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Resumen

La resistencia antimicrobiana es un problema en la actualidad, debido a un mal control
de los antibidticos que se desecha por los sistemas de saneamiento, lo que provoca que la
demanda de antibiéticos aumente. En las fuentes de agua se ha llegado a encontrar diferentes
bacterias que son altamente resistentes a dosis altas de antibioticos. Este proyecto se enfoca en
una alternativa para tratar bacterias resistentes en el ambiente, a través del uso de bacteriéfagos
adheridos a un material poroso sintetizado, el cual puede hacer la accion de controlar el
crecimiento de estas bacterias y a su vez de remediar las fuentes de agua. Se uso un bacteriéfago
aislado en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de ESPOL, el “bme3”, el cual es
especifico para E. coli y se hizo otra prueba con algas pardas para observar la sinergia entre
estos dos. En cada prueba se evaluo la capacidad de adsorcion y como afecta al ensayo. Este
proyecto demostrd la capacidad de adsorcion al material y los efectos de la sinergia entre el
material poroso y los diferentes microorganismos, sin embargo, es necesario hacer pruebas con

diferentes condiciones para ver la mejor eficiencia del material poroso.

Palabras clave: Material poroso, bacteriofagos, capacidad de adsorcion



Abstract

The antimicrobial resistance is a current issue, attributed to inadequate control of antibiotics
disposed through sanitation systems, leading to an increased demand for antibiotics. Various
bacteria highly resistant to high doses of antibiotics have been discovered in water sources.
This project focuses on an alternative approach to address these resistant bacteria, utilizing
bacteriophages attached to a synthesized porous material. This material can effectively control
the growth of these resistant bacteria and remediate water sources. The bacteriophage "bme3,"
isolated in the Environmental Microbiology Laboratory at ESPOL, specific to E. coli, was used
in the study. Another test was conducted with brown algae to observe the synergy between the
two. Each test assessed the adsorption capacity and its impact on the assay. The project
demonstrated the adsorption capacity of the material and the effects of synergy between the
porous material and different microorganisms. However, further tests under different

conditions are necessary to determine the optimal efficiency of the porous material.

Key words: Porous material, bacteriophages, adsorption capacity
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Capitulo 1



1.1 Introduccion
Las enfermedades patdgenas son mas recurrentes debido a que son transmitidas por
alimentos o bebidas, es un problema que abarca a nivel global, debido a las malas técnicas de

los alimentos al momento de prepararse.

En muchos paises que estan en vias de desarrollo hay un mal manejo del control y
deteccion de Escherichia coli, lo que puede conllevar a problemas de salud en las personas, es
por esto que la Organizacion de las Naciones Unidas para Alimentos y Agricultura (FAO)
trabajan en que estos paises aprendan las técnicas de control de alimentos para disminuir los

casos de personas infectadas por este tipo de bacterias.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) menciona que la enfermedad mas
ocurrente producida por la E. coli, es el sindrome hemolitico urémico (SHU) que afecta a
personas con insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia, aunque las cifras

de estas enfermedades no son alarmantes, las organizaciones tratan de mitigarlas.

De acuerdo con la OMS los brotes son originados de los productos animal crudos, poco
cocinadas, leche cruda y verduras contaminadas con materia fecal o por actividades ganaderas
gue no tienen un correcto manejo de sus actividades. La OMS junto con la FAO han tomado la
decision de crear nuevas técnicas o herramientas para la correcta manipulacion de alimentos y

deteccidn de microorganismos en el agua.

Uno de los mayores problemas para el Ministerio de Salud Publica (MSP) es la
resistencia bacteriana a antibidticos, afectando a la poblacion ecuatoriana, por este motivo, se
ha planteado a nivel nacional el tratamiento y ayuda en dar a conocer la importancia de los

procesos de manipulacién que deben ser cumplido de forma correcta.

El agua que llega a las personas a nivel nacional en su totalidad tiene presente E. coli

en un 20.7 %, mientras que el otro 79,3% esta libre. Este dato se obtuvo gracias la medicion de



Agua, Saneamiento e Higiene (ASH) realizado por el Instituto Nacional de Estadistica y
Censos (INEC), en base a una submuestra de la Encuesta de Empleo, Desempleo y Subempleo

de diciembre del 2016 (Hidalgo Villon, 2019).

Los bacteri6fagos o fagos fueron descubiertos en 1917, son virus que infectan y
parasitan a las bacterias, son capaces de regular la poblacion bacteriana. Los fagos tienen una
relacion simbidtica con las bacterias, en términos de evolucién, es por esto por lo que los
bacteridfagos estan siendo considerados como método para controlar a las bacterias que son
resistentes a los antibidticos, como la E. coli. La fagoterapia ya fue usada hace mas de 100 afios
en Francia y Bélgica, antes del descubrimiento de la penicilina, provocando que se olvide la

fagoterapia en el 1940 por los avances en la antibioticoterapia.

Los materiales porosos se basan en materiales naturales, como rocas, suelos, tejidos
Vivos, espumas, ceramicos y productos de papel. La sintesis de materiales porosos como silices,
resinas, carbones, arcilla pilareada, entre otros, han demostrado que ayuda a la remediacion de
contaminantes como disolventes organicos, aceites como petroleo y sus derivados (Hernandez-
Lopez et al., 2022). El uso de materiales porosos ha demostrado ser eficaces, pero su

inconveniente, es el costo de produccion, siendo costosos al momento de sintetizarlos.

Los materiales porosos logran hacer sinergia con los bacteriofagos a través de
diferencias de cargas como se observa en la revision de Bales et al., 1991 y Hornberger et al.,
1992, en donde se observa que usan materiales porosos con carga positiva para conseguir una
adsorcion de los fagos. A su vez, mencionan gue a ciertas condiciones como pH, temperatura

y fuerza ionica (Bradford et al., 2006).

En esta investigacion se propone una metodologia sencilla para el desarrollo de un
material poroso de bajo costo, el cual se basa en la arcilla bentonita, el cual junto a ciertas

condiciones provoque que adsorba a los bacteriéfagos, de esta manera poder transportarlos y



poder liberarse de manera controlada en ecosistemas acuéticos y de agua de consumo para

controlar el crecimiento poblacional de las Escherichia coli.

1.2 Descripcion del problema
La resistencia bacteriana a los antibi6ticos ha experimentado un aumento significativo
en las Ultimas décadas. Esto ha llevado a la necesidad de administrar dosis cada vez méas
elevadas de antibidticos para lograr afectar a las bacterias. Esta tendencia plantea un desafio
significativo, ya que se vuelve més dificil combatir las bacterias multirresistentes, como es el
caso de Escherichia coli. Esta bacteria es conocida por causar diversas enfermedades, como

infecciones urinarias, diarreas e insuficiencia renal.

La incidencia de estas enfermedades afecta particularmente a la poblacion que no tiene
acceso a fuentes de agua y alimentos limpios y seguros. En este contexto, resulta crucial que
diversas organizaciones busquen alternativas eficaces para hacer frente a las bacterias
multirresistentes. Por tanto, la busqueda de soluciones y estrategias innovadoras para combatir
la resistencia bacteriana se presenta como una prioridad para garantizar la salud y bienestar de

la poblacién ciudadana.

