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RESUMEN

El agua es la esencia de la vida, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo obtener
nanoparticulas de plata (AgNPs) mediante sintesis verde para que estas sean evaluadas como
agentes bactericidas en el tratamiento de aguas residuales. Para la sintesis de las nanoparticulas
de plata se utilizd metodologia verde mediante reduccién, donde la sal precursora fue el nitrato
de plata (AgNO3) y el agente reductor fue un extracto acuoso de las hojas de Physalis Peruviana
L (uvilla). La caracterizacion se realizd por espectroscopia de Uv-vis y microscopia electrénica
de barrido (MEB). La evaluacion de la actividad bactericida de las nanoparticulas se llevé a cabo
in vitro en medios de cultivos solidos (agar nutritivo), determinandose el crecimiento de las
bacterias en UFC/ml. Para el andlisis estadistico se utilizé un disefio factorial 3*2 contando con
dos factores, la concentracion de las AgNPs y el tiempo de exposicion a la luz solar (1, 2y 3
horas); siendo la variable estudiada el crecimiento bacteriano en el medio. La presencia de AgNPs
se evidencié con el andlisis del espectro Uv-vis, presentando lecturas de 412-415 nm. Mediante
el andlisis SEM se observo la morfologia de las AgNPs, identificando formas ovaladas e
irregulares y con un tamafio variable en el rango de 7,88— 30,47 nm. ElI mejor resultado como
agente bactericida se obtuvo al utilizar AgNPs sintetizadas a una concentracion de 1,5 M y con
una exposicion de 3 horas a la luz solar. Se concluyé que las nanoparticulas de plata obtenidas
por una sintesis verde actlan como agente bactericida frente a Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella parathypi, Pseudomona oryzihabitans, Edwardsiella
tarda y Shigella flexnery. Se recomienda realizar pruebas fitoquimicas a los extractos de las platas

para conocer que metabolitos permiten la reduccién de los metales a nanoparticulas.

Palabras clave: <AGUAS RESIDUALES>, <NANOTECNOLOGIA>, <NANOPARTICULAS
DE PLATA >, <SINTESIS VERDE>, <AGENTE BACTERICIDA >.
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SUMMARY

Water is the essence of life, the present research work aimed to obtain silver nanoparticles
(AgNPs) through green synthesis so that they are evaluated as bactericidal agents in wastewater
treatment. For the synthesis of silver nanoparticles, green methodology was used by reduction,
where the precursor salt was silver nitrate (AgNO3) and the reducing agent was an agueous extract
of the leaves of Physalis Peruviana L (uvilla). Characterization was performed by Uv-vis
spectroscopy and scanning electron microscopy (SEM). The evaluation of the bactericidal activity
of the nanoparticles was carried out in vitro in solid culture media (nutritive agar), determining
the growth of bacteria in CFU/ml. For the statistical analysis, a 32 factorial design was used with
two factors, the concentration of AgNPs and the time of exposure to sunlight (1, 2 and 3 hours);
being the variable studied the bacterial growth in the medium. The presence of AgNPs was
evidenced with the analysis of the Uv-vis spectrum, presenting readings of 412-415 nm. Through
the SEM analysis, the morphology of the AgNPs was observed, identifying oval and irregular
shapes with a variable size in the range of 7.88—30.47 nm. The best result as a bactericidal agent
was obtained by using AgNPs synthesized at a concentration of 1.5 M and with an exposure of 3
hours to sunlight. It was concluded that the silver nanoparticles obtained by a green synthesis act
as a bactericidal agent against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella parathypi, Pseudomona oryzihabitans, Edwardsiella tarda and Shigella flexnery. It
is recommended to perform phytochemical tests on the extracts of the silvers to know which

metabolites allow the reduction of metals to nanoparticles.

Keywords: <WASTEWATER>, <NANOTECHNOLOGY>, <SILVER NANOPARTICLES>,
<GREEN SYNTHESIS>, <BACTERICIDAL AGENT>.
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INTRODUCCION

El agua juega un papel importante en el desarrollo de la vida, sin ella nada existiria. A pesar de
ello, la escasez de este recursos hidrico ha ido aumentando progresivamente por las diversas
actividades realizadas por el hombre, tales como: desarrollo industrial, avances tecnolégicos,
explotacién de los recursos naturales, contaminacion ambiental, etc (Bolafios-benitez et al., 2020). Las
aguas residuales provienen principalmente de la actividad doméstica e industrial. Segin la ONU,
maés del 80% de las aguas residuales de tipo doméstico son llevadas a los rios sin tratamiento
previo. Esta contaminacién afecta a toda la poblacidn, principalmente a nifios menores de 5 afios
causandoles graves enfermedades, llevandolos incluso a la muerte (ONU, 2016).
Ecuador esta conformado por 24 provincias, cuenta con 421 plantas de tratamiento de agua, de
las cuales el 39 % realiza un tratamiento parcial (tratamiento fisico) y el 61% no realiza ningun
tipo de tratamiento. Finalmente, estas aguas terminan en los rios (INEC, 2016). Un estudio realizado
por el Instituto Nacional de Estadisticay Censos (INEC), informa que el 20,7% de la poblacién
ecuatoriana consume agua contaminada con la bacteria Escherichia coli. La mitad de esta agua
contaminada proviene de la red pablica y el porcentaje restante, de agua embotellada (Pozo et
al, 2016).
Desde el altimo estudio realizado por el INEC en el afio 2016, Guayaquil tom6 medidas para
mejorar su infraestructura para el manejo aguas residuales con apoyo del Banco Mundial esta
labor comenz6 desde el afio 2016, esta plata cuenta con generacion de energia en los procesos de
las plantas de tratamiento y planificacion de cuencas hidrograficas (Brault y Marmanillo, 2020, p. 7).
En la actualidad, los tratamientos de aguas residuales disponibles utilizan principalmente
guimicos que impactan negativamente al medio ambiente, ademas de ser costosos para la mayoria
de paises (Magalhaes, 2021). Por ello, se busca nuevas alternativas eficientes y eficaces para el
tratamiento de aguas residuales. La nanotecnologia es una opcion viable para enfrentar esta
problematica, ya que ofrece la capacidad de controlar la materia a escala nanométrica (1-100 nm),
creando materiales con propiedades especificas (Yunus et al., 2012, p. 23).
La nanotecnologia a puesto su mirada en las nanoparticulas de plata para el tratamiento de aguas
residuales de tipo doméstico por sus propiedades bactericidas (Vergara y Roledo, 2017). La plata ha
sido utilizada desde la antigiiedad para la desinfeccion de aguas y también en la medicina. Varios
estudios han demostrado que las nanoparticulas de plata son capaces de inhibir el crecimientos de
casi 200 especies bacterianas gram positivas y gram negativas, incluso contra aquellas que han
desarrollado resistencia (Rojas et al., 2020, p. 60).
La sintesis de AgNPs actualmente se ha enfocado en la metodologia verde por ser amigable con
el ambiente, rentable y darse en un solo paso (Ahmed et al., 2016). Considerando la biodiversidad de
plantas que existe en el Ecuador, la presente investigacion propone la sintesis de nanoparticulas
de plata a partir de extractos de las hojas de Physalis peruviana L (uvilla). Las hojas de uvilla
1


https://www.worldbank.org/en/results/2019/10/15/improved-wastewater-management-and-equitable-access-to-sanitation-services-in-guayaquil
https://blogs.worldbank.org/es/team/jean-martin-brault
https://blogs.worldbank.org/es/team/iris-marmanillo

son antioxidantes por los compuestos fenolicos que presentan, estos ayudan al extracto a actuar

como agente reductor natural (Lépez y Yanchaliquin, 2017).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El agua es el liquido vital mas importante para todos los seres vivos. Dado a los avances realizados
por el hombre como el desarrollo industrial, este recurso se ha ido contaminando por quimicos,
metales y bacterias potencialmente peligrosas. Ademas, la escasez de agua esta incrementando
rapidamente por el crecimiento de la poblacién, contaminacidn y cambio climético. Por ello, se
ha visto la necesidad de realizar investigaciones en aguas residuales provenientes de uso
domeéstico para su reiso. Riobamba, con 225 000 habitantes, es la ciudad que més contamina de
la region, alli se vierten 350 litros por segundo de aguas contaminadas a los rios (Cerén et al., 2015,
p. 36). En la actualidad, existen pocas acciones de los municipios para la desinfeccion de los
liquidos residuales, principalmente en las comunidades. EI 80% de los 4 a 500 litros por segundo
que corren por ese afluente estd contaminado con coliformes fecales y metales pesados, los
mismos que son usados sin tratamiento por comunidades rurales para el regadio de cultivos (Puente,
2015). El objetivo es evaluar la actividad bactericida de nanoparticulas de plata en muestras de
agua residual tomadas de la comunidad San Vicente de Lacas, ayudando asi a futuras

investigaciones con el fin de que se implemente una solucién eco amigable a gran escala.



JUSTIFICACION

El agua es vital para todas las formas de vida, por lo que debemos buscar mecanismos para su uso
sustentable; la reutilizacion de aguas residuales de tipo doméstico es una opcion viable para la
sostenibilidad de este recurso hidrico, generando cambios productivos y una gran contribucién al
medio ambiente. Entre los beneficios del tratamiento de aguas residuales tenemos el hecho de que
se podria cubrir hasta un 100% de las necesidades de agua en el ramo agricola, agua que es usada
por la comunidad de San Vicente de Lacas para riego (Marcor, 2011).

