colonias inicial, se realizd la siembra de extension en placa, en donde
con la ayuda de una pipeta se agregd 0.1ml de la disolucion, que luego fue distribuida uniformemente.
Al cabo de 48 horas incubandose a 37°C, se obtuvo un total de 5 colonias (Figura 24-3) con 2 de las

4 especies bacterianas antes mencionadas.
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Figura 24-3. Colonias obtenidas de la muestra inicial en Agar Sangre

Fuente: Alvarez, 2021.

3.5.2.2. Determinacioén del nimero de colonias con nanoparticulas de 6xido de bismuto cada 1, 2,

4y 6 horas respectivamente

Para determinar el nimero de colonias, se realizd la siembra de extensién en placa, en donde con la
ayuda de una pipeta se agregdé 0.1ml de muestra mezcladas con 0.1 g nanoparticulas de Bi,Osen los
lapsos de tiempo establecidos, que luego fueron distribuidos uniformemente en cada caja Petri. Al

cabo de 48 horas incubandose a 37°C, se obtuvieron los resultados de la Tabla 8-3.

Tabla 8-3. Numero de colonias con nanoparticulas de Bi-Os en Agar Sangre

Tiempo de exposicion a las
nanoparticulas de 6xido de bismuto | Medio de cultivo
Horas Agar sangre
1 3 colonias
2 0 colonias
4 0 colonias
6 0 colonias

Realizado por: Alvarez, 2021.

Podemos confirmar mediante los resultados obtenidos que existe una disminucién en este medio
también del numero de bacterias mientras mas tiempo las nanoparticulas de 6xido de bismuto se

encuentren en las muestras de aguas servidas diluidas. EI namero de colonias bajo de 5 a 0.
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3.5.2.3. Determinacién del nimero de colonias sin nanoparticulas de 6xido de bismuto cada 1, 2, 4

y 6 horas respectivamente
Para determinar el nimero de colonias de la misma forma se realiz6 el mismo procedimiento, sin
embargo, ya no se agregaron las nanoparticulas de Bi,Os. Al cabo de 48 horas incubandose las

muestras en los tiempos establecidos a 37°C, se obtuvieron los resultados de la Tabla 9-3.

Tabla 9-3. Numero de colonias con nanoparticulas de Bi,Osen Agar Sangre

Tiempo Medio de cultivo
Horas Agar sangre
1 5 colonias
2 5 colonias
4 5 colonias
6 5 colonias

Realizado por: Alvarez, 2021.

Los resultados nos confirman que sin la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de bismuto no hay

ninguna disminucion en el numero de colonias.

3.5.2.4. Determinacién del crecimiento bacteriano en agar Sangre con y sin nanoparticulas de

Oxido de bismuto en estado puro.

Para determinar si existia 0 no crecimiento bacteriano en medios de cultivo con la aplicacién directa
de éxido de bismuto en su estado sélido puro luego de la sintesis, se realiz6 la siembra de 2 cepas
puras en agar sangre y se procedié a colocar en una de ellas 0.1 g de nanoparticulas de 6xido de
bismuto. Posteriormente se coloco en la incubadora a 37°C por 48 horas. Obtenido los resultados de
la Tabla 10-3.

Tabla 10-3. Numero de colonias con y sin nanoparticulas de Bi.Os en Agar

Nutritivo
NuUmero de colonias
Cepas Con Bi20s | Sin Bi20s
Cepal 0 7
Cepa 2 0 11

Realizado por: Alvarez, 2021.

55



3.6.  Anadlisis del Disefio Experimental

Para realizar el analisis del disefio experimental se utilizé la Correlacion de Pearson, para poder
determinar la relacion que se establecia entre las variables, es decir el tiempo de exposicion de las
nanoparticulas con el agua versus el nimero de colonias que crecerian en los tiempos establecidos.
De esta forma, a través de Excel (Figura 25-4) se realizaron las tablas con los resultados obtenidos en
la parte experimental y se establecio el coeficiente de Correlacion de Pearson para los resultados en
Agar Nutritivo como se muestra en la Tabla 11-3 y para Agar Sangre indicado en la Tabla 12-3.

AGAR NUTRITIVO AGAR SANGRE
i | Tiempo (horas) | Colonias i Tiempo (horas) | Colonias
1 0 15 1 0 5
2 1 10 2 1 3
3 2 4 3 2 0
4 4 0 4 4 0
5 6 0 5 6 0
COEFICIENTE COEFICIENTE 0802646
DE PEARSON (r) DE PEARSON (r)
=PEARSON({C5:C

PEARSON(matriz1, matriz2)

CORRELACIONES DE PEARSON SEGUN EL VALOR QUE

TOMA T
r=-1 |G inversa perfecta
1€r<0 |G inversa
r=0  [No haycorrelacion
0<rel Directa
r=1 Directa Perfecta

Figura 25-4. Resultados de la correlacién de Pearson en Excel
Fuente: Alvarez, 2021.