1.3 Justificacion del problema

La resistencia bacteriana se puede resolver mediante aumento en las concentraciones
de los antibioticos, pero esto seria mas costoso y provocaria que las bacterias lleguen a volver
ser resistentes a estos antibioticos, por otro lado, se podria realizar nuevas investigaciones de
medicamentos que puedan combatir contra las bacterias super-resistentes, este método también
es costoso debido a los procedimientos para sintetizar el medicamento. El uso de bacteriéfagos
para combatir a las bacterias se ha propuesto como un método mas econémico el cual con el
apoyo de los materiales porosos pueden ser usados en diferentes ecosistemas y de diferentes

modos, facilitando la dispersion de los bacteriofagos y a la vez controlar el crecimiento

11



bacteriano. Ademas, el control del crecimiento bacteriano no solo se limita en la E. coli sino

a todas las bacterias perjudiciales para el ser humano y para los ecosistemas.

La utilizacion de un material poroso para el transporte y la liberacion controlada de
bacteridéfagos en entornos acuaticos representa una estrategia sumamente efectiva y sostenible
en la lucha contra el aumento de bacterias super-resistentes. Esta aproximacion innovadora no
solo se alinea directamente con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) establecidos por
la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), sino que también refuerza de manera
contundente los objetivos especificos de dos ODS clave: ODS 3 (Salud y Bienestar) y ODS 6

(Agua Limpia y Saneamiento) (Objetivos de Desarrollo Sostenible, 2023).

En primer lugar, al abordar el ODS 3, la salud y el bienestar de las poblaciones se ven
beneficiados significativamente mediante la reduccion de la carga de enfermedades asociadas
a las bacterias resistentes a los antibioticos. La accidn selectiva de los bacteriéfagos, liberados
de manera controlada a través del material poroso, apunta directamente a combatir estas

bacterias sin afectar organismos beneficiosos, contribuyendo asi a la mejora de la salud pablica.

En segundo lugar, al centrarse en el ODS 6, la implementacion de esta tecnologia
promueve el acceso a agua limpia y saneamiento al prevenir la proliferacion de bacterias
perjudiciales en entornos acuaticos. La eficacia del material poroso garantiza una liberacién
gradual y sostenible de bacteri6fagos, protegiendo los recursos hidricos y facilitando la

obtencidn de agua limpia para consumo humano y actividades relacionadas.(Gamez, s. f.).

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

o Evaluar el material poroso para la encapsulacion y liberacion de bacteriéfagos, que permita

el incremento de la eficacia de tratamientos contra bacterias en entornos acuaticos.



1.4.2 Obijetivos especificos
o Desarrollar material poroso que mejoren la estabilidad y persistencia de los bacteriéfagos

en condiciones acuaticas, asegurando su viabilidad y eficacia a lo largo del tiempo.

o Analizar la efectividad del material poroso al retener los bacteriofagos para la

transportacion de los fagos.

o Realizar prueba al material poroso para ver las capacidades de adsorcion de

microorganismos.

1.5 Marco tedrico
1.5.1 Resistencia antimicrobiana en Ecosistemas Acuaticos
Es un fendbmeno preocupante que ha aumentado en los Gltimos afos. Es la capacidad de
las bacterias para adaptarse a los efectos de los medicamentos antimicrobianos. Los
ecosistemas acuaticos como rios, lagos, mares y océanos tienen una gran cantidad de

microorganismos, como bacterias, virus y otros.

En el 2019 se registr0 mas de 4 millones de muertes relacionada por la resistencia
antimicrobiano, ademas que la OMS decreto que para el afio 2050 esta cifra aumentara a 10
millones de muertes. En Ecuador, en el afio 2017 se registro un 61% de bacterias que ya poseen
resistencia a varios antibiéticos.(Gaceta ram2018 - Apuntes - REPORTE DE DATOS DE

RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS EN ECUADOR 2014- - Studocu, 2018)

1.5.2 Bacteriofagos para el control de bacterias en el ambiente

Los bacteriofagos, virus que infectan y replican dentro de bacterias especificas, han
emergido como una potencial alternativa terapéutica para combatir las bacterias resistentes a
los antibidticos. Esta estrategia, conocida como terapia con fagos o fagoterapia, aprovecha la
capacidad de los bacteri6fagos para infectar bacterias especificas y multiplicarse, causando su
lisis celular. La resistencia bacteriana a los antibidticos se ha convertido en un problema global

de salud publica, generando una urgente necesidad de encontrar nuevas formas de combatir las
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infecciones. Los bacteriofagos presentan ventajas significativas, como su especificidad hacia
ciertos tipos de bacterias, su capacidad para multiplicarse en el sitio de la infeccion y su
potencial para ser manipulados genéticamente para mejorar su eficacia terapéutica (Sarker

etal., 2012).

De acuerdo con Golkar et al., 2014, los bacteriéfagos han sido objeto de investigacion
como una alternativa prometedora para superar la resistencia bacteriana, siendo utilizados tanto
en la medicina humana como veterinaria. En estudios clinicos, se ha observado su eficacia
contra bacterias resistentes, como Staphylococcus aureus meticilino-resistente (MRSA) y cepas
de Pseudomonas aeruginosa resistentes a multiples farmacos. Sin embargo, el uso terapéutico
de bacteri6fagos también plantea desafios, como la seleccidn de bacteriofagos especificos y la
posible aparicion de resistencia a los fagos por parte de las bacterias. A pesar de estos desafios,
el potencial terapéutico de los bacteriéfagos para el control de bacterias resistentes destaca

como un area de investigacion crucial en la lucha contra la resistencia antimicrobiana.

1.5.3 Eleccién del mineral arcilloso y método para la creacion del oligocation

La sintesis de la arcilla pilareada tiene un proceso de elaboracion con etapas simples
pero que pueden durar dias. Segun las referencias de Gil, Sapag, Mendioroz, Tomul y Balci,
este proceso tiene varios factores que influyen en la sintesis. Por ejemplo, la seleccidn del
método que se usard para introducir el oligocation (agente pilareante), las condiciones de
calcinacion, entre otros. Otros factores pueden ser las caracteristicas del mineral arcilloso con
el cual se va a partir, la composicion, sus propiedades fisicoquimicas y el comportamiento
coloidal. Por ultimo, se debe tener un cuidado especial en las temperaturas, pH, el tiempo de
envejecimiento del agente pilareante, debido que se debe considerar el elemento con el que se

desea pilarear (Sapag & Mendioroz, 2001) (Gil et al., 1995) (Tomul & Balci, 2010).

