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Resumen

Se soportaron particulas de plata u oro en zeolitas naturales y sintéticas y se
evaluaron como bactericidas de microorganismos de Escherichia coli y Salmonella
typhi. Las variables estudiadas fueron la cantidad de plata y oro soportada en las
zeolitas y la temperatura de reduccion. Los materiales se caracterizaron por
Difraccidn de rayos X (XRD), Resonancia magnética nuclear (NMR-MAS) de #Si y
2’Al y Dispersion de rayos X a angulos pequefios (SAXS). Los microorganismos se
incubaron en caldo de soya tripticaseina, empleando agar selectivo para su deteccion
y cuantificacion; la determinaciéon del numero de unidades formadoras de colonia
(UFC)  se hizo con la técnica de conteo de colonias y area de las mismas.
Cantidades de Ag-zeolita y Au-zeolita aproximadamente 0.06 g/18 mL de cultivo, con
una concentracién de 0.11% en peso de plata u oro, eliminaron todas las colonias de
Escherichia coli a tiempos de 30 min. Para la eliminacion de colonias de Salmonella
typhi, se requiri6 mayor cantidad de muestra biocida (0.12 g/18 mL) para la

eliminacion total de la Salmonella typhi en 30 min.

Palabras claves: Zeolita; plata; oro; Escherichia coli; Salmonella typhi;
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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

APT: Activador tisular del plasminégeno.

PLP: Proteinas ligadoras de transpeptidasas y carboxipeptidasas.
LPS: Lipopolisacaridos.

CMI: Concentracionminima inhibitoria.

CMB: Concentracionminima bactericida.

NTU: Unidades Nefelométricas de turbidez.



Capitulo 1

Capitulo 1. Introducciéon

La transmision de patdégenos por medio del agua continda siendo un
problema grave. Por ello, los agentes antimicrobianos son necesarios para inhibir la
reproduccion de patogenos. Una amplia variedad de agentes antimicrobianos se
han empleado para este fin, cuya eficacia estd determinada por varios factores
fisico-quimicos. Muchos de ellos, sin embargo, son tdxicos, lo que los limita para su
aplicacion en algunos medios como agua potable, alimentos y productos textiles. En
este sentido, la plata es un bactericida no toxico para el ser humano, que puede

reducir significativamente muchas infecciones bacterianas (Yin H., 1999).

La actividad antimicrobiana de especies de plata, los iones en particular, esta
bien documentada y se ha utilizado durante mucho tiempo para el tratamiento de
heridas (Hugo W., 1995; Demling R., 2001). Por ejemplo, las soluciones de AgNO3
se han utilizado con frecuencia para el tratamiento de quemaduras. En la actualidad,
la plata sigue siendo un agente comun en el tratamiento de las heridas debido a que
en muchos casos la prescripcion de antibioticos esta limitada (Gemmell C., 2006).

Ademas de los compuestos de plata, la medicina moderna ha empleado otros
metales como el oro, que es un inhibidor del crecimiento del bacilo que causa la
tuberculosis. En el tratamiento de varias formas de cancer, se fijan particulas de oro
a las células cancerigenas (Lapotko D., 2006). Posteriormente, con un rayo laser se
calientan estas particulas hasta que se consigue quemar las células tumorales. Esto
permite destruir sélo las células cancerigenas y salvar los tejidos sanos,lo que
posibilitaria desmarcarse de las técnicas actuales, radioterapia y quimioterapia, que
si destruyen las zonas no afectadas por la enfermedad, con perniciosos efectos

secundarios para el paciente.