Tabla 11-3. Coeficiente de Correlacion de Pearson para los resultados en
Agar Nutritivo

AGAR NUTRITIVO

i Tiempo (horas) Colonias
1 0 15

2 1 10

3 2 4

4 4 0

5 6 0
COEFICIENTE DE PEARSON (r) -0.968248

Realizado por: Alvarez, 2021.
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Tabla 12-3. Coeficiente de Correlacion de Pearson para los resultados en

Agar Sangre
AGAR SANGRE

i Tiempo (horas) Colonias
1 0 5

2 1 3

3 2 0

4 4 0

5 6 0
COEFICIENTE DE PEARSON (r) -0.876501

Realizado por: Alvarez, 2021.

De acuerdo con los resultados obtenidos a través del Coeficiente de Correlacion de Pearson podemos
establecer que existe una correlacion inversa entre las variables del tiempo establecido y colonias
tanto para muestras de Agar Nutritivo que con un Coeficiente de Correlacion de -0.968248 se
posesiona como Correlacion Inversa como para las muestras en Agar Sangre que con el Coeficiente
de Correlacion de -0.876501 de igual forma de fija como Correlacién Inversa de acuerdo con la
Correlacion de Pearson.

3.7. Influencia de variables

3.7.1. Evaluacion del efecto de las nanoparticulas de 6xido de bismuto en bacterias

Segun el analisis comparativo de la Tabla 5-3 y Tabla 6-3 en Agar Nutritivo podemos evidenciar
claramente que existe una disminucién de carga bacteriana considerablemente cuando a las muestras
de agua de riego diluidas se les agrega las nanoparticulas de 6xido de bismuto, ya que al estar en
contacto con las nanoparticulas de 6xido de bismuto disminuyo el nimero de bacterias y al no
colocarlas, el nimero de bacterias no vario en lo absoluto.

Asi mismo, en el analisis comparativo de la Tabla 8-3 y Tabla 9-3 en Agar Sangre podemos demostrar
que existe una disminucion de carga bacteriana, Ilegando a la nulidad de colonias, que al contrario de
las muestras que no se les adiciond las nanoparticulas de 6xido de bismuto, el nimero de bacterias no
se redujo.

Por otro lado, el andlisis de la Tabla 7-3 y Tabla 10-3, muestra perfectamente como la aplicacion de

nanoparticulas de forma directa inhibe totalmente el crecimiento de bacterias, ya que a las placas que
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se les colocaron las nanoparticulas no presentaron muestra alguna de crecimiento de bacterias una
vez que paso el proceso de incubacién por 48 horas, mientras que si hubo crecimiento en las placas

gue no tenian las nanoparticulas.

3.7.2. Evaluacion del efecto del tiempo sobre las nanoparticulas de 6xido de bismuto

De acuerdo con la Tabla 5-3 en Agar Nutritivo, el nimero de colonias pas6 de 15 a 0 en 6 horas, lo
que nos permite asociar que el tiempo de contacto entre el agua y las nanoparticulas es importante
dentro del estudio y méas tiempo de exposicion existird un menor nimero de colonias, teniendo una
relacion inversamente proporcional. Por otra parte, en la Tabla 6-3 en Agar Nutritivo no hubo
intervencion de nanoparticulas de 6xido de bismuto por lo cual no existe variacion de colonias en el
tiempo.

De igual manera en la Tabla 8-3 en Agar Sangre, el nimero de colonias disminuy6 de 5a 0 en 6
horas, lo que nos permite asociar nuevamente que el tiempo de contacto entre el agua y las
nanoparticulas es un factor relevante, teniendo una relacion inversamente proporcional con respecto
al numero de colonias. Por otra parte, en la Tabla 9-3 en Agar Sangre no se evidencio6 reduccion de

carga bacteriana porque no hubo intervencién de nanoparticulas de éxido de bismuto.