La nanotecnologia tiene multiples aplicaciones que van desde la medicina hasta la aeronautica.
De ahi que, durante los Ultimos afios, la nanotecnologia se ha convertido en una alternativa
prometedora y amigable para mejorar el tratamiento de agua (Pefiate, 2016). En este sentido, son
varios los estudios que demuestran que la nanotecnologia, en concreto los nanomateriales, pueden
ayudar a resolver los inconvenientes que presentan los sistemas actuales de tratamiento de agua
y aguas residuales: potabilizacion, desalinizacion, desinfeccion, depuracion, etc. (Cerén et al., 2015).
Los nanomateriales gracias a su area y reactividad de superficie, retienen mas contaminantes que
los absorbentes naturales. Un ejemplo son las nanoparticulas de plata que muestran actividad
bactericida superior que los desinfectantes comunes (Pefiate, 2016). Por lo ya expuesto, esta
investigacion se basa en la biosintesis de nanoparticulas de plata como agente bactericida para ser
usado en aguas residuales domésticas. Dicha investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de
investigacion de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo con
la ayuda técnica del grupo de investigacion GIMA. La sintesis de las nanoparticulas se realiz6
mediante una sintesis verde utilizando como sal precursora el AgNOs y como agente reductor un
extracto de uvilla (Physis Peruviana L) que se obtuvo través de una técnica de extraccion liquida
en el laboratorio de Productos Naturales de la misma Facultad. La caracterizacion se realizé por
espectroscopia de UV- vis y microscopia electronica. Para determinar la actividad bactericida de
las nanoparticulas de plata se realiz6 pruebas in vitro, con las muestras de agua tomadas de los
tanques de recepcion de San Vicente de Lacas, en el laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Este estudio contribuird al conocimiento técnico en procesos de biorremediacion ya que serd
realizado a pequefa escala, tomando muestras de los tanques de recepcion de San Vicente de
Lacas de la ciudad de Riobamba. Ademas, se investigd una nueva metodologia ya que se pretende
sintetizar nanoparticulas de plata aplicando sintesis verde utilizando materia organica de extracto
de uvilla (Physalis Peruviana L.) como agente reductor, que de acuerdo con la investigacion

realizada en la Universidad Estatal de Bolivar, posee actividad antimicrobiana (Lépez y Yanchaliquin,
2017, p. 9).



OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener nanoparticulas de plata mediante sintesis verde para ser analizadas como agentes

bactericidas en el tratamiento de aguas residuales de tipo doméstico.

Obijetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de plata usando como agente reductor extracto acuoso de Physalis
peruviana L (uvilla)

e Caracterizar nanoparticulas de plata obtenidas mediante una sintesis verde aplicando técnicas
de espectroscopia ultravioleta visible (Uv-vis), Microscopia electrdnica de barrido (SEM) y
Espectroscopia de rayos X de energia dispersa (EDS).

e Determinar la actividad bactericida de las nanoparticulas de plata mediante pruebas in vitro
con bacterias presentes en muestras de aguas residuales tomadas de los tanques de recepcion
de San Vicente de Lacas.

HIPOTESIS

Hipotesis nula

Ho: Las nanoparticulas de plata obtenidas mediante una sintesis verde no actlan como agente

bactericida en el tratamiento de aguas residuales de tipo domeéstico.

Hipdtesis alternativa

Ha: Las nanoparticulas de plata obtenidas mediante una sintesis verde actian como agente

bactericida en el tratamiento de aguas residuales de tipo doméstico.



CAPITULO |

1. MARCO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes de la investigacion

Desde la antigliedad la plata se ha utilizado como desinfectante de agua y también ha tenido
multiples usos en medicina. En 1992, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
aprobd la solucidn de plata idnica como agente antibacteriano, pero con la sintesis de antibi6ticos
su uso disminuyd. Sin embargo, en los ultimos afios se ha visto una gran resistencia de las
bacterias hacia los antibioticos, por lo que en la actualidad los investigadores han puesto su mirada
en la plata pero esta vez aplicando la nanotecnologia como nanoparticulas de plata (Cardosa, 2016).
En una investigacion realizada en la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, se llevo a cabo
la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando AgNO3z; como sal precursora y tres agentes
reductores: borohidruro de sodio, citrato de sodio y ademas se realizé una sintesis verde utilizando
extracto de ajo. En la caracterizacion obtuvieron longitudes de ondas maximas entre 394,4 a 427,6
nm y tamafios que oscilan 12 a 100 nm. Esta investigacién tuvo como fin evaluar qué agente
reductor presenta mejor rendimiento en la sintesis de AgNPs dando como resultado, que al usar
citrato de sodio como agente reductor, presenta un rendimiento de reaccion en un 93,36%. Sin
embargo, se sugiere el método que tiende a la quimica verde utilizando extracto de ajo, que
presenta un rendimiento de reaccién de 88,54% (Escobar, 2015, p. 5).

La produccién de nanoparticulas mediante sintesis verde es de gran interés investigativo por su
menor impacto ambiental, esto se puede evidenciar en la investigacion realizada en la Universidad
de Guayaquil donde sintetizaron nanoparticulas de plata usando extracto de semilla de apio como
agente reductor y AgNO; como sal precursora. El objetivo de este estudio fue investigar si las
nanoparticulas de plata actdan como larvicidas. El resultado fue un indice de mortalidad de 80-
90 % en las muestras donde utilizaron las nanoparticulas puras. Ademas, se obtuvieron
nanoparticulas con un tamafio que oscilan entre 10 a 20 nm y presentaron una longitud de onda
de 400 nm (René y Marquez, 2019, p. 70-80).

En la Universidad de Guayaquil, se llevd a cabo una investigacion donde se sintetizaron
nanoparticulas de plata para evaluar su inhibicion bacteriana. Se utiliz6 como agente reductor una
serie de compuestos organicos de la Punica granatum y como sal presurosa nitrato de plata, la
presencia de las AgNPs se evidencio por espectroscopia Uv-vis, su tamafio fue de 10-20 nmy con
forma esférica. Las AgNPs biosintetizadas demostraron actividad bactericida contra las especies

Escherichia coli, Staphyloccocus aureus y Aspergillus niger (Castro, 2018, p. 90).



La biosintesis de nanoparticulas de plata no solamente se da a partir de plantas, sino también a
partir de bacterias, levaduras y hongos; esto lo podemos evidenciar en la investigacion realizada
en la Universidad Veracruzana donde obtuvieron AgNPs por via flngica utilizando el hongo
Penicillium purpurogenum. En la caracterizacion, las AgNPs presentaron un tamafio de 10,5 nm.
La finalidad de esta investigacion fue estudiar la actividad antimicrobiana presente en 12 bacterias
aisladas de frutos en deterioro, presentando una inhibicion del crecimiento en un 93 a 99%,
utilizando la dilucion con una relacién 1:5 de AgNPs/caldo nutritivo (Rojas et al., 2020, p. 10).

Por otro lado, en la Universidad EIA de Colombia, se investigd la actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de plata que fueron obtenidas por sintesis verde utilizando como agente reductor
d-limoneno y como sal precursora nitrato de plata. El analisis de la actividad antibacteriana se
realiz6 en Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella
oxytoca ATCC 700324, Enterococcus casseliflavus ATCC 700327, Escherichia coli vy
Pseudomonas aeruginosa, donde las AgNPs presentaron una concentracién minima inhibitoria

(CMI) y una concentracién minima bactericida (CMB) de 28 pug mL-1 contra todas las bacterias
(Echeverry et al., 2020).

1.2. Bases teoricos

1.2.1. Agua

El agua es un compuesto que esta formado por hidrégeno y oxigeno. Es uno de los recursos que
interviene en varios procesos biolégicos indispensables para la vida del planeta. EI hombre
depende de su disponibilidad no sélo para el consumo doméstico sino también para la continuidad

de las actividades agricolas e industriales (Garcia et al., 2016).

1.2.1.1. Agua en el mundo

Alrededor de 1.000 millones de personas actualmente sufren de la escasez de agua en el mundo.
La UNESCO considera que para el 2025 dicha cantidad va a incrementar hasta 3.000 millones de
habitantes. La carencia de este recurso hidrico es exclusivamente critica en el Norte de China,
Norte de Africa y Este de Asia. En la figura 1 se representa la disponibilidad de agua dulce y la

poblacion, en porcentajes y por continente (Auge, 2007).
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Figura 1-1. Disponibilidad de agua dulce en el mundo.
Fuente: Auge, 2007.

1.2.1.2. Distribucion del recurso hidrico.

La tercera parte del planeta tierra esta compuesta por agua, el 97% es agua salada y el 3% es agua
dulce. De este 3 %, el 70% de agua dulce se encuentra congelada y bloqueada en los glaciares,
aproximadamente el 30% se encuentran en zonas montafiosas de dificil acceso. Por lo tanto, la
humanidad depende de menos del 1 % del agua existente para todas sus necesidades y las de los
ecosistemas de agua dulce (Torre, 2015, p. 21).

De este 1%, en los paises de Suramérica entre ellos Ecuador, aproximadamente dos tercios se

usan para la agricultura y sector industrial, mientras que el 10% es usado en el sector municipal.

1.2.2. Aguas residuales

Las aguas residuales son aquellas que, por el uso del hombre, deben ser desechadas ya que,
contienen gran cantidad de sustancias bio peligrosas y microorganismos. Dichas aguas, pueden
ser causa y vehiculo de contaminacién, particularmente en aquellos lugares donde son evacuadas
sin un tratamiento previo o con un tratamiento minino, como por ejemplo rio abajo, donde son
utilizadas para la agricultura. Los cultivos procedentes de este tipo de riego son consumidos en
los pueblos y grandes ciudades (Espigares y Pérez, 2008, p. 2-3).

Las aguas residuales se pueden clasificar segun su origen en:

Aguas residuales domeésticas o0 aguas negras: provienen de las heces y orina humanas, como
también del uso cotidiano del hombre. Estas aguas contienen materia orgéanica y

microorganismos.



Aguas blancas: Se originan en la atmdsfera (Iluvia, nieve o hielo) o del riego y limpieza de calles,
parques y lugares publicos.
Aguas residuales industriales: Descienden de los procesamientos realizados en fabricas y

establecimientos industriales (Espigares y Pérez, 2008, p. 3).