Se pueden emplear dos enfoques para introducir el oligocation en la interlamina del

material natural. En primer lugar, el método de titulaciéon consiste en utilizar arcilla
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homoionizada con un catién hidrolizado en la suspension arcillosa. Esto da lugar a la
generacion del agente pilareante en el espacio preliminar, resultando en polihidroxicationes que
se convierten en los pilares deseados. Por otro lado, el método de cambio implica la adicion de
un agente pilareante previamente obtenido en la suspension arcillosa, facilitando el intercambio
de oligocationes por los cationes de la arcilla. No se observa una preferencia clara entre estos

dos métodos segun la revision bibliogréafica de De Souza Santos, 1992.

La naturaleza del mineral arcilloso que se usara como punto de partida se debe analizar
a profundidad, debido a que esto influye en la pilarizacion del mismo, se considera composicion
y carga que son los que influiran en la estabilizacion de la sintesis del material. Dependiendo
de la estructuracion del mineral puede provocar que su comportamiento en suspensiones
acuosas tome mas tiempo en el proceso de intercambio cationico. Los minerales mas usados
segun la bibliografia son la esmécticas y las montmorillonitas sodicas, debido a que la carga

elemental no es elevada y se origina en la hoja octaédrica (M. E. Roca Jalil et al., 2014).

1.5.4 Materiales porosos como herramienta de apoyo para la fagoterapia

Los materiales porosos han demostrado ser una herramienta valiosa en el campo de la
fagoterapia al ofrecer un entorno propicio para la inmovilizacion, proteccion y liberacion
controlada de bacteriofagos. Estos materiales, como geles, membranas y matrices poliméricas
porosas, presentan caracteristicas que los hacen idoneos para el soporte de bacteriéfagos. La
estructura porosa permite la retencién fisica de los virus, preservando su viabilidad y actividad
durante periodos prolongados, ademas de facilitar su liberacion gradual, lo que puede mejorar
la eficacia terapéutica al mantener concentraciones efectivas en el sitio de la infeccion (Zhao
et al., 2023). Ademas, la capacidad de modificar las propiedades superficiales de estos
materiales porosos permite la adaptacion a diferentes tipos de bacteriéfagos, maximizando su

interaccidn especifica con las bacterias diana.
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Investigaciones recientes han destacado la relevancia de los materiales porosos como
vehiculos de administracién de bacteriéfagos en terapias contra infecciones bacterianas
resistentes. La versatilidad de estos materiales para proporcionar una liberacién sostenida de
los fagos ha mostrado resultados prometedores en la reduccion de la carga bacteriana y en la
potenciacion de la eficacia terapéutica (Chhibber et al., 2008). Sin embargo, es crucial
considerar la seleccion de materiales porosos apropiados que no solo mantengan la estabilidad
y actividad de los bacteri6fagos, sino que también sean biocompatibles y seguros para su uso
en aplicaciones clinicas y ambientales. El aprovechamiento de materiales porosos como
soporte para la fagoterapia representa un area de investigacion en expansion con el potencial

de mejorar significativamente el tratamiento de infecciones bacterianas resistentes.

1.5.5 Materiales porosos en sistemas acuaticos

Los materiales porosos desempefian un papel fundamental en los ecosistemas acuaticos
al influir en la dinamica de los flujos de nutrientes, la retencion de sedimentos, la filtracion del
agua y la biodiversidad. Estos materiales, como los sedimentos lacustres, lechos de rios con
grava y arenas porosas, presentan una estructura permeable que facilita procesos claves para la
salud y la funcionalidad de los sistemas acuaticos. La porosidad de estos materiales permite la
retencion y liberacion gradual de nutrientes, influyendo en la disponibilidad de elementos
esenciales para el crecimiento de organismos acudticos y regulando asi la productividad
biologica en estos ecosistemas (Espinal, 2012). Ademas, los materiales porosos actiian como
habitats para una diversidad de organismos acuaticos, desde bacterias hasta invertebrados,
contribuyendo significativamente a la biodiversidad y al ciclo de la materia en entornos

acuaticos.

La porosidad del material poroso lo convierte en un producto efectivo para la
restauracion de ecosistemas acuaticos. Su capacidad para albergar y preservar bacteriéfagos y

otros microorganismos con habilidades para remediar estos ecosistemas contribuye



significativamente a mejorar la eficacia en el control y la eliminacién de contaminantes

presentes en diversos entornos acuaticos.

La interaccion entre los materiales porosos y los ecosistemas acuaticos es crucial para
entender la calidad del agua, la provisién de servicios ecosistémicos y la respuesta a
perturbaciones ambientales. Estos materiales no solo sirven como sitios de almacenamiento y
transporte de nutrientes, sino que también desempefian un papel clave en la mitigacién de
impactos adversos, como la retencion de contaminantes y la regulacién de la erosion en los

lechos de los rios y lagos (Younes et al., 2021).
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Capitulo 2



2 Metodologia

Se desarroll6 un material poroso denominado AI-PILC, el cual fue sometido a un
riguroso conjunto de pruebas con diversos microorganismos. El objetivo principal de estas
pruebas fue evaluar la capacidad de adsorcion del material y analizar la influencia que ejerce
en la sinergia con los microorganismos seleccionados. Cada fase experimental se llevo a cabo

con meticulosidad, asegurdndonos de utilizar un enfoque integral.

Cada prueba, meticulosamente disefiada, cont6 con una serie de tratamientos
especificos que permitieron explorar diferentes escenarios de interaccion entre el Al-PILC y
los microorganismos. Este enfoque multifacético no solo nos proporcioné una comprension
maés profunda de la capacidad de adsorcion del material, sino que también nos permitié analizar
de manera exhaustiva los efectos de la sinergia entre el material poroso y los microorganismos

involucrados.

2.1 Sintesis del material poroso AI-PILC

El material poroso se sintetiz6 utilizando el método de cambio, descrito en el marco
teorico indice 1.5.5. La figura 2.1 ilustra el proceso, que comenzé con la obtencion del agente
pilareante (oligocation) mediante la hidrolisis de una solucién 0,2 M de AICI3.6H20 con
solucién de NaOH 0,5 M manteniendo una relacion de 2 entre el OH/AP*. La solucién del
NaOH fue agregada lentamente en la solucion AICIs.6H2O por el método de gota a gota,
mientras que se mantenia en agitacion constante y a una temperatura de 60°C. Una vez que se
terminG de agregar, se mantuvo en agitacion toda la noche (12 horas). La suspension de la
arcilla bentonita usada fue de 3% p.v! y se prepar6 1 hora antes de la incorporacion para tener

una buena dispersion de la arcilla en el oligocation (Karim Sapag, 1997).
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Figura 2.1

Esquema de sintesis de Al-PILC adaptado de E. Roca Jalil et al., 2015

NaOH AlCl;.6H,0
0.5M 02M
- 60°C
l envejecimiento 12 h
v

suspension arcillosa

Oligocation tipo Kegein ;
12 po fegg 3%mv-!

| Relacion 20 meqAl-g! arcilla

1Floculaci6n 12h
Arcilla intercalada
Lavado por dialisis l

Precursor
Al-PILC

v Secado en estufa (60 °C)
v Calcinacion (500 °C)

Al igual que la preparacion del agente pilareante, se debi6 incorporar por el método de
gota a gota en la suspension de bentonita, mientras tenia una agitacion constante y a
temperatura ambiente que era de 20°C a 1 atm. Después de agregar el oligocation, se mantuvo
en agitacién durante una hora y posteriormente se dejo reposar para su correcta floculacion
durante 12 horas. Una vez transcurridas las 12 horas, se retir6 el sobrenadante de la mezcla y

se procedio a realizar un lavado del s6lido para retirar las sales en exceso.