Algunas sales inorganicas de oro, conteniendo grupos sulfhidrilos (SH),
tienen propiedades antibacterianas; estos compuestos pueden inhibir la actividad

enzimatica de los liposomas en los macrofagos.
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La actividad antimicrobiana de soluciones de oro se ha investigado muy poco,
mientras que el efecto de la actividad antibacteriana del oro soportado en un
material poroso no se ha reportado. No obstante, se espera que los cationes de oro
Au™, de manera similar a la plata (Ag”), sean atraidos electrostaticamente por las
células y entonces se produzcan reacciones en la superficie celular, desalojando los
iones Ca** y Zn?*.Sin embargo, en solucién acuosa los iones (Au*, Au®*" o Ag")
pueden intercambiarse con otros iones del medio, disminuyendo asi su
disponibilidad para afectar a las bacterias. Asi, las particulas metalicas Au® y Ag®
son deseables y se espera sean igualmente letales para matar bacterias.

El area superficial de las particulas metalicas en contacto con las bacterias,
esta directamente relacionada con su eficiencia bactericida. Por lo tanto, el area
superficial de las particulas de Ag y Au sera de suma importancia.Por ejemplo, la
alta superficie especifica y alta proporcién de atomos de la superficie de las
particulas de plata da lugar a una gran actividad bactericida, si se compara con el
metal de plata a granel (Chmielewska D., 2006). Ademas, los metales plata y oro,
cuando se usan en cantidades razonables, no tienen efectos negativos en el cuerpo

humano.

En este sentido, en el ambito de la catalisis, a fin de maximizar la superficie
activa los catalizadores estan frecuentemente compuestos por un metal (fase activa)
soportado en una estructura inorganica. Por tanto, esta estrategia podria utilizarse
para preparar particulas de plata y oro soportadas, capaz de inhibir el crecimiento
de patdégenos. Los iones de plata y oro soportados, pueden usarse para inhibir el
crecimiento de patégenos, ya sea anadiéndolos directamente en agua o

incorporadolos en varios materiales, por ejemplo textiles.

Teniendo en cuenta estas aplicaciones, se inicio este trabajo con el objetivo
de estudiar la eficiencia de plata y oro soportada en zeolitas como sistemas para
evitar el desarrollo bacteriano. Se han seleccionado estos soportes ya que pueden
variarse facilmente sus propiedades fisico-quimicas. La plata y el oro soportados en
zeolitas tipo silicalita, mordenita, faujasita y clipnotilolita se probaron como

bactericidas de Escherichia coli(E. coli) ySalmonella typhi (S. typhi).
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Capitulo 2. Antecedentes

La contaminacion microbiolégica de las aguas de consumo humano impacta
negativamente a la salud de la poblacién. Los riesgos epidemiolégicos, relacionados
con el consumo de agua contaminada por microorganismos virulentos son causales
del colera, de las fiebres tifoideas o de la hepatitis virica. Una contaminacion
microbiologica puede afectar a algunas personas o a comunidades enteras,
dependiendo de la calidad o del tipo de microorganismo, su modo de transmision,
asi como del perfil de las personas contaminadas. La contaminacidén microbiol6gica
del agua ocurre por lo general a través de aguas residuales con heces de origen

humano o animal (Anales de la real academia nacional de la medicina, 1975).

El riesgo de contraer una infeccidn por microorganismos patégenos depende
de su grado de invasion, de su dosis minima infectante asi como del nivel
inmunolégico del organismo huésped. Algunas bacterias patégenas pueden incluso
multiplicarse en los alimentos y las bebidas, lo que aumenta los riesgos de infeccion.
Debido a estas condiciones, en el caso de los microorganismospatdgenosno existe
un limite inferior tolerable; por lo que el agua destinada al consumo (alimentos y
bebidas) y a la higiene personal no debe contener ningun agente patégeno para los
seres humanos (NMX-AA-42-SCFI- 1987, 2000).

Las bacterias patogénicas, como S.typhiy E. coli, son de particular interés por
ser transmisoras de enfermedades por alimentos; son causantes de enfermedades
peligrosas, como la salmonelosis en el caso de la Salmonella y el sindrome urémico
hemolitico por E. coli, ambas con consecuencias graves y permanentes para el ser

humano.
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2.1 Bacterias

Las bacterias constituyen un grupo heterogéneo de organismos desde el
punto de vista morfoldgico. Las bacterias son procariotas, que a diferencia de las
células eucariotas no tienen un nucleo definido; contienen un solo cromosoma,
formado por un ADN (acido desoxirribonucleico) circular en doble helicoide, sin
proteinas asociadas; carecen de microtubulos y estructuras relacionadas con el
reticulo endoplasmico como el aparato de Golgi y mitocondrias (Pumarola A., 1987).