1.2.2.1. Tratamientos de aguas residuales

Los paises con ingresos econdémicos altos cuentan con un tratamiento eficiente de aguas
residuales, gozando de fuentes alternativas para el relso de agua. Los paises con bajos recursos
econdmicos, tratan sus aguas en un 8% dado que no cuentan con la infraestructura, capacidad
técnica, institucional y/o financiera necesaria. Por lo ya mencionado, en Ecuador méas del 85% de

sus aguas residuales son desembocados en rio llegando finamente a los océanos (Diaz et al., 2012, p.
80-82).

1.2.3. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen por fisidn binaria. La mayor
parte son de vida libre, excepto algunas especies que son de vida intracelular obligada. Su tamafio

oscila entre las 0.5 y 3 um, pudiendo llegar en algunos casos a 10 um (Macias et al, 2019, p.11).

1.2.3.1. Morfologia

La forma de las bacterias esta determinada por la rigidez de su pared celular. Entre ellas se pueden
encontrar cocos, bacilos y espirilos.

Las bacterias, dado a su tamafio, deben ser observadas con el microscopio 6ptico o electrdnico.
En los laboratorios el mas usado es el microscopio Optico. Los microrganismos se pueden
observar sin tincion colocando la muestra en glicerol para que esta aumente el indice refractario;

0 con tincién, usando distintas coloraciones que mejoran su visualizacion (Macias et al., 2019).
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Figura 2-1. Morfologia de las bacterias.
Fuente: Sanjuan,2019.

1.2.3.2. Crecimiento bacteriano

Se puede definir como el incremento en la cantidad de sus constituyentes y estructuras celulares,
este incremento puede ser individual y poblacional. EI primero se da en ausencia de la division
celular donde; se presenta un aumento de tamafio y peso de las células, por otra parte, el
crecimiento poblacional se basa en el aumento del nimero de células.

Puede definirse como un aumento en el nimero de sus componentes y estructuras celulares,
aumento que puede ocurrir tanto de manera individual como en poblaciones. EI primero ocurre
en ausencia de division celular, donde hay un aumento en el tamafio y peso de la célula; y por
otro lado, el incremento de la poblacién depende de la agregacion en el nimero de células (Sanchez

& Silva, s.f.).

1.2.3.3. Curva del crecimiento bacteriano

La curva se divide en 4 fases: fase de latencia, fase de crecimiento exponencial, fase estacionaria

y fase de muerte.
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Figura 3-1. Curva del crecimiento bacteriano.
Fuente: Sanjuan, 2019.

Fase de latencia: Es la fase primordial del crecimiento bacteriano, donde se da la adaptacion al
medio de cultivo. Ademas, se presenta el aumento de la masa celular pero no el aumento del
nimero de células. En esta fase también se forman enzimas, metabolitos intermedios hasta
alcanzar la concentracion necesaria para dar lugar a la siguiente fase (Pérez del Angel, 2009, p. 71).
Fase de crecimiento exponencial: Se sintetiza nuevas material a una taza constante, puede
prolongarse de manera indefinida si las células se transfieren a un nuevo medio.

Fase estacionaria: Se agota la fuente de energia por ende las células comienzan a morir, pero
también ciertas células se multiplican dando lugar al recambio celular.

Fase de muertes: Disminucion exponencial de las células (Pérez del Angel, 2009, p. 23).

1.2.3.4. Métodos de medicion del crecimiento

Conteo microscopico directo: Esta es una técnica utilizada en los laboratorios de microbiologia,
siendo la mas comun, rapida y econdmica. Este método se basa en contar bajo un microscopio el
namero de células en un volumen determinado, en cdmaras de conteo. El recuento microscépico
proporciona informacién adicional sobre el tamafio y la forma de los objetos contados. Las
muestras se pueden utilizar integro o preparar diluciones (Sanjuan, 2019, p.15).

Conteo de células viables: Esta técnica se puede utilizar tanto en medios sélidos como liquidos.
El recuento se usa generalmente en placas en las que se han formado colonias, por lo tanto, la
técnica identifica solo células microbianas viables. El procedimiento se basa en la inoculacion de
una cantidad conocida de suspension bacteriana. En el medio sélido, cada bacteria se multiplica,
formando una colonia que es visible al ojo humano y se puede contar. Dado que las colonias

pueden provenir de una célula o de un grupo de células, se aplica el término “Unidad formadora
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de colonias” (UFC). Las condiciones dptimas de conteo ocurren cuando crecen entre 25 y 250
colonias (Reynoso et al., 2015).

Medicion de la densidad bacteriana: Es una teécnica en la que se mide la masa de
microorganismos en una suspensién. Para ello, se utiliza un espectrofotometro y se mide la
cantidad de luz que atraviesa una dispersion de microorganismos, en comparacion con un blanco

(medio esterilizado y sin sembrar) (Sanjuan, 2019).

1.2.3.5. Bacterias en aguas residuales

Las bacterias en aguas residuales son principalmente de origen fecal o provenientes de procesos
de biodegradacion, tanto en la naturaleza como en las plantas de tratamiento. En las aguas
residuales, prevalecen las especies pertenecientes a los siguientes grupos: Escherichia,
Salmonella, Enterococcus faecalis, Proteus, Pseudomonas, Aeromonas, Serratia,
Bifidobacterium , Clostridium, Zoogloea, Flavobacterium, Nocardia, Achromobacter,
Alcaligenes, Mycobacterium , Nitrosomonas, Nitrobacter (Espigares y Pérez, 2008, p. 18).

1.2.4. Nanotecnologia

La nanotecnologia se enfoca en la sintesis, caracterizacion y empleo de estructuras biolégicas y
no bioldgicas mas pequefias que 100 nm. Las estructuras en esta escala han mostrado tener
propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales como un medio para controlar su tamafio,
superficie y forma. De hecho, se encuentran aplicadas en multiples aspectos de la investigacion
como la electrénica y disefio de nuevos materiales (Celorrio et al., 2007: p.125-126).

En los Gltimos afios desde el auge de la nanotecnologia, las principales ciencias de aplicacion que
predominan son la informatica, la medicina, la biologiay la construccién. En la actualidad, existen
cerca de tres mil productos generados con nanomateriales, la mayoria para usos industriales. A
pesar de esto las investigaciones mas destacadas se registran en el campo de la medicina y la
biologia. Por lo ya mencionado, las investigaciones se centran en como aplicar la nanotecnologia
en la medicina para mejorar la capacidad de prevenir, diagnosticar, comprender y tratar las
enfermedades (Cuadrado et al., 2017, p. 20).

La comunidad cientifica sefiala que la nanotecnologia debe considerarse como una prioridad en

el futuro (Confederacion de consumidores y usuarios, 2015, p. 1).
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1.2.5. Nanoparticulas

La palabra nanoparticula se refiere a todo material o elemento donde al menos una de sus
dimensiones se encuentra en el rango de 1 a 100 nanémetros. Por su tamafio, estos materiales
pueden interactuar de forma concreta con las células y tejidos humanos (European Commission, 2014).

1.2.5.1. Clasificacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas se pueden clasificar de diversas formas segun su tamafio, forma, origen, etc.

A continuacidn, se presentara una de las clasificaciones mas sobresalientes.

Tabla 1-1: Clasificacion de nanoparticulas

Nanoparticulas
(NPs)

Concepto

NPs Orgéanicas Estas NPs son biodegradables. Debido a sus caracteristicas de
sensibilidad al calor y a la luz, se les ha utilizado para la
administracion de farmacos. Las principales NPs organicas son:

ferritina, micelas, dendrimeros y liposomas.

NPs Inorganicos

Se caracterizan por
ser biocompatibles e
hidréfilas, ademas
de ser mas estables

que las organicas.

Metalicas: Poseen propiedades optoeléctricas

Unicas debido a las caracteristicas de
resonancia del plasma. Las principales NPs de
metal que se han sintetizado son: aluminio,
oro, hierro, plomo, plata, cobalto, zinc,

cadmio y cobre.

Oxidos metalicos: El objetivo es modificar las

propiedades del metal respectivo, por
ejemplo, aumentar la reactividad y la
eficiencia. Entre estas NPs estan oxido de
zinc, dioxido de silicio, 6xido de hierro, 6xido

de aluminio, 6xido de cerio u 6xido de titanio.

NPs de ceramica

Conocidas como sélidos no metélicos, pueden ser policristalinas,

amorfas, porosas, densas o huecas. Son investigadas como foto

cataliticas

NPs bioldgicas

Son de origen natural, se sintetizan en el sistema biol6gico. Por

ejemplo: magnetosomas, exomas, lipoproteinas o virus.

Fuente: Gilani et al, 2020.

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
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1.2.6. Nanoparticulas de plata

La plata ha sido aprovechada por sus propiedades bactericidas durante cientos de afios;
antiguamente se empleaba en conductos construidos de metal para preservar el agua y fue aplicada
como propuesta médica (Gonzales et al., 2014). En los siglos XV Il y XVII1 se emple6 el nitrato de plata
en el tratamiento de Ulceras. Mas tarde, en 1960 se emple6 en el tratamiento de las quemaduras.
La introduccion de los antibidticos determind un descenso en su uso. Sin embargo, en los ultimos
afios como consecuencia de la resistencia bacteriana y mejora tecnolégica aplicada al uso de
nanoparticulas, la plata la podemos encontrar en productos médicos y de consumo dado a su
versatilidad y menor toxicidad en comparacion con otros bactericidas (Cardosa, 2016, p. 78).

Las nanoparticulas de plata son objeto de estudio debido a sus propiedades Unicas. Entre ellas la
absorcién que se da al interaccionar los electrones de la superficie y el campo electromagnético
de las NPs, dando como resultado la resonancia de plasmén superficial (SPR) en rangos de
longitudes de onda UV-visible. Esto ha creado un gran interés para un amplio rango de
aplicaciones opticas y fotdnicas. Investigaciones recientes han mostrado que en su forma de NPs,
son efectivas como agentes antimicrobianos contra bacterias y virus (Morales et al., 2009, p. 5).