El lavado de la mezcla se llevé a cabo mediante membranas de dialisis en agua destilada
hasta que la conductividad fuera igual a la del agua destilada, que era de 04 uS

(aproximadamente 2 dias cambiando el agua cada 12 horas). Una vez estabilizada la



conductividad, se procedio a colocar el sélido lavado en la estufa a 60°C durante toda la noche

para secarlo, obteniendo asi los precursores correspondientes al material.

Posterior al secado, se procedié a usar una MUFFLA que podia llegar hasta 1250°C,
pero en el caso de nuestra arcilla solo se alcanzé hasta 500°C por una hora, con una rampa de
calentamiento de 10 °C.min™. Una vez finalizado este Gltimo paso, ya se obtuvo nuestra Al-

PILC (E. Roca Jalil et al., 2015).

2.2 Recoleccion para muestras de diatomeas
La recoleccion de diatomeas se llevo a cabo en el Rio San Luis, Argentina, utilizando
frascos previamente autoclavados de aproximadamente 500 mL. Se seleccion6 cuidadosamente
una zona con el menor impacto ambiental en el rio para la recoleccion. Posteriormente, las
muestras se mantuvieron a una temperatura Optima para garantizar su supervivenciay preservar
la integridad de las diatomeas recolectadas. Este enfoque meticuloso en la eleccion de la
ubicacién y las condiciones de recoleccion no solo asegura la calidad de las muestras, sino que

también respalda la integridad de los datos obtenidos durante el estudio Pardo et al., 2019.

2.3 Montaje de la prueba de material poroso con diatomeas

La metodologia fue adaptada a partir de Mantoura & Llewellyn, debido a que, se dividid
por dias de referencias como se indica en la figura 2.3, siendo dia 0, dia 3, dia 7 y dia 14. Cada
dia contaba con 6 ensayos diferentes. Siendo el primero de control (Blanco) que contenia agua
del rio San Luis junto el efluente; el segundo ensayo contenia agua del rio San Luis con efluente
y la arcilla bentonita natural; el tercer ensayo contenia la arcilla pilareada en vez de la arcilla
bentonita natural; el cuarto ensayo contenia agua del rio San Luis con efluente y algas
(diatomeas); el quinto ensayo contenia agua del rio San Luis con efluente mas la arcilla
bentonita y algas, mientras que el sexto ensayo contenia la arcilla pilareada. La cantidad que
se colocd de los materiales porosos (arcilla bentonita y arcilla pilareada) fue tomado de

diferentes fuentes bibliograficas (Pandey, 2017). Se colocd 100 mg de los materiales porosos
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en los ensayos correspondientes (MP1, MP2, ALGAS/MP1, ALGAS/MP2) y en los ensayos
que contenga algas se colocd 180 mL de algas. La cantidad de agua del rio de San Luis y

efluente es una proporcion del Laboratorio InteQUI de la universidad de San Luis. Siendo 90

mL de agua de rio y 30 mL de efluente.

Figura 2. 2

Esquema prueba de material poroso en diatomeas

$ 24 enlemeyer

Efluente + Agua
del rio

BLANCO | MP1 MP2 [ ALGAS MP1/ALGAS MP2/ALGAS

DIAD B-0 | MP1-0 | MP2-0 | ALGAS-0 MP1/ALGAS-0 MP2/ALGAS-0

DiA3 B3 | MP1-3~ [ MP23 ALGAS-3 | MP1/ALGAS3 MP2/ALGAS-3

DIA7 B-7 MP1-7 MP2-7 ALGAS-7 MP1/ALGAS-7 MP2/ALGAS-7

DIA 10 B-10 | MP1-10 | MP2-10 | ALGAS-10 | MP1/ALGAS-10 | MP2/ALGAS-10

Cuantificacion Nivdes s dorchl
Cuantificacién de Colonias de E.coli Niveles de fosfato Niveles de nitrato iveles de clorofiia
diatomeas
pH Niveles de

Oxigeno disuelto

NOTA. Metodologia adaptado de Mantoura & Llewellyn, 1983

2.4 Analisis de nitrato, fosfato, clorofila, pH y oxigeno disuelto
2.4.1 Andlisis de nitrato
Para el andlisis de nitrato de los ensayos realizados, se usé el equipo de “HACH
DR2800” el cual es un espectrofotometro que se encargara en medir la absorbancia de las
muestras. Se prepararon las muestras de agua de los ensayos, se tom6 10 mL de cada matraz
Erlenmeyer. A cada muestra se le coloc6 30 mg de un reactivo de la marca “HACH

PERMACHEM REAGENTS NitraVer 5 Nitrate Reagent Powder Pillows, 10 mL, pk/100”,



este es un método conocido como reduccion de cadmio. Se tuvo que construir la curva de
calibracion para el espectrofotometro a partir de las absorbancias de las soluciones estandar
con la ayuda de un software especializado como indica el manual del espectrofotometro HACH
DR2800 (Green, 2017). Una vez que se tuvo la curva de calibracion se precedié a medir las
muestras. Por Gltimo, se hizo un andlisis estadistico (DR 2800 Spectrophotometer Procedures

Manual.pdf, s. f.).

2.4.2 Anélisis de fosfato

En el analisis de fosfato de los tratamientos mencionados anteriormente, se hizo por el
método de reactivos y luego se pasé por un espectrofotometro, el cual se encargo de leer la
absorbancia. EI método de reactivos fue desarrollado por varios cientificos a lo largo del
tiempo. Los reactivos que se uso fueron el acido ascorbico, molibdato de amonio y el acido
sulfurico. Se prepararon las soluciones estandar y las muestras para afiadir los reactivos, en un
orden especifico y volumen necesario para cada muestra. Una vez que fueron afiadidos, se
esperd a que los reactivos reaccionasen con la muestra. Una vez que los reactivos empezasen
con su reaccion, se procedié a medir la absorbancia, para ver la concentracion de fosfato y

realizar un analisis estadistico (Jenkins, 1982).