Las partes principales de las bacterias son: pared celular, compuesta por una
serie de acidos organicos que la propia bacteria sintetiza; membrana plasmatica,
formada por lipidos y proteinas, es la responsable de la permeabilidad de la célula,
respiracion y transporte de electrones, por lo que participa en la degradacion
bioldgica de los nutrientes; y citoplasma, formado por un complejo de biomoléculas,
enzimas y ribosomas, participa en la degradacion primaria de los nutrientes por
glucolisis (Figura 2.1). En el citoplasma se halla un ADN circular y numerosos
ribosomas. La pared bacteriana da rigidez y forma a la célula; su estructura
molecular basica es el peptidoglucano. La pared puede contener algunos otros
componentes, ademas del peptidoglucano, como los lipopolisacaridos en las
bacterias Gramnegativas y los acidos teidnicos en las bacterias Grampositivas
(Macarulla J., 1994; Pumarola A., 1987).

capsula

citoplasma

egion nuclear

ribosomas

peptidoglicano

P R membrana pldsmatica

Figura 2.1. Esquema estructural de una bacteria
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2.1.1 Pared celular de bacterias Grampositivas y Gramnegativas

La pared celular bacteriana desempena diversas funciones, protege a las
estructuras celulares internas de la accién de las fuerzas osméticas vy fisicas que
pueden existir en el entorno cambiante de una bacteria, da rigidez a la estructura
celular, provee un medio de transporte para la circulacion y distribucion de agua, de
minerales y de nutrientes; contiene moléculas que regulan el crecimiento celular
(Struther J., 2005).

Las bacterias Grampositivas tienen una pared celular compuesta
principalmente (90%) de cadenas de peptidoglucano unidas a acidos teidnicos. Una
de las funciones importantes de los acidos teionicos, es que al unirse a cationes
como Ca®"y Mg?* actian como sitios receptores. Las bacterias
Grampositivas mantienen un pH relativamente bajo en su pared, impidiendo la
degradacioén de la pared celular por una accion de enzimas enddégenas en su etapa
de desarrollo. Son capaces de asimilar protones y cuentan con un carbohidrato
semejante a la glucosa. Cuando las concentraciones de fosfato en el medio son
bajas, el acido teidnico de su pared puede sustituirse por acidos teicuroénicos, lo que
le permite a la célula seguir produciendo adenin trifosfato (ATP) y otros
componentes celulares. Los acidos teicuronicos son cadenas de polisacaridos
compuestas por acidos uronicos y N-acetilglucosamina, y junto con los polisacaridos

anionicos se encargan de mantener la acidez en la pared celular (Ronald M., 1995).

En las bacterias Gramnegativas el peptidoglucano se localiza entre la
membrana citoplasmatica y la bicapa lipidica externa. Su pared externa contiene
lipopolisacaridos (LPS) compuesta por acidos grasos y cadenas de oligosacaridos
y polisacaridos. En su conjunto, forman una capa protectora hidréfila en torno a la
célula bacteriana, por lo que se cree que esta lipoproteina le otorga mayor

resistencia y estabilidad a la membrana externa (Struther J., 2005).

El peptidoglucano establece enlaces cruzados a través de cadenas laterales

constituidas por péptidos cortos. Estas cadenas laterales son esenciales
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para la estabilidad del peptidoglucano y de la propia pared celular. Los enlaces
cruzados se establecen mediante transpeptidasas y carboxipeptidasas (PLP), que
son proteinas ancladas en la membrana citoplasmatica (figura 2.2).