3.7.3. Evaluacion del efecto de la luz solar sobre las alicuotas de agua servida con nanoparticulas

de 6xido de bismuto

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 2-3 y Tabla 4-3 se observa que en presencia de
luz solar las nanoparticulas de 6xido de bismuto activan su actividad fotocatalitica lo que hizo que
disminuya la carga contaminante bacteriana, de tal manera que los datos arrojados fueron muy
buenos, debido a la disminucion de turbidez y la neutralidad de pH que se obtuvo. Esto indica una
mejor calidad en el agua de riego. Por otro lado, la Tabla 1-3 y Tabla 2-3, expresan una reduccion de
carga al existir la presencia de nanoparticulas de 6xido de bismuto, pero por el contrario de las

expuestas a la luz solar, la inhibicién de bacterias fue leve.
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CONCLUSIONES

Se compil6 una serie de datos sobre el 6xido de bismuto y como en la actualidad tiene gran aceptacién
dentro de los métodos de tratamiento biol6gico de aguas debido a su accion bactericida, ya que aparte
de ser un método eficaz resulta un método amigable con el ambiente y no registra efectos nocivos a
corto y largo plazo.

Se realiz6 la sintesis de nanoparticulas de 6xido de bismuto a partir de una sintesis verde usando
extracto de Mentha arvensis y una solucion de ion metalico de nitrato de bismuto, obteniendo
nanoparticulas puras de acuerdo con el andlisis de Espectroscopia de Rayos X de energia dispersiva
realizada en el Microscopio Electronico de barrido y un tamafio de particula entre 20-90 nanémetros.
La forma de las nanoparticulas fue alargada redonda y el color obtenido fue marrén claro.

Se evaluaron los resultados de las pruebas tanto fisicas como microbiol6gicas y ambas nos reafirman
que el uso de nanoparticulas de 6xido de bismuto como bactericida es sumamente efectivo, dado que
se redujo considerablemente la carga bacteriana al momento en que las muestras de aguas servidas

de riego se pusieron en contacto con las nanoparticulas de 6xido de bismuto (Santodomingo 2018, p. 13).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un andlisis con un Microscopio Electronico de Transmisién ya que con este
quipo se podria medir con mayor exactitud en tamafo de particula de las nanoparticulas que son
sintetizadas.

Se podria en siguientes estudios probar con extractos de plantas distintas para evaluar la pureza de
las nanoparticulas obtenidas a través de sintesis verde, es decir, demostrar la eficiencia oxidante, por
ejemplo, de hojas de cilandro, orégano o perejil ya que son econdmicas y podrian dar excelentes
resultados.

Se sugiere el estudio de nanoparticulas de 6xido de bismuto con otros contaminantes, como
contaminantes organicos en el agua, de tal manera que podamos averiguar su capacidad de reducir

carga contaminante de distinto tipo.
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GLOSARIO

Colonia bacteriana: Se conoce como colonia bacteriana al conjunto de bacterias agrupadas las cuales
han sido incubadas alrededor de 24 horas en cierto medio de cultivo. este tipo de colonias puede variar
de tamafio, forma o color dependiendo de la especie (Vargas, et al., 2014 p. 2594).

Longitud de onda: La longitud de onda es la distancia que existe entre dos puntos de onda de cierta
particula, estos puntos a la vez se relacionan pon el movimiento vibracional de cada sustancia o
muestra lo que permite estudiar la absorcion de la energia que se produce (Piqué, et al., 2012).
Morfologia bacteriana: La morfologia bacteriana es aquella que tiene que ver con las caracteristicas
fisicas de una bacteria 0 una colonia bacteriana, en este caso se pueden presentar formas como
bastones, botones y variaciones de estos (Vargas, et al., 2014 p. 2596).

Nitrato de bismuto: El nitrato de bismuto es un compuesto quimico que resulta de la reaccion entre
acido nitrico y bismuto.
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ANEXOS

ANEXO A: ANALISIS DE ESPECTROSCOPIA DE RAYOS X DE ENERGIA DISPERSIVA
PARA EVALUAR PUREZA DEL OXIDO DE BISMUTO
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ANEXO B: MUESTRA DE 5 GRAMOS DE OXIDO DE BISMUTO OBTENIDOS A PARTIR DE
LA SINTESIS VERDE DE NANOPARTICULAS.




ANEXO C: PESAJE DEL ION METALICO, NITRATO DE BISMUTO, PARA SU USO EN LA
SINTESIS VERDE DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE BISMUTO.
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ANEXO D: PREPARACION DE LAS DILUCIONES DE LAS MUESTRAS DE AGUA SERVIDA
DE LA COMUNIDAD SAN VICENTE DE LACAS.

i‘




ANEXO E: PROCESO DE RECOLECCION DE MUESTRAS DE AGUAS SERVIDAS EN LA

COMUNIDAD SAN VICENTE DE LACAS PARA LAS PRUEBAS FISICAS Y
MICROBIOLOGICAS.
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