2.4.3 Anadlisis de clorofila

El analisis de clorofila por espectrofotometria se basa en la capacidad de absorber luz
en diferentes longitudes de ondas en el espectro visible. EI fundamento de este método se basa
en la relacién entre la cantidad de luz absorbida por la clorofila y la concentracion de la muestra.
Dependiendo a que longitud de onda se mida la clorofila absorbera selectivamente 400 a 500
nm (azul) y 600 a 700 nm (rojo). Estos respectivamente indican el rango de absorcién de la
clorofila a y b. El uso de la acetona en la muestra de clorofila es para disolucion de los
pigmentos liposolubles como la clorofila, tejidos vegetales y otras muestras bioldgicas. En base

a este método se procedid a preparar cada muestra afladiendo 1 mL de acetona a 1 mL de
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muestra y dejando que repose aproximadamente 12 horas. Una vez pasado las 12 horas, se hizo
centrifugacion para usar el sobrenadante y medirlo en el espectrofotometro “Rayleigh UV-
1800 a diferentes longitudes de ondas siendo 750 nm para la turbidez, 664 nm para la clorofila
A, 647 nm para la clorofila B, 630 nm para la clorofila C y 430 nm para los carotenoides para
el célculo del indicie de Margalef (UV-1800 UV/IVIS

Spectrophotometer,Rayleigh_specification/price/image_Bio-Equip in China, s. f.).

2.5 Célculos para las concentraciones de clorofilaa, by c
La formula para calcular las concentraciones se extrajo de referencias analizadas. En
ella, se realiza un célculo especifico para cada concentracion de clorofila, utilizando valores de
longitud de onda como 664nm, 647nm y 630nm. Dependiendo de la clorofila que se esté
evaluando, se introduce el valor correspondiente en primer lugar. Las constantes utilizadas
varian segun el método aplicado, pero se emplean para establecer una correlacion precisa entre

las lecturas de absorbancia y la concentracion real de la muestra.

Antes de utilizar los valores de las lecturas, fue necesario restarles el valor de 750nm,
que representa la turbidez. Esta correccion de la turbidez es extremadamente sensible a los
cambios en la proporcion de agua-acetona. La formula para el calculo de las concentraciones
de clorofila se encuentra detallada en la figura 2.4. Es importante sefialar que los resultados de
las concentraciones pueden ser negativos, especialmente en casos de concentraciones bajas de
clorofila, donde la multiplicacion por los valores de las constantes tiende a generar valores

negativos. (Franson, 1980).

Con base en los valores de las concentraciones de clorofila A, se aplicé la siguiente
formula, como se observa en la figura 2.5, para determinar la concentracion del pigmento
extraido. Esta formula implicaba la multiplicacion de la concentracién de clorofila A por el

volumen analizado en unidades de litros y posteriormente se dividia el valor obtenido por el



volumen total de la muestra, expresado en metros cubicos, dando como resultado los valores

finales en mg/m3.

Figura 2. 3

Calculo de concentraciones de clorofila a,b y ¢ (Franson, 1980)

a) C, = 11.85{absorbance 664) — 1 54 absorbance 647)
— .08 absorbance 630)

b) C, = 21.03{absorbance 647) — 5.43(absorbance 664)
— 2 66 absorbance 630)

c) C_ = 24 52(absorbance 630) -7 60 absorbance 647)
— 1 67 absorbance 664)

Figura 2.4

Calculo de clorofila a total (Franson, 1980)

C, X extract volume, L

Chlorophyll a, mg/m” = - - =
P ’ Volume of sample, m

2.6 Medicién de pH
El fundamento para la medicion de pH se basa en el electrodo de vidrio que tiene una
membrana delgada que permite el paso de iones de hidrogeno, haciendo que cada vez que se
sumerge en una solucion, los iones de H+ en la muestra interactian con la membrana
provocando una diferencia potencial eléctrico que es proporcional al pH de la solucion. La
escala de pH es de 0-14, donde es acido los pH menor a 7, neutral cuando es pH 7 y alcalino si

el pH es mayor a 7.

La medicion pH se hizo una calibracion, esto se realiz6 con soluciones con pH
conocidos, las soluciones eran de pH 4, 7 y 10. Se prepararon las muestras dejando que llegue
a temperatura ambiente, en ciertos casos hay que agitar la muestra para que los iones se
distribuyan uniformemente. Por ultimo, se sumerge el electrodo dentro de la muestra y se

empieza a hacer la lectura del pH.
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2.7 Medicién de oxigeno disuelto
La medicion del oxigeno disuelto se basa en la ley de Faraday, que se basa que la
cantidad liberada en un electrodo es proporcional a la carga eléctrica transferida. El electrodo
del oxigeno, se reduce el oxigeno disuelto en el catodo, provocando una corriente eléctrica que

es proporcional a la concentracién de oxigeno disuelto en la muestra.

Se uso el equipo SX716 Model Dissolved Oxygen Meter, el cual tiene el catodo
recubierto de un material que reduce el oxigeno a iones hidroxido cuando esta con corriente
eléctrica. Para medir el oxigeno disuelto, se tuvo que calibrar el equipo con soluciones de
referencias, luego se preparan las muestras y se asegura que no contengan burbujas de aire o
haber sido agitado recientemente, par que al sumergir el catodo no mida falsos niveles de
oxigeno disuelto, una vez medido el oxigeno, se procede a lavar el catodo y a cubrirlo con el

material recubierto (SX716-EN-1.pdf, s. f.).

2.8 Cuantificacion de diatomeas y E. coli

La cuantificacion de diatomeas y E. coli se realizaron por microscopio y cuantificacion
visual por medio Chromocult respectivamente. Para la contabilizacién de las diatomeas se
separaron en los tres tipos que mas se observaba, siendo Navicolas, Melosira y Cocconeis. Se
colocaba 1 mL de la mezcla para ver el crecimiento de las diatomeas. En la cuantificacion de
E. coli se tomaba 25 mL del ensayo y se pasaba por un sistema de bomba de vacio con
membrana de 0.45 um y luego colocarlo en una placa con medio Chromocult hidratados
previamente con solucion salina, posteriormente se dejo a 37°C por 24 horas y se procedio a
contabilizar de manera normal para ver si hay un crecimiento o disminucion del E. coli

(Jenkins, 1982).



2.9 Analisis estadistico
Para comprender mejor los resultados de los analisis realizados anteriormente, se
procedid a hacer andlisis estadisticos de los 6 tratamientos realizados. Asi podemos ver

diferencias significativas entre los tratamientos y que dia fue que hubo més diferencias.

Se realizé la estadistica por cada analisis debido a que son diferentes datos que se tiene
en cada uno. Para esto, se hizo el analisis estadistico entre los programas de Excel y el programa

Minitab. Para el analisis estadistico se consider6 dos hip6tesis:
Hipotesis nula: Todas las medias son iguales.
Hipotesis alterna: La mayoria de las medias no son iguales.

Los datos del analisis de nitrato, clorofila, pH y oxigeno disuelto no fueron normales,
como se observa en la figura 2.5, figura 2.6 y figura 2.7 y figura 2.8 por ende, se va a

normalizar los datos.

Figura 2.5

Distribucion de datos de nitrato
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Figura 2. 6

Distribucion de datos de clorofila a

Figura2.7
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Figura 2.8

Distribucion de datos de fosfato

Grafica de probabilidad de fosfato

MNormal - 95% de IC

99

Media 1258
Desv.Est. 08541
a5 | 24
AD 1082

50 Valorp  0.008

&0
T0
&0
50
40
30
201

Porcentaje

Como se observo, los datos no son normales, esto se comprobd por la prueba de
Shapiro-Wilk y por medio de los graficos ya observados. Al no tener los datos normales, se
procede a hacer transformaciones de Johnson, consiguiendo datos normalizados para poder
realizar el analisis de varianza (ANOVA). Luego, para tener resultados mas claros, se realizo

la prueba de Tukey de los tratamientos en el transcurso de los dias.