La pared celular de las bacterias Gramnegativas es mas compleja que la de
las Grampositivas. La bicapa lipidica externa presenta proteinas (como las
adhesinas) y flagelos que atraviesan esta membrana (figura 2.3). Los LPS se
construyen a partir de un lipido (lipido A) unido a la porcion hidrofébica de la
membrana externa; el lipido A se compone a su vez de N-acetilglucosamina que es
un disacarido unido por medio de grupos ester a B-hidroximiristica. La B-
hidroximiristica se construye a partir de grupos especificos de acidos grasos, acidos

caprdicos y acidos lauricos (Macarulla J., 1994; Klein D. et al, 1999).

--ANAM--NAG---ANAM-----NAG---ANAM \
pélptidu ——ANIAM—VNAG—VVATAM rrrrr NAG
péptido péptido péptido péptido
NH,
|® C:) ?—@ Frésyrsur en el transportador @ @ — @ }peptidoglucamo
ipidico 1 1

peptlmo pé;itido péptido péptido péptido
-ANAM- -NAG--ANAM NAG ,/\/\/J\NAM /\OOO --ANAM--NAG --AJAMn

TTTITTI9999( 8 77| 7T97TTIIT
LELLLALALLN) | [bh| [ 84044884 [

PBP=traspeptidasas y

¢_A"y =D-alanina carboxipeptidasas

m = transportador lipidico

Figura 2.2. Peptidoglucano constituido por unidades repetidas de N-acetilglucosamina (NAG) y de
acido N-acetilmuramico (ANAM) con enlaces cruzados establecidos mediante cadenas peptidicas
laterales. Las PBP son responsables de los enlaces cruzados entre dichas cadenas.

La membrana externa de las bacterias Gramnegativas funciona como filtro
de substancias, seleccionando su entrada a la célula en funcion de su tamafio y
peso. Esta seleccion la realizan las porinas, las cuales suelen encontrarse
agrupadas en triadas y cuentan con un canal i6nico que permite el paso de

moléculas hidratadas a lo largo de la membrana citoplasmatica (Ronald M., 1995).
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pared celular gramipositiva pared celular gramnegativa

porina {proteina tamiza)
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Figura 2.3. Corte transversal de la pared celular de una bacteria Grampositiva y una bacteria
Gramnegativa.

2.1.2 Plasmidos

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosomico, formando
estructuras secundarias tipo doble hélice, dispersas en el citoplasma. Los plasmidos
transportan genes que codifican proteinas que modifican o destruir a los antibiéticos.
Los plasmidos se replican siguiendo el mismo mecanismo que el ADN
cromosomatico y, generalmente, lo hacen una vez por cada ciclo celular bacteriano,
de modo que las bacterias hijas conservan el mismo numero de plasmidos que la
progenitora. Los plasmidos también pueden invadir el citoplasma de otras células,
incluso de distintas especie, y transmitirse a la nueva progenie (Macarulla J., 1994;
Klein D., 1999; Pumarola A., 1987).



Capitulo 2

2.1.3 Transmision genética de las bacterias

El ADN cromosdmatico puede transferirse entre las bacterias a través de
virus bacterianos (bacteriéfagos) o bien por mecanismos de transformacion o de
conjugacion. Muchas bacterias contienen plasmidos extracromosomicos cuya
cantidad por célula puede ser de una o mas copias. Cuando hay dos o0 mas copias
por célula, cada célula hija hereda generalmente un plasmido tras la division celular
(Figura 2.4a). Los plasmidos también pueden ser transferidos desde una célula F+
(donadora) a una célula F- (receptora), mediante el proceso de conjugacioén. En este
proceso, la célula F+ sigue siendo F+ (Macarulla J., 1994). Asi, los plasmidos
pueden transmitirse verticalmente de una generacién a otra a través de la divisién
celular, u horizontalmente a través del proceso de conjugacion (Figura 2.4b)