Las nanoparticulas de plata presentan un fuerte potencial bactericida dado a su mayor relacion
superficie-volumen, presentando en promedio un tamafio de 10-100 nm. Al ser particulas
altamente reactivas se pueden integrar como principio activo a desinfectantes y medicamentos,
ofreciendo ventajas especificas como el descenso de la toxicidad, la superacion de la resistencia

y la reduccién del costo (en comparacion con los antibidticos convencionales) (Torres, 2016).

1.2.6.1. Nanoparticulas de plata como bactericida

Las AgNPs son de gran interés investigativo ya que tiene numerosas aplicaciones bactericidas y
antifungicas. Estas NPs se han implementado como recubrimiento bacterianos en implantes
cardiovasculares, catéteres, componentes dentales en cuanto al area médica (Rafique et al., 2017, p.
89).

La actividad bactericida de las AgNPs se relaciona directamente con las caracteristicas
morfoldgicas y fisicoquimicas que influyen en el éxito de estos compuestos como agentes
antimicrobianos. Estudios han demostrado una accién antibacteriana mayor de las AgNPs cuando
las particulas son mas pequefias, mejora la permeabilidad de los iones de Ag* en las células
microbianas facilitando la muerte celular (Ortiz, 2019, p. 76).

Las AgNPs pueden actuar como agente bactericida contra casi 650 especies, incluso contra
bacterias que han desarrollado resistencia a antibidticos. Algunos estudios han demostrado que

estas NPs presentan un buen rendimiento in vitro frente a bacterias Gram positivas como
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Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Bacillus subtilis y Gram negativas como

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella typhi (Echeverry et al., 2020, p.9).

1.2.6.2. Mecanismo de accidn de las nanoparticulas de plata

Varias investigaciones desarrolladas en varios paises han demostrado la actividad bactericida de

las AgNPs contra bacterias, incluso, contra hongos y virus. Se ha reconocido un mecanismo de

accion que cuenta con 4 pasos bien definidos (Ortiz G, 2019, p. 4) que son:

Adhesion de las AgNPs a la superficie de la pared celular y la membrana: Esta accion se
debe a la carga positiva presentada por las AgNPs, que facilita la union a la membrana celular
cargada negativamente y, en Ultima instancia, altera la pared celular para aumentar la
permeabilidad bacteriana (Feréndez, 2017, p. 8).

Penetracion de AgNPs dentro de la célula y nucleos: En este caso las AgNPs ingresan a la
célula microbiana donde pueden interactuar con estructuras celulares y biomoléculas,
provocando efectos dafiinos sobre los microorganismos. En particular, la interaccion de las
AgNPs con los ribosomas causa su desnaturalizacion, lo que conduce a la inhibicion de la
traduccion y sintesis de proteinas (Rodriguez, 2017, p. 12).

Induccion de toxicidad celular y estrés oxidativo: Un aumento del estrés oxidativo celular
en las bacterias es indicativo de los efectos tdxicos inducidos por los iones metalicos (Ag*).
La fuerte actividad antibacteriana de las AgNPs se debe a su capacidad para generar especies
reactivas de oxigeno (ERO) y radicales libres, provocando la muerte celular (Fernandez, 2017).
Modulacidn de las vias de transduccidn de sefiales: Se cree que el ciclo de fosforilacion y
la cascada de desfosforilacion, es un mecanismo de sefializacion en los microorganismos para
el crecimiento microbiano y la actividad celular. Lo cual provocaria la inhibicion del

crecimiento bacteriano (Ortiz, 2019, p. 124).
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Figura 4-1.Mecanismo de accién de las AgNPs en las bacterias.
Fuente: Ortiz, 2019.

1.2.7. Sintesis de nanoparticulas

Existen dos enfoques principales para la sintesis de nanoparticulas: top-down y bottom-up. El
primero, conocido como método descendente, reduce su tamafio de agregacion hasta llegar a un
tamafio nanométrico. El segundo, se denomina método ascendente donde las nanoparticulas se
forman a partir de sustancias mas pequefias aprovechando su estado de agregacion y

autoorganizacion (Pérez, 2014).

ENFOQUES DE SINTESIS DE
NANOPARTICULAS

!

. Z \ 4

Procesos Top-down Procesos Bottom-up

(Arriba hacia abajo) (Abajo hacia arriba)
v Molienda mecanica Precipitacion quimica
v Ablacion laser Deposicion quimica de vapor (DQV)
v Descomposicién térmica Condensacion de atomos o moléculas

o Ly v -
v’ Pulverizacién catodica Procesos Sol-gel
. . L v
v Método litogréfico Procesos plasma
v' Sintesis verde o biolégica

Figura 5-1. Métodos de nanoparticulas.
Fuente: Pérez, 2014.
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1.2.7.1. Sintesis verde

La sintesis verde esta siendo utilizada en los ultimos afios debido a que tiene un menor impacto

ambiental en comparacion con algunos de los métodos fisico quimicos, pero también porque

pueden usarse para producir grandes cantidades de NPs libres de contaminantes, con tamafio y

morfologia bien definida. Hay una gran fuente de recursos naturales para la sintesis de NPs como

plantas, hongos, levaduras y bacterias (Torres, 2016, p. 20).

El proceso de la biosintesis se basa en utilizar bacterias, plantas y hongos para degradar

contaminantes organicos peligrosos y convertir contaminantes inorganicos en compuestos con

menor toxicidad para el medio ambiente. De la biorremediacion se deriva la fitorremediacion, en

la cual las plantas realizan funciones naturales para extraer y recuperar metales de suelos

previamente contaminados por los mismos. Las plantas no solo acumulan metales, sino que

también son depositados como nanoparticulas. La primera investigacion con sintesis verde se dio

en base a la utilizacién de alfalfa para producir nanoparticulas de plata. EI anlisis de los tejidos

revel6 que las nanoparticulas de plata, que median entre 2 a 20 nm de didmetro, se habian

acumulado en las raices y brotes de las plantas (Gémez, 2018, p. 54).

En general esta sintesis se da en tres etapas:

¢ Nucleacion: Donde un metal en estado catiénico por un proceso de reduccion pasa a metal
cero valente

e Crecimiento: Donde se determina el tamafio de la nanoparticula

e Estabilizacion: Es necesario un agente estabilizador dado que las NPs estan en escala nano

y tienden a aglomerarse hasta encontrar su estabilidad (Pérez, 2014, p. 20).

NUCLEACION CRECIMIENTO
) . ;
atomos de plata libres | mnoparticuas (l‘c ;ata

Figura 6-1. Proceso de sintesis de las nanoparticulas de plata.
Fuente: Escobar, 2015.
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1.2.7.2. Sintesis de nanoparticulas con plantas

Desde 1900, se ha conocido la capacidad de los extractos de plantas para reducir los iones
metéalicos. Las plantas suelen ser la primera opcion de los investigadores debido a su abundancia
en biomasa, diversidad de especies y repertorios moleculares (Ljaz et al., 2020). Las plantas usan
metabolitos primarios y secundarios como estrategia de supervivencia y respuestas fisioldgicas a
agentes estresantes. Estos metabolitos pueden actuar sinérgicamente en la reduccion de iones
metalicos y la estabilizacion de la superficie de nanoparticulas metalicas (Pérez, 2014, p.27).

Los principales responsables de la reduccion de los iones metalicos segun la investigacion
realizada por (Meléndez, 2020) son metabolitos con propiedades antioxidantes como aminoacidos,
taninos fenoles, flavonoides, enzimas, péptidos, etc.

1.2.8. Uvilla (Physalis peruviana L.)

Pertenece a la familia de las Solanaceas y al género Physalis, en el Ecuador se encuentra en estado
silvestre y también en grandes cultivos.

Los principales metabolitos secundarios presentes en esta plata son flavonoides, alcaloides y
ceramidas. Los extractos etandlicos de raices, ramas, hojas y cdaliz poseen actividad
antimicrobiana in vitro usando la prueba de difusién en agar contra las bacterias; Bacilus subtilis,
Sarcinia lutea, Neisseria sp., Mycobacterium phlei. El extracto etan6lico de hojas posee ademés

actividad contra Escherechia coli y Candida albicans (Pumacota, 2018).

Figura 7-1. Planta de Uvilla.
Fuente: Yanchapanta, Erika, 2021.
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1.2.9. Propiedades de las nanoparticulas de plata

1.2.9.1. Area superficial

Las nanoparticulas de plata al encontrase a nano escala presentan mayor area superficial
especifica comparada con la plata a granel, lo que les provee mas sitios activos y energia
superficial superior. Esto significa que las NPs son méas sensibles al oxigeno y pueden recibir

electrones facilmente, esto presenta un aumento en la capacidad antimicrobiana (Escobar, 2015).

1.2.9.2. Propiedades Opticas

Los seres humanos estamos familiarizados con el color de los metales como el oro, la plata y el
cobre, pero los colores de estos metales son muy diferentes cuando estan a nano escala, asi se
puede visualizar en el Figura 8-1. Las nanoparticulas en disolucién coloidal o soportadas en
solidos absorben longitudes de onda visible, dando lugar a los colores que abarcan el espectro
visible. Los colores y las propiedades de absorcion se deben a la interaccién entre los electrones
de la superficie de las nanoparticulas de plata y el campo electromagnético, de lo que resulta la
resonancia de plasmon superficial (RPS) en el rango de longitud de onda UV-visible. El ancho y
la posicidn de los picos de RPS se ven afectados por el tamafio, la forma y el estado de dispersién
de las nanoparticulas. Estas propiedades facilitan su uso en la deteccién y etiquetado

biomolecular, también en el area de sensores electronicos (Escobar, 2015).

nP. Oro (nm) nP. Plata (nm)
-@=25 -@ =100
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‘ - Esfera - Esfera .
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-@ =100 - @ =100
‘ - Esfera - Prisma @
- Naranja - Rojo
Oro en masa amarillo Color plata Plata en masa

nP: Nanoparticulas

Figura 8-1. Colores de nano particulas de oro y plata en vidriera segin su tamafio y forma.
Fuente: Cornejo, 2015.
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1.2.10. Métodos de caracterizacion de las nanoparticulas

Se pueden describir varios fundamentos de las técnicas fisicoquimicas utilizadas para caracterizar
y estudiar las propiedades de los sistemas nanoestructurados entre los cuales tenemos:

e Espectroscopia de infrarrojos

e Microscopia de barrido electronico

o Dispersion de luz dinamica

e Espectroscopia ultravioleta visible

1.2.10.1. Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

Esta técnica analitica se basa en la absorcion de radiacion electromagnética por parte del analito
en los espectros ultravioleta y visible, si la radiacion en esta regién incide en el compuesto, sera
absorbida por el compuesto y la molécula pasa en un estado excitado de mayor energia. Es una
técnica utilizada para la caracterizacion de nanomateriales, es importante mencionar que la
longitud de onda que esta entre el rango visible y el ultravioleta, tiene una extensa gama de
aplicacién con la que se obtiene diversa informacidn cualitativa y cuantitativa (René y Marquez, 2019,
p. 28-29).