Los datos de oxigeno disuelto, como se observo en la figura 2.9, estan normalizados,
esto se comprobo con el dato de p. valor, que es igual a 0.172. Segun la norma, si el valor de
p. valor > 0.05 los valores estan normalizados. Por lo cual se realizo el analisis de ANOVA

directamente.
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Figura 2.9

Distribucién de datos de oxigeno disuelto

Grafica de probabilidad de oxigeno
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2.10 Aislamiento de fagos y condiciones para el medio de cultivo
La cepa de bacteriofago utilizada en el estudio (bme3) fue aislada en el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental de la ESPOL a partir de una bacteria de E. coli “ATCC 15597”. Estos
serian por centrifugacion, filtracion, cloroformo, entre otros. En este caso se realizd un
aislamiento a través del método de filtracion con filtros de 0.22 um para que solo logren pasar
los bacteriofagos. Luego de este filtrado se realizara un enriquecimiento de fagos y se
determina el titulo a través de la prueba “spot” y se procede a conservar a 4°C (Punil Luciano,

2017).

2.11 Enriquecimiento de fagos
El enriquecimiento se realizO mediante la técnica descrita por Poxleitner et al., 2018
con algunas modificaciones. Se inoculé 100 pL del lisado del bacteriéfago en 5 mL de TSB
con crecimiento de la cepa de E. coli en 0,5 McFarland y se incubd por 24 h a 37°. Luego, se
centrifugd a 4500xg durante 30 min y el sobrenadante recuperado se paso por un filtro de
jeringa de 0,22 pm. Para determinar el titulo se realizo la prueba de la gota o “spot” de las
diluciones del bacteriéfago enriquecido (Poxleitner et al., 2018).
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2.12 Meétodo “spot”
Para la prueba Spot se inoculd placas de TSA con la bacteria (McFarland 0,5). Luego
se inocul6 con 10 pL de suspension de fago, se dejé secar e incub6 las placas durante la noche

a 37°C Mirzaei & Nilsson, 2015 para que se formaran los halos (figura 2.10).

Figura 2. 10

Metodo "Spot"

Nota. Representacion de los halos creados por los fagos en un medio inoculado por E.coli

2.13 Ensayo de retencion y liberacidn de fagos en material poroso.

Para el ensayo de retencion y liberacion de fagos se baso en varias referencias (Zhang
et al., 2024); (Bradford et al., 2006); (Bales et al., 1997). Como se ve en la figura 2.11, se
realizaron varias columnas con una longitud de 10 cm y 0.5 cm de didmetro. Se colocd 400 mg
de AI-PILC vy la concentracion de fagos que tenia 10® UFC por mL, se afiadié 1 mL del
concentrado. Se dejo retenido por 10 min y 20 min para ver la efectividad de retencidn del
material poroso con los fagos. Una vez pasado el tiempo de retencion se retir6 el tapdn para
que el 1 mL del concentrado se conserve en otro tubo para hacerle un analisis por el método de

“spot” y poder ver la cantidad que se retuvo (Zhang et al., 2018).
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Figura2.11

Esquema del ensayo de retencidn y liberacion de fagos en material poroso

Se toma 50 ul para
— mandar a ver en SEM

T 1 mide solucién 5-10m s
Se retira el tapon & s
con fagos 9 Se prosigue a agregarle
3 para que excurra | P
material poroso hasta [:/ o 2 solucién para
2-25cm cambiarie el pH
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2.14 Analisis de fagos después de los ensayos
Para el analisis de fagos se procedio a hacer el método “spot”, se hizo hasta la dilucion
108, colocando SM buffer en 5 tubos Eppendorf (colocando 900 pL en los tres primeros y 990
ML en los dos ultimos) y luego se afiadio 100 pL en el primer tubo y se hizo vortex por 10
segundos, posterior se paso 100 pL del primer tubo al siguiente y se repitio con el tercer tubo,
a partir del cuarto tubo se paso6 10 pL y luego se traspasé 10 pL al quinto tubo. Posteriormente
se inocula una placa de TSA con E. coli y se inocula 10 pL del fago que se encuentra en cada

tubo para comprobar la titulacion de los fagos.
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3 Resultados y analisis
3.1 Caracterizacion del material poroso e Isoterma

La isoterma de la figura 3.1 tienen una combinacion entre isotermas tipo | y I1b, siendo
el tipo I un incremento abrupto de volumen adsorbido durante las bajas presiones relativas que
confirma la presencia de microporos en la estructura de la arcilla. El tipo Ilb muestra la
adsorcion en las regiones que tiene multicapas tiene presente poros interparticula y que la
arcilla natural no fue afectada durante el proceso de pilarizacién. Ademas, presenta ciclos de
histéresis que son provocados por mesoporos en la estructura, estos dan indicios de como la

estructura mas externa quedo ordenada (Rao et al., 2015).

Figura 3.1

Isoterma del material poroso
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El aumento del volumen adsorbido a bajas presiones relativas varia respecto a la
cantidad de aluminio que tiene incorporado la AI-PILC, al igual que el tamafio y la cantidad de

mMicroporos.

Se puede observar una relacion directa concerniente al aumento de aluminio y el
aumento de la densidad de los microporos en los pilares de la interlamina (M. E. Roca Jalil

et al., 2014).

3.2 Andlisis estadistico por la prueba de ANOVA
Los resultados de la prueba de ANOVA en clorofila mostro que posee un p=0.030, lo
cual significa que se puede haber una diferencia significativa entre los tratamientos. Por cual
se confirmé con el grafico de analisis de Tukey de la figura 3.2, el cual mostro que no hay
demasiada diferencia significativa entre los tratamientos, aunque si se puede afirmar que las

muestras de Ay A/IMP1 tuvieron mejores resultados.

Figura 3. 2

Gréfico de caja de bigotes de los niveles de clorofila a

Grafica de intervalos de Clorofila a vs. GRUPOS

95% IC para la media
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La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Los resultados que se observa en la figura 3.3 es que el valor de p.valor es mayor a

0.05, por lo cual no se tiene una diferencia significativa entre los tratamientos. Aunque, se
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puede observar por el grafico del anélisis de Tukey que hay mejores resultados en los

tratamientos de A/MP1, AIMP2 y MP2.

Figura 3. 3

Gréfico de intervalos de pH
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La desviacidn esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervales.

En la figura 3.4 se observan los resultados de ANOVA de los datos de nitrato, el cual nos
indica que no hay diferencia significativa entre los grupos. Pero en el grafico de Tukey, se
puede apreciar que el tratamiento con solo MP1, tuvieron peores resultados, debido que el

objetivo de esta prueba era la reduccidn del nitrato en el agua.