(Struther J., 2005). Para ello es necesaria una fibra sexual, es decir, un tubo proteico

simple.
a) b)
Bacteria portadora Bacteria sin
del pldsmido F plasmido F
Bacteria sin
lasmido 5 e
P Plasmido Bacteria F+ o ® O Bacteria F-
Bacteria F+ O ® % o Bacteria F-
Bacteria con P=L=
plasmido Bacteria E+ o |®f —, O Bacteria F-
Bacteria F+ O ® u E> O Bacteria F+
Replicacién — ==
bacteriana
gacteriar+ | O @ ® O | sacteriars

Figura 2.4. Transferencia de material genético de una célula a otra. (a) una o mas copias por cada
célula; (b) proceso de conjugacion.
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2.1.4 S. typhi yE. coli

El grupo de bacilos Gramnegativos incluye diferentes familias y géneros.
Muchos de ellos son ubicuos, encontrandose muy difundidos entre los animales y
la naturaleza, como es el caso de S. typhiy E. coli que causan enfermedades en el
hombre y los animales. Estas bacterias causan la mayoria de las hospitalizaciones
relacionadas con enfermedades transmitidas por alimentos. Mientras una nueva
cepa letal de E. coli acaparaba los titulares en Europa en el 2011, para los
estadounidenses la salmonella sigue siendo la mayor amenaza para la salud

transmitida por los alimentos (FSIS, 2011).

La fiebre tifoidea es una infeccion aguda y generalizada del sistema reticulo
endotelial causada por S. typhi. Se estima que la padecen mas de 16 millones de
personas en todo el mundo cada afo (World Health Organization, 1996). El
tratamiento oportuno con agentes antimicrobianos apropiados es importante para
reducir la mortalidad de las infecciones extraintestinales por S. typhi (Edelman R.,
1986). Lamentablemente, la Salmonella ha desarrollado resistencia a los agentes
antimicrobianos, como la ampicilina, el cloranfenicol, y combinaciones de
trimetoprim-sulfonamidas (Rowe B. et al, 1997). En muchos paises se usa el acido
nalidixico (quinonas) como antibiotico para enfermedades causadas por la
salmonella, pero la salmonella también ha mostrado resistencia a estos

tratamientos.

Entrelos agentes patdégenos entéricos, la E. coli es una de las especies
bacterianas mas estudiada. La E. colise ha asociado con las enfermedades
gastrointestinales; este microoorganismopresentadiferentes factoresde
virulencia(por ejemplo,adhesinas, invasinas, y toxinas) que son responsables deuna
amplia gama de enfermedades diarreicas(Nataro J., 1998). Las E. coli
diarreagénicas se clasifican en seis patotipos: E. coli enteropatégena (EPEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusamente adherente (DAEC), y E. coli
enteroagregativa (ECEA) (Nataro J., 2005). La CEEA se considera la principal causa
de brotes de diarrea en Europa, el Reino Unido, Suiza y Japén. La CEEA 'y
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ETEC es causal de diarrea bacteriana y es comun en los paises en desarrollo
(Ruttler M. et al, 2002; Nataro J. et al, 2006).

Los antimicrobianos constituyen la base fundamental del tratamiento de las
enfermedades infecciosas, uno de los problemas mas frecuentes y causante de la

mayor morbimortalidad en cualquier especialidad médica.

Existen diferentes mecanismos para destruir microorganismos, como
someterlos a condiciones ambientales como: la desecacién, ebullicién, rayos
ultravioletas, ultrasonido, etc., estosmecanismosse llaman de esterilizacion, al igual
gue otras sustancias antimicrobianas (como los antisépticos) no pueden aplicarseen
el tratamiento de agua potable o alimentos. Entonces, esnecesario introducir otras
sustancias quimicas (naturales o sintéticas) que destruyan al germen, sin alterar en
forma importante las células, evitando efectos colaterales, debiendo destruir
preferentemente a varios gérmenes a la vez y evitar que se defiendan creando

mecanismos de resistencia.