Las nanoparticulas de plata presentan dispersiones coloidales de colores intensos cuyas
frecuencias de resonancia de plasmén aparecen en el rango de longitud de onda UV-Visible, y
gue dependen del tamafio y la forma de las particulas, como podemos observar en la Figura 9-1
(Sanchez, 2017, p. 7).

400 nm 750 nm
[ - ==

esferas de plata barras de plata

barras de oro
esferas de oro

cubos de plata laminas de plata

Figura 9-1. Rangos de longitud de onda UV-Vis dependiendo el tamafio y la forma

de las nanoparticulas de plata.
Fuente: Sanchez,2017.
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1.2.10.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido se utiliza para determinar la forma, tamafio y la
composiciéon elemental de nanoparticulas mediante del detector de rayos X (EDS). Este
instrumento puede identificar particulas con tamafios desde 10 nm en adelante, se obtienen
iméagenes en 3D debido a su gran profundidad de campo. Esta técnica aprovecha la emision de
electrones de una muestra para formar una imagen. Luego, la sefial es vista en un monitor y los
atomos de la particula producen rayos X que también son detectados, mediante EDS se obtiene
informacion cualitativa y semicuantitativa sobre la composicion de una muestra (Cortez y Méarquez,

2019).

1.3. Bases conceptuales

1.3.1. Nanotecnologia

Es una disciplina que permite crear y manipular nuevos materiales mediante el control de la

materia a escala nanométrica (Quintili, 2012, p. 125-126).

1.3.2. Nanoparticulas

Las nanoparticulas se refieren a todo material o elemento con al menos una de sus dimensiones
en un rango de tamafio de 1 a 100 nanémetros. Por su dimension, estos materiales pueden

interactuar de forma directa con las células y tejidos humanos (European Commission, 2014).

1.3.3. Sintesis

La sintesis es aquella que se basa en un procedimiento llevado a cabo para obtener un compuesto
a partir de otras sustancias mas simples. Su objetivo es producir nuevas sustancias a partir de otras

ya conocidas (Meléndez, 2020, p. 1).

1.3.4. Aguas residuales

Las aguas residuales también conocidas como aguas negras, son provenientes de fuentes

domeésticas industriales o institucionales arrastradas por la red de alcantarillado (Espigares, 2008, p.
2-3).
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1.3.5. Agente Bactericida

Es aquel que provoca la muerte de las bacterias por alguna sustancia bactericida (Paredez, 2004).

1.3.6. Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un tamafio de unos pocos
micrometros y diversas formas, incluyendo esferas, barras, filamentos curvados y helicoidales
(Punte, 2015, p. 30).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Areade estudio

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en los laboratorios de productos naturales, de

investigacion y microbiol6gico de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior de Chimborazo,
ubicada en la Panamericana Sur km 1 1/2 del Canton Riobamba, provincia de Chimborazo.
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Figura 1-2. Localizacion de la Facultad de Ciencias-ESPOCH.
Fuente: Google Earth,2021.

2.2. Tipoy disefio de la investigacion

2.2.1. Por el método de investigacion

El proyecto de investigacion se desarrollé dentro de la modalidad de investigacion cuantitativa
ya que las variables a evaluar pueden ser medibles, como son la cantidad de AgNPs obtenidas
mediante una balanza analitica, la longitud de onda que presenta a diferentes concentraciones en
el espectrofotometro de Uv- Vis, ademas de la actividad como agente bactericida.

2.2.2. Segun el objetivo

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

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

nanoparticulas de plata como bactericida en aguas residuales de tipo doméstico.
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2.2.3. Segun el nivel de profundizacién en el objeto de estudio

Es de tipo explicativo, donde se ampliara el cocimiento sobre las AgQNPs como agente bactericida,

principalmente en aguas residuales de tipo doméstico, usando una sintesis verde eco amigable.
2.2.4. Segun la manipulacion de variables

Es una investigacion de tipo experimental, dado que se manipulo variables en condiciones
controladas para sustentar que las AgNPs actlen como agentes bactericidas en aguas residuales
de tipo domeéstico.

2.2.5. Por la condicion de estudio

La investigacion se llevo a nivel de laboratorio, puesto que se control6 las variables de estudio
como la concentracion en la sintesis de nanoparticulas y para comprobar su efectividad como

agente bactericida se realizaron pruebas in vitro con muestras de aguas residuales.
2.3. Poblacion de estudio

En la investigacion, se considero a la poblacion bacteriana presente en las de aguas residuales de

tipo doméstico provenientes de los tanques de captacion de la comunidad San Vicente de Lacas.

> - -
. .ﬁPlanfa deitratamiento de aguas'Servidas - San Vicente de Lacas

e

Figura 2-2. Localizacién de la poblacion de estudio.
Fuente: Google Earth,2021.
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2.4. Tamafo de la muestra

El tamafio fue el presente en 200 ml de la muestra de las aguas residuales recogida por duplicado

en dos fechas diferentes.

2.5. Disefio experimental

Existen varios disefios experimentales para estudiar la gran variedad de problemas o situaciones
que ocurren en una investigacion, dependera de los factores y niveles a estudiar. Por esto, en la
presenta investigacion se aplicara el disefio factorial A x B o 32, dado que se tiene dos factores;
cada uno con tres niveles detallados a continuacion en la Tabla 1. El disefio factorial ayudara a

identificar qué factores influyen directamente en el crecimiento bacteriano.

Tabla 1-2: Factores y niveles del efecto bactericida de las nanoparticulas de plata

Factores
Factor A: | Niveles Factor B: Tiempo de exposicién a la luz solar
concentracion de b0 = 1h bl =2h b2 = 3h
las AgNPs a0 =0.5M 3 réplicas 3 réplicas 3 réplicas
al=1M 3 réplicas 3 réplicas 3 réplicas
A2 =15M 3 réplicas 3 réplicas 3 réplicas

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

2.5.1. Modelo estadistico e hipotesis de interés

Yij= La respuesta para la K-ésima u.e. del nivel ide Ay j de B

Yig =+ vi+ 8+ 6 + €ijiYiji

. =es el efecto medio global.

y: = es el efecto del factor A en su nivel i,

6; = representa el efecto del factor B en su nivel j

(y9);; = es el efecto de interaccion de ambos en los niveles ij

&ijx = el término de error

n es el nimero de repeticiones de cada tratamiento

e Las hipdtesis de interés para los tres efectos en el modelo anterior son:
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Nanoparticulas de plata como agente bactericida

Ho :Efecto de la concentracion de nanoparticulas de plata (A)=0

HA: Efecto de la concentracion de nanoparticulas de plata (A)#0

Ho : Efecto del tiempo de exposicién a la luz solar (B)=0

HA : Efecto del tiempo de exposicion a la luz solar (B)#0

Ho : Concentracion de nanoparticulas de plata x tiempo de exposicion a la luz solar =0

HA: Concentracion de nanoparticulas de plata x tiempo de exposicion a la luz solar #0

2.5.2.  ANOVA del disefio factorial 3?

e Suma de cuadrados

Ecuacion 2
Syz 2
SC, = b T
A 3n n32
=1
3
SC ’2 v
B™ £.3n n3?
j=1
SO YE 2
SCABZE 7_E_SCA_SCB
i=1j=1
e Lasuma de cuadrados totales se obtiene con:
Ecuacion 3
3 3 n Y2
— 2
SCr = z Z Z Yijk = 32
i=1j=1k=1
e El error aleatorio se calcula:
Ecuacion 4

SCp = SCp — SCyg — SC4 — SCp
Los grados de libertad asociados con cada suma de cuadrados de esta Gltima relacion son,
respectivamente:
Ecuacion 5
3¥Fn-1)=mn3?-1)-3-1)83-1)-3-1)-(3-1)
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Tabla 2-2: Andlisis de varianza (ANOVA) para el disefio factorial 32

FVv SC GL CM Fo Valor-p
A SCa 2 CMa CMa/ CMe | P(F > Fo)
B SCs 2 CMg CMg/ CMe | P(F > Fo)
AB SChs 2 CMas CMag/ CMEe | P(F > Fo)
Error SCe 3% (n-1) CMe
Total SCr n3k-1

FV: Fuente de variabilidad; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrados medios; Fo: Estadistico de prueba;
Valor-p: Significancia observada; A y B: Factores; K: nimero de tratamientos; n: Niveles.

Fuente: Gutiérrez y de la Vara, 2008.

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

2.6. Parte experimental

2.6.1. Materiales, reactivos y equipos

2.6.1.1. Materiales

e Balones de aforo

e Erlenmeyer

e Vasos de precipitacion
e Pipetas graduadas

e Pro pipeteadores

e Kitasato

e Embudo Buchne

e Probetas

e Botellas &mbar

e Tubos de centrifugas
o Cajas Petri

e Espétulas

e Puntas de micropipetas

2.6.1.2. Reactivos y sustancias

e Etanol
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¢ Nitrato de plata
e Agar nutritivo
e Extracto de uvilla

e Agua destilada

2.6.1.3. Equipos

e Centrifuga

e Rota vapor

e Agitador magnético

e Espectrofotdmetro Uv-vis

e Microscopio electrénico de barrido
e Balanza analitica

e Estufa

e Auto clave

2.7. Meétodo

2.7.1. Sintesis de nanoparticulas de plata

La metodologia empleada para obtener nanoparticulas de plata se basa en la sintesis verde
mediante el uso de extractos de plantas, esta técnica se encuentra dentro de la clasificacion de
procesos bottom up. Consiste basicamente en utilizar dichos extractos como agente reductor y
agente estabilizante, dando como resultado una reduccién fitoquimica de la sal del metal
produciendo asi las nanoparticulas de plata. Para esto se realizd una revision bibliografica sobre
la capacidad reductora de Physalis peruviana L (Pumacota, 2018).