Figura 3.4

Grafico de intervalos de nitrato

Griéfica de intervalos de Nitrato vs. GRUPOS
95% IC para la media
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La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.



En el ANOVA de la figura 3.5 nos muestra que el p. valor es mayor a 0.05 por lo cual no hay
mucha diferencia signficativa, lo cual nos confirma el analisis de Tukey que la mayoria de los

grupos no tiene una diferencia considerable.

Figura 3.5

Gréfico de intervalos de fosforo

Grafica de intervalos de Fosforo vs. C20
95% IC para la media
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La desviacidn estdndar agrupada se utilizd para calcular los intervalos.

En la figura 3.6 en los valores del ANOVA se tiene que el p.valor es mayor a 0.05, por lo
cual no hay diferencia significativa, pero en los valores de la grafica del analisis Tukey, se
encuentra que los valores de A/MP1 y A/IMP2 son mas alto que el resto de tratamientos, esto
es bueno debido a que lo que se quiso obtener en este analsis, es que el oxigeno disuelto de

los ensayos aumenten, debido a que esto beneficia a los algas que se encuentran.
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Figura 3. 6

Grafico de intervalos de oxigeno

Grifica de intervalos de Oxigeno vs. GRUPOS

95% IC para la media
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La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos,

3.3 Influencia del material poroso en los niveles de Nitratos

Los niveles de nitratos fueron anormales debido a un proceso que ocurrié durante el
ensayo, que se trata de la actividad de las algas como se observa en la figura 3.7. Los resultados
salieron en aumento en vez de disminuir al paso de los dias en algunos casos. En el caso de
los ensayos que contienen algas, hubo un aumento al paso de los dias, esto debido a una
actividad que tiene las algas que se le denomina nitrato reductasa y nitrito reductasa. Esto es
porque las algas necesitan nitrato y nitrito para su desarrollo, entonces en un ecosistema donde
no haya altos niveles de nitratos, las algas se encargaran de producirlas. Esto es normal debido
al ciclo de nutrientes, el cual nos referimos al flujo y reciclaje de nutrientes esenciales para el

crecimiento y desarrollo de organismos vivos en el ecosistema.

En cuestidn a nuestro producto AL-PILC, se puede ver que aporto levemente en algunos
casos a la disminucion de los niveles de nitratos, mostrando que su capacidad de adsorcion a
contaminantes si son efectivas, pero debido a lo mencionado anteriormente, se deberia agregar
mayor cantidad de AI-PILC al ensayo o crear un Al-PILC de mayor densidad de porosidad para

tener mejores resultados.



Figura 3.7

Niveles de nitrato en los diferentes ensayos en un periodo de 14 dias
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3.4 Influencia del material poroso en los niveles de fosfatos
Por otro lado, los resultados de la figura 3.8 que se obtuvo de los niveles de fésforo
fueron muy eficaces, habiendo una disminucion considerable del dia O al dia 14. Segun los
datos, el ensayo que tuvo mejor eficacia fue el que contenia las algas + material poroso 2 (Al-
PILC), seguido por el ensayo solo con algas y de las algas + material poroso 1 (Arcilla bentonita

natural).

Basandonos en fuentes bibliografica, la arcilla bentonita tiene una capacidad de

adsorcion del fosfato de 14 mg/g de la arcilla bentonita (Pandey, 2017).

El ensayo pudo tener mejores resultados si en el ensayo solo se hiciera pruebas con
fosfato y no con diferentes tipos de contaminantes, debido a que el producto adsorbe todos los

contaminantes que haya en el ecosistema.

En el ensayo del “Blanco” se dio la hipdtesis que la combinacion de agua del Rio de
San Luis y el efluente pudo tener pequefios restos de algas o algun otro organismo que pudo

reducir levemente los niveles de fosforo
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Figura 3. 8

Niveles de fosforo en los diferentes ensayos en un periodo de 14 dias
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3.5 Influencia del material poroso en los niveles de oxigeno disuelto
El aumento de oxigeno disuelto que se observa la figura 3.9 es buena sefial de aumento
de algas en un ecosistema, debido a que estas tienen un proceso llamado fotosintesis el cual
aumenta los niveles de oxigeno en el ecosistema acuatico. Los niveles estandares segun varias
organizaciones como OMS y EPA, estan entre el 5 y 9 mg/L de oxigeno disuelto. De acuerdo
con los estandares de las organizaciones, el dia 7 mostrd buenos resultados los ensayos con los

materiales porosos y algas, seguido del ensayo con solo algas.

Por otro lado, el dia 14, se obtuvo una decadencia del oxigeno disuelto en los dos
primeros ensayos, mientras que el ensayo con solo algas sigui6 en aumento. Esto pudo ser por
la proliferacion de las algas en los dos ensayos primeros que provoco una disminucion del
oxigeno, debido a la muerte de algas que al momento de descomponerse se consume oxigeno,

lo que provoco esa disminucion leve. Mientras que, en el ensayo con solo algas, al no haber



una proliferacion de algas no ocurrio este fendmeno (California State Water Resources Control

Board, s. f.).

Figura 3.9

Niveles de oxigeno disuelto en los diferentes ensayos en un periodo de 14 dias
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3.6 Influencia del material poroso en los niveles de pH
Las algas desempefian un papel crucial en el aumento del pH de la figura 3.10,
manifestando varias actividades que incluyen la fotosintesis, la produccion de alcalinidad, el
consumo de acido organico y la descomposicién. Segun (Wilde et al., 2006), las algas
prosperan ¢ptimamente en un rango de pH que oscila entre 8.2 y 8.7. De acuerdo con los
estandares para la supervivencia de las algas, los niveles de pH maés favorables se observaron

en los ensayos de "Algas”, "A/MP1" y "A/MP2".

Desde la perspectiva de la supervivencia de las algas, estos resultados son altamente
significativos. El aumento del pH en el dia 14 se correlaciond con la muerte de las algas,

liberando nutrientes y sustancias organicas en el medio ambiente.
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Figura 3. 10

Niveles de pH en los diferentes ensayos en un periodo de 14 dias
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3.7 Influencia del material poroso en los niveles de clorofila
Los niveles de clorofila de los diferentes tratamientos de materiales porosos de la figura
3.11 confirmaron de la baja presencia de algas, mientras que los ensayos donde se habia
colocado los 180 mL los niveles de clorofila A fueron altos, siendo el mas alto el de la muestra
con solo algas, seguido del ensayo de Algas + material poroso (arcilla natural) y en tercer lugar

se encuentra el ensayo de algas + material poroso (arcilla pilareada Al-PILC).

Los ensayos que solo contenia materiales porosos muestran bajos niveles de clorofila
A, pero en los dias siguientes llegaron a aumentar levemente, esto pudo ser por presencia de
algas en el agua del rio de San Luis y por el ecosistema del ensayo lograron aumentar la
cantidad de algo en los ensayos llegando a 0.1 mg/m? en el ensayo que contenia la arcilla

bentonita.