2.2 Interaccion bacteria-metal

La plata y otros metales pesados pueden llegar a ser muy efectivos en la
inhibicion del crecimiento bacteriano y son preferibles a otros agentes
antibacterianos, ya que no representan un riesgo alto ni cambian las caracteristicas
fisicas del agua, minimizando la formacion de subproductos durante el proceso de
desinfeccion (Tortora G., 2007).

Para llevar a cabo sus funciones metabdlicas, los microorganismos requieren
de la presencia de algunos iones inorganicos esenciales, como los iones de los
metales calcio, magnesio, sodio, potasio y manganeso. Algunos metales presentes
en el ambiente son intrinsecamente toxicos y carecen de actividad bioldgica (como
los metales pesados: plomo, mercurio, cadmio, cobre, plata, etc.), o bien son
esenciales pero presentan toxicidad cuando se encuentran en concentraciones
relativamente elevadas, es el caso de cobre, zinc, cobalto, niquel, etc. aunque los
mecanismos de toxicidad de los metales son diversos, los sistemas mas comunes
involucran una interferencia con el transporte y la  funcion
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de los iones fisioldgicos esenciales, o la integracion como las macromoléculas

celulares tales como las enzimas y los acidos nucleicos.

Los iones que interactuan con las células bacterianas pueden clasificarse

en tres grupos:

a)

lones esenciales. Se refiere a aquellos iones que son indispensables para
desarrollo bacteriano, como Mg®*, K*, PO4>, SO+, que son considerados como
nutrientes; en este grupo estan también aquellos que la célula requiere en
menores cantidades como Mn?*, Fe?*, zZn®*, Ni**, Cu* y Co?*, que son
considerados como micronutrientes o minerales traza.

lones no esenciales. Son iones que, a pesar de su abundancia natural, no son
indispensables para el metabolismo bacteriano; entre ellos estan Na*y Cl'.Las
bacterias los utilizan en procesos regulatorios o en funciones de las proteinas
accesorias de las células (filamentos del citoplasma).

lones toxicos. Son iones que, dada su interaccion con las macromoléculas
celulares, son altamente nocivos para el desarrollo bacteriano; incluyen los
iones: Hg®*, AsO4>, AsO2, Cd?*, Ag*, Pb%*, CrO4*, TeOs*, SbO*, BiO"y otros
(Silver S., 1983). Las células bacterianas han elaborado mecanismos de
resistencia a iones toxicos; estos mecanismos son muy especificos, codificados
por genes que se encuentran en plasmidos o en transposones

(Silver S. et al., 1989).

Los principales mecanismos mediante los cuales las bacterias interactuan con

los metales tdxicos son (Cervantes C., 1992): a) la precipitacion extracelular de los

iones toxicos por sustancia excretadas por las bacterias; b) la union de los cationes

metalicos con las cubiertas celulares, por lo general con las cargas negativas de los

constituyentes de la pared celular; ¢) la acumulacion intracelular mediante la union

de los metales a componentes citoplasmaticos; d) las reacciones redox que

convierten a algunos iones en especies quimicas menos toxicas; y, €) los sistemas

de expulsion de la membrana que impiden la acumulacion de los iones nocivos.

11
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En las bacterias, los genes se hallan agrupados en los cromosomas. La
reproduccion de las bacterias puede inhibirse por los iones de los metales pesados
téxicos, pero, a la vez, las bacterias pueden desarrollar resistencia al efecto toxico
del metal. Los genes que confieren esta resistencia a los metales pesados
generalmente se localizan en los plasmidos, fuera del cromosoma bacteriano. Las
estrategias bacterianas mas eficientes para resistir a los metales toxicos, son
probablemente las que provocan la expulsion del metal (en su forma de ion) desde
el interior de las bacterias hacia el medio externo; de esta forma disminuye la
concentracién del ion dentro de la célula y, por lo tanto, se reduce su toxicidad
(Cervantes C., 1992).