La sintesis de nanoparticulas de plata se dividio en dos partes: la primera, extraccion del extracto

acuoso de Physalis Peruviana L. y la segunda, obtencién de las nanoparticulas.

2.7.1.1. Obtencion del extracto acuoso de Physalis Peruviana L.(uvilla)

e Seleccidny lavado de las hojas de uvilla: Se recolectaron las mejores hojas en fundas pléasticas
de cierre hermético. Para eliminar impurezas e insectos, se lavd con agua destilada.

e Secado: Se realizé en una bandeja de secado a 40°C por 24 horas, y posteriormente se

molieron hasta obtener un polvo fino.
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e Solucion hidroalcoholica: Se prepard 200 ml de una solucion hidroalcoholica en proporciones
1:1.

e Extraccion de componentes reductores: A una botella &mbar con la solucion hidroalcohdlica
se le agreg6 20 gr de las hojas pulverizadas, se coloco en el sonicador por 30 min, trascurrido
el tiempo se filtro al vacid.

o El extracto hidroalcohélico se lleva al rotavapor hasta recuperar el etanol, de esta manera se
obtuvo el extracto acuoso.

o Al extracto acuoso se le realiz6 un filtrado simple con un embudo.

e Se llevo a refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso.

2.7.1.2. Sintesis verde de nanoparticulas de plata

e Solucion de nitrato de plata: Se realiz6 los calculos respectivos para preparar soluciones a 0.5
M, 1 My 1.5 M en 100 ml. Las soluciones preparadas se conservaron en botellas ambar para
evitar la foto reduccidn del nitrato de plata.

e Sintesis: Se coloc6 50 ml de solucién de nitrato de plata en un Erlenmeyer, posteriormente se
Ilevé a un agitador magnético con calentamiento hasta llegar a 60°C, una vez alcanzado la
temperatura se agregd 10 ml del extracto de Physalis Peruviana L. previamente preparado, se
mantuvo la temperatura y agitacion constante de 700 rpm por 30 min. Finalmente se dejé
enfriar.

e Finalizada la sintesis, se centrifugo 1500 rpm durante 1 hora. Posteriormente, se lavo el
precipitado 3 veces con etanol al 96% con ayuda de una centrifuga al mismo rpm durante 10
min, evitando la pérdida del precipitado.

e Se secd el precipitado en los tubos falcon (para evitar la pérdida del precipitado) a 50 °C por

12 horas y se peso las nanoparticulas sintetizadas.

2.7.2. Caracterizacion de nanoparticulas de plata

2.7.2.1. Espectroscopia UV- vis

e Las nanoparticulas de plata perfectamente lavadas y secadas se molieron en un mortero para
disminuir su tamafio hasta obtener un polvo fino

e Setomo0 0,002 gr de muestra y se agregaron 20 ml de etanol, se llevo al sonicador para que
sus agregados se dispersen.

e Para realizar la medicion, se coloco la muestra diluida en la celda de cuarzo y se llevé al

espectrofotometro ultravioleta — visible para efectuar la medicion.
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2.7.2.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

e Una vez lavadas y molidas correctamente las nanoparticulas de plata se tomé una pequefia
cantidad con la cinta de carbono y se deposité en el portamuestras del microscopio electronico
de barrido, se observd los resultados en la pantalla.

2.7.3. Evaluacion de la actividad bactericida de las nanoparticulas de plata

La actividad de las nanoparticulas de plata se evalud en las bacterias presentes en las aguas
residuales de tipo doméstico de los tanques de recepcién de San Vicente de Lacas, mediante un

método in vitro.

2.7.3.1. Preparacion del medio cultivo (Agar Nutritivo)

e Se peso la cantidad del agar nutritivo 6ptimo y se rehidrato con agua destilada en un matraz
Erlenmeyer.

e Se coloco en el autoclave el matraz tapado previamente durante 30 min a 121°C.

e Transcurrido el tiempo se retird del autoclave hasta que adquiera la temperatura adecuada,
aproximadamente 40°C.

e Se distribuy6 el medio de cultivo en las cajas Petri, previamente esterilizadas dentro de una

campana de flujo laminar y se esper6 que se solidifique para su posterior sembrado.

2.7.3.2. Simbra con espatula de Drigalsky

e Se realizaron diluciones hasta 10 de las muestras de aguas residuales (indculo) previamente
recolectadas.

e Prueba control: Se tom6 100 pl del indculo y se deposito en la superficie del agar solidificado,
con ayuda de la espatula de Drigalsky se diseminé por toda la superficie de la caja Petri.

e Se etiquetd 3 tubos de ensayo con 0.5 M, 1 My 1.5 M a los cuales se agregaron 0,4 gr de
AgNPs sintetizadas a dichas concentraciones respectivamente, a cada uno se le adicioné 4 ml
del indculo y se expuso por 1 hora a la luz solar.

e Transcurrido el tiempo, se tomo una alicuota de 100 ul de uno de los tubos de ensayo, se
procedié a su siembra y se homogenizé en toda la superficie del agar con la espatula de
Drigalsky, se repitié el procedimiento con el resto de los tubos por triplicado. Teniendo 9

cajas Petri sembradas.
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Los tubos de ensayo anteriores se expusieron por 1 hora mas a la luz solar, se realiz6 el
procedimiento anterior, por Gltimo, se coloco otra hora mas a la luz solar teniendo al final 3
horas de exposicion a la luz. Repitiendo asi el anterior procedimiento.

Incubar las cajas Petri a 37°C por 48 horas hasta observar el crecimiento de las bacterias.
Pasado las 48 horas se observo claramente el crecimiento de las bacterias.

Actividad bactericida de las AgNPs: se recuenta las células viables formadas en cada caja
Petri.

Para calcular el nimero de unidades formadoras de colonia por mililitro de muestra, se

procedio a emplear la siguiente férmula:

UFC/ml= Promedio del # de colonias x factor de dilucion x factores de alicuota
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CAPITULO III
3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
3.1. Resultados de sintesis de nanoparticulas de plata
3.1.1. Obtencidn del extracto acuoso de Physalis Peruviana L. (uvilla)
El extracto acuoso de Physalis Peruviana L. se obtuvo después de que se realizd una extraccion
solida- liquida, como primer producto se tuvo un extracto hidroalcohélico. Se utiliz6 una solucién

hidroalcohdlica principalmente para que la sustancia pueda durar por varios dias. Para obtener el
extracto acuoso, se procedio a destilar el etanol en rotavapor. Figura 1-3.

Figura 1-3. Obtencidn del extracto acuoso de Physalis Peruviana L. (uvilla). (A) sonicado

de las hojas; (B) Filtrado al vacio; (C) Rota vapor.
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

En la figura 1-3, en el apartado (A) se observa la extraccion sélida - liquida que se da con ayuda
del sonicador que mediante vibraciones llega a romper las paredes celulares, obteniendo asi los
principios activos de las hojas de uvilla.

Una vez obtenido el extracto, se procedi6 a realizar un ensayo con cloruro férrico (FeCls) para
identificar la presencia de compuestos fendlicos, importante en la sintesis de nanoparticulas de
plata. Este andlisis es cualitativo, el FeCls al reaccionar con un fenol da como resultado un
complejo con el Fe*® de colores intensos como violeta, verde y negro segin la cantidad de
compuestos fendlicos presentes, de acuerdo con Kuklinski (2003). En la Figura 2-3, se observa

un cambio de color verde oscuro dando positivo a la presencia de fenoles en el extracto.
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Figura 2-3. Presencia de fenoles: cambio de color de verde claro

a negro. (A) extracto puro; (B) extracto con FeCls,
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

3.1.2. Sintesis verde de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de las hojas de uvilla se analizaron en
primera instancia cualitativamente, observando un cambio de color en la solucién de verde claro
a marron oscuro como se observa en la Figura 3-3. Afirmando de esta manera la formacion de
suspensiones coloidales de nanoparticulas de plata, tal como se evidencio en las investigaciones

realizadas por Jalab et al (2021), Rodriguez et al (2021) y Escobar (2015).

Figura 3-3. Sintesis de nanoparticulas de plata. (A) solucion de nitrato de plata , (B) nitrato de

plata con extracto de uvilla (C) nanoparticulas de plata.
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
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La sintesis de las nanoparticulas de plata se da por una reaccion de Oxido-reduccion, a
continuacion, se presenta la posible reaccién (Ecuacion 1-3). No se puede saber con certeza como

se produce la reaccion dado que el extracto de uvilla presenta varios metabolitos secundarios.

AgNO; + CcH,(OH), - Ag°+ C,HgO, + NO; + 2H™

Ecuacion 1-3. Posible reaccion de sintesis de nanoparticulas de plata.

La reaccidn de oxido — reduccidn para obtener las AgQNPs (Ecuacion 1-3) se da por los potenciales
de reduccidn, segun el estudio realizado por Pumacota (2018) el extracto de uvilla registra un
potencial bajo de 43 mV actuado como sustancia reductora, mientras que la plata presenta un
potencial alto de 0.80 V siendo la sustancia oxidante. Para metales como la plata, el nitrato de
plata en solucion se ioniza en iones Ag* y iones NO3, las moléculas reductoras de Physalis
Peruviana producen la bioreduccién de los iones Ag* a Ag® mediante la donacion de electrones
gue producen a su vez la oxidacion de las biomoléculas reductoras, produciendo el fenémeno de
nucleacion donde 4tomos de plata comienzan a agregarse formando nucleos de nanoparticulas de
plata llegando al fin de la reaccion. En la tabla 1-3 se presenta el rendimiento experimental de
AgNPs.