Entre los ensayos que involucran algas y materiales porosos, el ensayo con arcilla
natural ha arrojado los mejores resultados en cuanto al aumento de clorofila. Esto se debe a la

interaccidn entre las algas y la bentonita, que facilita la absorcion de luz por parte de las algas.



Como resultado, se promueve una fotosintesis mas eficiente, lo cual se traduce en niveles mas

altos de clorofila A.

Figura3.11

Niveles de clorofila a en los diferentes ensayos en un periodo de 14 dias
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Entre los ensayos que involucran algas y materiales porosos, el ensayo con arcilla
natural ha arrojado los mejores resultados en cuanto al aumento de clorofila. Esto se debe a la
interaccidn entre las algas y la bentonita, que facilita la absorcién de luz por parte de las algas.
Como resultado, se promueve una fotosintesis mas eficiente, lo cual se traduce en niveles mas

altos de clorofila A."
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3.8 Influencia del material poroso en la cuantificacion de diatomeas y Escherichia coli
Los resultados de la figura 3.12 en la cuantificacion de E.coli, fueron variando dia tras

dia. Las capacidades de los materiales porosos han demostrado que pueden adsorber diferentes
tipos de microorganismos, como contaminantes. Lo que se puede hacer una deduccion, que en
el dia 7 el material poroso Al-PILC adsorbiera una gran parte de E.coli que se encontraba en el

ensayo, al igual que la arcilla natural.

Figura 3. 12

Crecimiento de E.coli en los diferentes ensayos en un periodo de 7 dias
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En los ensayos del material poroso y algas, se vio una disminucién mejor que en los
ensayos anteriores. La interaccion entre las algas y materiales porosos puede causar un efecto

que no permita el crecimiento bacteriano en los ensayos.

El aumento de la cantidad de diatomeas como se observa en la figura 3.13 fue
considerablemente bueno, en especial la longitud y tamafio de los diferentes tipos de diatomeas
como se ve en la figura 3.14. Como se puede ver en la imagen de la derecha, la longitud de las

Melosiras empez0 a ser largas, al igual que la cantidad de Naviculas.



De los tres tipos de diatomeas que fueron estudiados, las Cocconeis fueron las que

menos cantidad se encontraron.

Figura 3. 13

Cuantificacion de diatomeas en un periodo de 14 dias

Cuantificacion de diatomeas
250
200
150
100 o ®
50

.\. PY
0
012 3 456 7 8 910111213 14

—e— MELOSIRA —e— NAVICULA —e— COCCONEIS

Figura 3. 14

Observacion de la longitud de una Melosira

Por otro lado, el dia 14 se empez0 a encontrar otros tipos de diatomeas como la
Cyclotella y Synedra. Lo cual pudo ser porque el ecosistema estaba mejor adaptado para el

crecimiento de estos tipos de diatomeas
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3.9 Enriquecimiento de bacteriéfagos y comprobacion de titulacion de fagos
Para analizar los resultados del enriquecimiento de los bacteridéfagos se dejo incubando
por 24 horas a 37°C. El enriquecimiento nos permitio llegar a una titulacion de 10°, dandonos
un nivel adecuado de titulacion como se observa en la figura 3.15 y figura 3.16 para realizar

los experimentos siguientes.

Figura 3. 15

Comprobacion del método doble capa a través del método “spot”

Figura 3. 16

Comprobacion del método de barrido a través del método “spot”




El nivel de titulacién si se hubiera querido tener més alto, se tuviera que aumentar el
tiempo de espera del lisado con los 5 mL de TSB aproximadamente 6 horas mas si se hubiera

querido tener una titulacion de 108,

3.10 Andlisis de titulacion de bacteriéfagos post-ensayo

Los resultados de la figura 3.17 que son del post-ensayo no fueron los esperados debido
a que la concentracion de fagos siguié dando una concentracion de 108, lo cual nos indica que
la concentracion de entrada fue la misma concentracion de salida. El ensayo se repitié de dos
maneras diferentes, siendo la primera por tubos con un método de retencion, el cual provocaba
que por el tiempo que tomaba en pasar el tapon para hacer el andlisis, provocaba que la
concentracion aumentara. Es por esto por lo que se opto por el segundo método en donde se
realizd por matraces Erlenmeyer para una homogenizacion y retencion mas eficaz y no ocurra
un aumento de concentracion de fagos. En ambos ensayos se probd a una temperatura

ambiental de 20°C y un pH entre 3.5 a 4.5, que es el pH de la arcilla sintetizada.

Pruebas adicionales utilizado diferentes niveles de pH y temperatura permitiran
determinar las condiciones optimas requeridas para que la capacidad de adsorcion del material
poroso sea la mas optima y de esta manera lograr obtener fagos adsorbidos que pueden ser

liberados en el ambiente y lograr el control de microorganismos, particularmente, E. coli.
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Figura 3. 17
Comprobacion de titulacion de bacteridéfagos post-ensayo en diferentes tiempos de

retencion




Capitulo 4
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Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Se ha logrado sintetizar un material poroso sintetizado a partir de una arcilla bentonita y de
aluminio para la creacién de los pilares en la capa interlaminar de su estructura. El material
posee dos diferentes tipos de poros, los cuales son microporos y mesoporos, que permitira
que pueda adsorber microorganismos de menos de 2 nm hasta 50 nm y con un &rea
superficial de 200 m?,

Este material aparte de cumplir con el objetivo de adsorber microorganismos proporciona
beneficios adicionales en la remediacion de diversos contaminantes en ecosistemas
acuaticos. Estos beneficios incluyen la reduccion de contaminantes, aumento de oxigeno
disuelto, el aumento del pH y el fomento del crecimiento de microorganismos que
contribuyen a la restauracion del ecosistema.

Hasta el momento el material poroso a unas condiciones normales que son de temperatura
ambiental (20°C) y a un pH natural de la arcilla bentonita, no ha logrado adsorber el
bacteriofago “bme3”, por lo cual se espera a que en pruebas futuras con diferentes
temperatura y pH se logre adsorber el bacteriéfago.

Con la sintesis de este material y su capacidad de adsorber microorganismo Yy
contaminantes, estaremos cumpliendo dos objetivos de la ODS que son el objetivo 3 de
Salud y Bienestar y el objetivo 6 de Agua Limpia y Saneamiento. Ademas de ser un material
barato en comparacion a los tratamientos de remediacion y tratamientos con antibioticos

contra bacterias resistentes.



4.2 Recomendaciones

Se debe hacer diferentes tipos pruebas variando la temperatura y pH del ensayo para ver
los efectos que tienen en el ensayo.

Sintetizar diferentes tipos de materiales porosos como, arena de silicio, arenas de cuarzo y
perlas de vidrio y asi poder ver que material poroso beneficia mas a la retencion de los
bacteri6fagos.

Comparar el material con el bacteriéfago ya adsorbido con otros productos comerciales
para ver las diferencias significativas entre los productos comerciales y nuestro material
pOroso.

Usar diferentes bacteriofagos para ver si hay diferencia al retenerse en el material poroso,

se podria usar el fago “Myoviridae”, el cual es un fago T4, que es especialista de E. coli.
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