Tabla 1-3: Rendimiento experimental en la sintesis de

nanoparticulas de plata

Concentracion Masa obtenida

0.5M
0.6783 gr

05M
0.5190 gr

1M
0.7707 gr

1M
0.7647 gr
15M 0.8182 gr
15M 0.8020 gr

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
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3.2. Resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas

3.2.1. Espectroscopia Uv-vis

Una de las técnicas para identificar la presencia de AgNPs es la espectroscopia de Uv-vis, que se
emplea como primer analisis para saber que se han formado nanoparticulas. Para esto, se realizé
un barrido de la muestra a 10 ppm con rangos de longitudes de onda (A) 350 -700 nm, las
nanoparticulas de plata en solucion pueden presentar picos caracteristicos de 380 — 480 nm, dichos
picos se pueden desplazar hacia la derecha o izquierda dependiendo del tamafio y forma de las
AgNPs. Si los picos se desplazan hacia la derecha, se estima que el tamafio de las NPs aumenta,
segun Castro (2018). En la presente investigacion se obtuvo como resultado picos de 412 — 415
nm que nos da una idea del tamafio de las nanoparticulas de 15 — 35 nm que posteriormente se
corrobor6 con el analisis realizado en el microscopio electrénico de barrido (Figura 9-3). Ademas,
se puede observar que las NPs sintetizadas a una mayor concentracion presentan menor longitud

de onda, aunque la diferencia es minima. Tabla 2-3.

Tabla 2-3: Resultados del analisis por espectroscopia UV-vis y tamafios
estimas segun la longitud de onda.

[ 1 de las AgNPs Longitud de onda (nm) Tamarno estimado
05M 414.75 nm
05M 414.76 nm
1M 414.73 nm
1M 412.72 nm 15-35 nm
15M 412.61 nm
15M 412.608 nm

[ ]: Concentracion.
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

Los valores de longitud maxima se encuentran dentro de los rangos establecidos de la Resonancia
de Plasmon Superficial caracteristica para nanoparticulas de plata, estos resultados concuerdan
con lo estudiado por Rodriguez et al (2021), donde obtuvieron AgNPs mediante un extracto de
cartamo. En los Graficos 1-3, 2-3 y 3-3 se pueden diferenciar claramente los picos formados al

realizar el analisis.

35



<
1.1 b
S
o
1,0 g
s 09 1 i 2
‘© < <
= - 8
8 08 1 < 0
o o
S A
< 07 £
o~
0,6 1 8
' 3
0,5 1
04 4
350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Grifico 1-3. Banda UV-visible de plasmon de nanoparticulas de plata sintetizadas a 0,5 M.

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021

]
4
]
|
]
]
1
414,73 nm, 0,561 AY
|

Absorbancia
o
wm
(3]

350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Grifico 2-3. Banda UV-visible de plasmon de nanoparticulas de plata sintetizadas a 1 M.

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021
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Grafico 3-3.Banda UV-visible de plasmon de nanoparticulas de plata sintetizadas a 1.5 M.

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021
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3.2.2. Microscopia electrdnica de barrido

La morfologia y el tamafo de las AgNPs se identificaron mediante la técnica de microscopia
electronica de barrido. Al lado izquierdo de las siguientes figuras (Figura 4-3, 5-3, y 6-3), a una
resolucion de 121X, se puede observar que las nanoparticulas presentan formas esféricas e
irregulares, ademas que estas no se encuentran aglomeradas. Por otro lado, en la parte derecha se
presenta el tamafio de las nanoparticulas a una resolucion de 5000X donde se obtuvieron los
siguientes datos:

Las nanoparticulas de plata sintetizadas a 0.5 M tienen un tamafio promedio de 17-40 nm.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas a 1 M tienen un tamafio promedio de 11-30 nm.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas a 1.5 M tienen un tamafio promedio de 7-33 nm.

Estos datos sustentaron lo analizado por espectroscopia UV-vis, donde se esperaba tener
nanoparticulas de 10-35 nm.
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Nanoparticulas de Ag sintetizadas a 0.5 M
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View field: 2.09 mm Det: SE 500 pm Laboratorio Materiales UTA

Figura 4-3. Microscopia electronica de barrido de nanoparticulas de plata a 121X(izqg.) y 5000X
(der.).

Nanoparticulas de Ag sintetizadasa 1 M

D1 = 1962nm

SEM HV: 30.0 kV WD: 33.79 mm | VEGA3Z TESCAN
View fleld: 2.07 mm Det: SE Laboratorio Materiales UTA|

Figura 5-3. Microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de plata 121X(izq.) y 5000X
(der.).

Nanoparticulas de Ag sintetizadas a 1.5M

D2 = 10.57 nm
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Figura 6-3. Microscopia electronica de barrido de nanoparticulas de plata 121X(izq.) y 5000X

(der.).
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3.3.3. Espectroscopia de Rayos X de energia dispersa (EDS)

En el microscopio electrénico de barrido también se realizd el andlisis elemental de las AgNPs
sintetizadas, por espectroscopia de Rayos X de energia dispersa. Para este fin, de cada muestra se
seleccion6 un punto correspondiente de las nanoparticulas. Los graficos (Gréficos 4-3, 5-3, 6-3)
muestran el espectro EDS donde se verifico cualitativamente la presencia de plata, ademas se
comprobd la presencia de este metal como componente mayoritario. Con un porcentaje de 44.96
% para las AgNPs sintetizadas a 0.5 M. Las AgNPs sintetizadas a 1 M presentaron un porcentaje
de 41.60% de plata. Y las AgNPs sintetizadas a 1,5 reportaron un 40,89 % de plata. Segun los
valores reportados en la Tabla 3-3. Ademas de oxigeno y nitrégenos provenientes del nitrato de
plata empleado como sal precursora en la biosintesis, el carbono corresponde a los adhesivos
donde se coloca la muestra para el analisis en el MEB.

0.6
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0.2+

0.2+
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000 100 200 200 400 500 600 700 800 9S00 10.00
keV

Grafico 4-3. Espectroscopia de Rayos X de energia dispersa de las de plata

nanoparticulas sintetizadas a 0.5 M.
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
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Grafico 5-3. Espectroscopia de Rayos X de energia dispersa de las nanoparticulas

de plata sintetizadas a 1 M.
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
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Grifico 6-3. Espectroscopia de Rayos X de energia dispersa de las nanoparticulas

de plata sintetizadas a 1.5 M.
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
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Tabla 3-3

: Analisis elemental de las nanoparticulas de plata sintetizadas a 0.5, 1y 1.5 M.

AgNPs AgNPs AgNPs
sintetizadas a | sintetizadasa | sintetizadas a
0.5M. 1M, 1.5M.

Numero | Elemento | Simbolo % masa % masa % masa
47 Plata Ag 44.96 41.60 40.89
8 | Oxigeno 0 24.78 17.69 4.83
7 | Nitrégeno N 4.74 6.03 25.79
6 Carbono C 25.52 34.68 28.49

AgNPs: Nanoparticulas de plata.

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

3.3.

Para probar la actividad bactericida de las nanoparticulas de plata, se utilizé muestras pre filtradas
de aguas residuales de la comunidad de San Vicente de Lacas- Riobamba, como se sabe estas

aguas poseen un sin numero de bacterias por lo que se trabajé con agar nutritivo, que permite el

crecimiento de todo tipo de bacterias.

Para comenzar con el analisis, se realizaron disoluciones hasta 10° ml dado que a mayor

concentracion el crecimiento de las bacterias asciende y no se realizaria correctamente el recuento

de las células viables. Figura 7-3.

Resultados de la actividad bactericida de las nanoparticulas de plata.

Figura 7-3. (A) Crecimiento de bacterias a 10 (B) Crecimiento de bacterias a 10°®.

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

El in6culo (disolucién 107®) se tratd con nanoparticulas de plata expuestas a la luz solar para

evaluar si actian como agente bactericida, en la Tabla 4-3 se presenta el promedio de las

colonias formadas en cada tratamiento como se observa en la Tabla 1-2, estos tratamientos
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fueron estipulados por las variables de estudio (concentracion de AgNPs y tiempo de

exposicion a la luz solar) teniendo asi un disefio factorial 32 con un total de 9 tratamientos.

Tabla 4-3: Promedio de colonias formadas en funcién de los tratamientos

empleados
Tratamientos Colonias Promedio de Colonias
formadas formadas
0 26 26
1 18, 20, 15 17,66
2 12, 13,9 11,33
3 10, 10, 11 10,33
4 56,7 6
5 57,5 5,66
6 4,3,3 3,33
7 2,3,3 2,66
8 1,01 0,66
9 0,0,0 0

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

En la Tabla 4-3 se tiene los 9 tratamientos empleados a las muestras de aguas residuales
donde:

1= AgNPs sintetizadas a 0,5 M y 1 hora de exposicion a la luz solar
2 = AgNPs sintetizadas a 0,5 M y 2 hora de exposicion a la luz solar
3 = AgNPs sintetizadas a 0,5 M y 3 hora de exposicion a la luz solar
4 = AgNPs sintetizadas a 1 M y 1 hora de exposicion a la luz solar
5 = AgNPs sintetizadas a 1 M y 2 hora de exposicién a la luz solar

6 = AgNPs sintetizadas a 1 M y 3 hora de exposicion a la luz solar

7 = AgNPs sintetizadas a 1,5 M y 1 hora de exposicion a la luz solar
8 = AgNPs sintetizadas a 1,5 M y 2 hora de exposicién a la luz solar
9= AgNPs sintetizadas a 1,5 M y 3 hora de exposicion a la luz solar

Cada uno de estos tratamientos se realiz6 por triplicado.

42



Tratamientos vs Promedios de colonias
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Grafico 7-3.Resultados del experimento tratamiento vs promedio de colonias.
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

En el gréafico 7-3, se puede observar como el crecimiento de las colonias bacterianas desciende a
medida del avance de los tratamientos.

3.3.1. Recuento de poblaciones bacterianas presentes en muestras de aguas residuales
domeésticas

El recuento se realiz6 mediante la técnica de células viables en placas, dado que se contaron las

colonias formadas visibles al ojo humano. Los resultados se obtienen en UFC/ml Tabla 5-3.

Tabla 5-3: Recuento de células viables en las muestras de aguas

residuales domésticas.

Tratamientos #de colonias UFC/ml
formadas
0 26 26 x 107
1 18 18 x 107
2 20 20 x 107
3 15 15 x 107
4 12 12 x 107
5 13 13 x 107
6 9 9x 10’
7 10 10 x 107
8 10 10 x 107
9 11 11 x 107
10 5 5x 107
11 6 6 x 107
12 7 7 x 107
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13 5 5x10’
14 7 7 x10’
15 5 5x10’
16 4 4 x 10’
17 3 3x10’
18 3 3x10’
19 2 2x10’
20 3 3x10’
21 3 3x10’
22 1 1 x 10’
23 0 0
24 1 1 x 10’
25 0 0
26 0 0
27 0 0

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

Estos resultados mostraron que las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de un extracto de
Physalis piruviana actian como buen agente bactericida contra las bacterias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella parathypi, Pseudomona
oryzihabitans, Edwardsiella tarda y Shigella flexnery, bacterias que fueron encontradas en un
estudio de caracterizacion microbioldgica de estas aguas realizado por Guashpa y Ochoa (2021).
Aungue no existen estudios de nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de uvilla, varias
investigaciones han demostrado que las AgNPs sintetizadas con extractos de plantas actiian como
agente bactericida. Segun lo reportado por Vergara y Toledo (2021), AgNPs sintetizadas a partir
de extractos de Aloe Vera tienen hasta un 98% de inhibicion bacteriana. Por otro lado, Jalab
(2019) sintetiz6 AgNPs con extractos de Acacia cyanophylla que presentaron inhibicion contra
Escherichia coli. Hay que acotar que el extracto de la uvilla también presenta actividad bactericida
contra Escherechia coli y Candida albicans, segun lo reportado por Pumacota (2018), segin el
estudio realizado por Ortiz (2018) el extracto de la uvilla presenta un efecto inhibidor frente a
Streptococcus mutans y segin la revision bibliogréafica realizada por L6pez y Yanchaliquin (2017)
el extracto presenta una actividad bactericida Staphylococcus aureus, Kleibsella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa. La combinacién de una planta y un metal con propiedades
antimicrobianas, presenta buenos resultados en los tratamientos antibidticos. Asi, tenemos que al
combinar la Physalis peruviana y plata, se logr6 minimizar hasta 0 la presencia de colonias

bacterianas.

3.3.2. Efecto de nanoparticulas de plata como agente bactericida

El efecto de las nanoparticulas de plata como agente bactericida, se evalu6 mediante un analisis
de varianza que nos permite observar el efecto de las variables independientes en la variable

dependiente.
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Variables:

¢ Independiente: Concentracion de AgNPs, tiempo de explosién a la luz solar.

e Dependiente: UFC/mI.

Asi, nos permitir4 conocer si existe un efecto significativo al sintetizar AgNPs a diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion a la luz solar en la inhibicion de las bacterias.

Tabla 6-3: Resultados obtenidos del recuento de células viables en Unidades Formadoras de

colonias por mililitros.

Factores
Niveles Factor B: Tiempo de exposicion a la luz solar

b0 =1h bl =2h b2 =3h Total Yi.
& a0 =0.5M | 18x107 12x107 10x107
<Z? 20x107 13x107 1010 39.32 x107
p 15x107 9x107 11x107
3
S 17.66x107 11.33x107 10.33x107
'S
€ [al=1M |50 5x107 4x107
[
8 6x107 7x107 3 x107 14.99 x107
(@]
© 7x107 5x107 3x107
é 6x107 5.66x107 3.33x107
1}
& [a2=15M | 2x107 1x107 0

3x107 0x107 0 9.26 x107

3x107 1x107 0

2.66x107 0
6.6x10°
Total Y 26.32 x107 23.59 x107 13.63 x107 Y...173 x107
Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
e Suma de cuadrados
a 2
Y2 Y? (79x107)% + (53 x107)? + (41x107)?> (173 x107)?
i — 1 = —_ = 15

SCa = Zbn N Z 3x3 s 08Xl

“c. SV Y2 o (118x107)% + (43x107)% + (10x107)? (173 x107)2
57 ZLian N 4 3x3 3x3x3

j=1 j=1
= 6,747x10°
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SCpap _Zzl———scA SCg

i=1 j=

,, (53x107) + (34x107)% + (31x 107)* + (18x107)* + (17 x107)?
SC.o = Z Z +(10x 107)% + (8x 107)% + (2x107)% + (0)? _ (173x107)?
AB 3 3x3x3

— 5,496 x 105 — 5,873 x 1016 = 3,525 x 10'°

e Lasuma de cuadrados totales
b
, Y2
SCT = Z Z Yijk - W

2 2 3
sC —222102 (73X 10T)° _ ¢ sy 1016
T/, 3x3x3 _ 4X

e Error aleatorio
SCE = SCT - SCA — SCB — SCAB
SCr = 8,225x 101 — 4,484 x 10> — 5,873 x 101® — 4,484 x 1015

SCr = 2,866 x 101°

Tabla 7-3: ANOVA para el disefio factorial 32

FV Suma de Grados | Cuadrados FO Valor-p

cuadrados de medios

libertad

8,385x10% 2 4,1925x10% 26,33 0,000
B 6,747x10 1° 2 3,3737x10%® 211,84 0,000
AB 3,525x10% 4 8,8148x10%° 5,53 0,004
Error 2,866x10% 18 1,5925x10%
Total 8,225x10'® 26

Fo: Estadistico de prueba; Valor-p: Significancia observada; A: concentracion de sintesis de nanoparticulas de plata;
B: Tiempo de exposicion a la luz solar.

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.

e Andlisis del estudio estadistico

Debido a que el valor p se encuentra en la zona de aceptacion y es menor al nivel de significancia

0.05, se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa, razon por la cual se comprobd
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que al sintetizar nanoparticulas de plata a diferentes concentraciones (0.5, 1, 1.5 M) afectan
significativamente el crecimiento de las bacterias.

El tiempo de exposicidn a luz solar afecta significativamente al crecimiento de las bacterias
debido a que el valor p se encuentra en la zona de rechazo, es decir, es menor al nivel de
significancia 0,05 por lo que se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hip6tesis alternativa.

Ya que valor p se encuentra en la zona de rechazo y es menor al nivel de significancia 0.05, se
rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, razon por la cual se comprobé que
tanto la concentracion de AgNPs y el tiempo de exposicion a luz solar afectan significativamente

el crecimiento de las bacterias.

3.1.1.1. Efectos principales en la inhibicién del crecimiento bacteriano

En el Gréafico 8-3, se puede observar que al exponer el inéculo mas tiempo a la luz solar, la
inhibicion de las bacterias presenta un efecto mayor, dado que mientras mas tiempo esté en
contacto el agua residual con las nanoparticulas expuestas a la luz solar, se evidencia un mejor
tratamiento que solo al colocar las nanoparticulas de plata sin exposicion solar, como se observa

en el grafico del lado izquierdo.
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Grafico 8-3. Efectos principales en la inhibicion del crecimiento bacteriano (UFC/ml).

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
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3.3.2.1. Interaccién de los factores

El mejor resultado obtenido fue con el uso de nanoparticulas de plata sintetizadas a 1,5 M y con

una exposicion de 3 horas a la luz solar como se muestra en el Gréafico 9-3.

Grafica de interaccion para UFC/ml
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Grafico 9-3. Interaccion de factores para el crecimiento de bacterias (UFC/ml).

Realizado por: Yanchapanta, Erika, 2021.
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CONCLUSIONES

e Lainvestigacion realizada determina que las nanoparticulas de plata obtenidas mediante una
sintesis verde es una alternativa sostenible para el tratamiento de las aguas residuales de tipo
domeéstico.

¢ Mediante el extracto de las hojas Physalis Peruviana L se logré sintetizar nanoparticulas de
plata, teniendo un nuevo método para obtener nanoparticulas, principalmente dado que este
extracto contiene compuestos fenolicos que se encargan de la reduccién de los iones de plata
a plata metélica.

e Al caracterizar las nanoparticulas de plata mediante la espectroscopia Uv-vis, se confirmé
gue la biosintesis fue efectiva por sus picos caracteristicos de Resonancia de Plasmon de
Superficie de 412-415 nm, ademas por microscopia electrénica de barrido se identificé la
presencia de plata en el espectro EDS con tamafios hanométricos.

e Se determiné que las nanoparticulas de plata presentan una buena actividad bactericida dado
que tienen la capacidad de inhibir hasta cero el crecimiento de las bacterias patogenas mas

comunes.
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RECOMENDACIONES

e Al momento de la sintesis de las nanoparticulas de plata, se tiene dos fases una solida y una
liquida. En esta investigacion, se utilizé dnicamente AgNPs en fases solido para todos los
ensayos, se recomienda utilizar la fase liquida donde se encuentran nanoparticulas
suspendidas.

e Es muy importante seguir realizando investigaciones en cuanto a la sintesis verde, no solo
para nanoparticulas metalicas sino en todas las ciencias que se puedan emplear, puesto que
esta sintesis es eco amigable.

e Al momento de realizar la sintesis de las nanoparticulas de plata, se aconseja utilizar otros
parametros como: cambios de temperatura, pH, concentraciones de los extractos vegetales,
concentracion de la sal precursora e incluso buscar nuevas sales de plata de las cuales se
puedan obtener un mejor rendimiento.

e Se recomienda realizar pruebas de los extractos vegetales como un andlisis fitoquimico para
conocer con certeza que compuestos quimicos contiene y cuales ayudarian en biosintesis de

las nanoparticulas.
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