Varios metales pesados, como la plata, el mercurio y el cobre, son germicidas
o antisépticos. Cantidades muy pequefas de metales pesados, en especial de plata
y cobre, son capaces de ejercer actividad antimicrobiana, lo que se conoce como
accioén oligodinamica. Este efecto se produce por la accién de los iones de los
metales pesados sobre los microorganismos. Cuando estos iones interaccionan con
los grupos sulfhidrilo existentes en las proteinas, asi como en el ADN, se produce
su desnaturalizacion por la inhibicion de los procesos respiratorios (Tortora G.,
2007).

La plata es toxica para las bacterias a concentraciones tan bajas como 0.5uM
(Tuovinen O. et al, 1985).

Los niveles de tolerancia a iones metalicos dependen de la cepa y del estado
fisioldgico del organismo, de su historia previa a la exposicién del metal toxico y de
las condiciones ambientales (Cooper R., 2004). La efectividad de los agentes
antimicrobianos depende de la especie de bacteria. Las paredes de las células
Grampositivas contienen de 3 a 20 veces mas peptidoglucano que una especie
Gramnegativa,siendo las paredes Grampositivas capaces de asimilar protones y
cuentan con un carbohidrato semejante a la glucosa. Debido a que los
peptidoglucanos pueden asimilar protones, las bacterias Grampositivas son
generalmente menos sensibles a agentes antimicrobianos que contienen iones de

metales pesados que las especies Gramnegativas (Kawahara K., 2000).
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2.3 Interacciones plata-bacterias
2.3.1 Plata ionica como bactericida

La plata se usa actualmente en filtros de carbon activado para purificar el
agua o evitar su contaminacion. Las sales de plata poseen efectos bactericidas y
fungicidas, ademas son efectivas como agente antiviral. Tienen afinidad por los
grupos sulfhidrilos de los sistemas enzimaticos de la pared celular bacteriana, a
través de la cual interfieren en la transferencia de energia transmembrana y en el
transporte de electrones (Murray R., 2010). Las sales de plata,como el nitrato,se
usan como antiséptico y astringente dermatolégico; el sulfato de plata, por su parte,
se usa en eltratamiento de quemaduras y heridas abiertas (Landeen K., 1989). La
plata idnica ha demostrado una actividad antimicrobiana muy alta frente a bacterias
Gramnegativas y moderada frente a bacterias Grampositivas. La sulfadiazina de
plata, un compuesto polimérico insoluble que libera plata lentamente, actua como
bactericida a la mayoria de las bacterias Grampositivas, Gramnegativas y levaduras,
por lo que se aplica en forma de crema como fungicida y antimicrobiano en

guemaduras severas (Sadler P., 1991).

De manera general, las sales de plata tienen como sitio de accion los
constituyentes citoplasmaticos y la interaccion con grupos sulfhidrilo y amino,
mediante mecanismos de coagulacion general, ataque a los acidos nucleicos, y a
los ribosomas (Maillard J., 2002).

Laplata coloidal (suspension de particulas de plata metalica)y la plata idnica
(disolucién de iones de plata)tienen poder bactericida, pero su comportamiento y
efectos como inhibidor de bacterias son muy distintos. La plata coloidal inactiva las
enzimas de las células bacterianas y hongos que usan oxigeno para su metabolismo,
aunque en tiempos muy variables y dependientes de la temperatura. A
temperaturas inferiores a 10 °C se requieren tiempos muy largos, lo que hace
dificil determinar el poder germicida con exactitud. La plata coloidal no elimina a
los virus, pero es eficaz para destruir diversas bacterias (E.

Coli, Staphyloccus Aureus, Pseudomonas, Aspergilus, fecales). El efecto de la

actividad bactericida de la plata coloidal no se puede generalizar a una amplia
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variedad de microorganismos y tampoco se puede utilizar una dosis unica. Se ha
demostrado que el efecto bactericida de la plata coloidal es reducido cuando se le
compara con el efecto de la cal o hipoclorito de sodio (Mufioz R., 1995) y que tiende

a ser eficiente en la reduccion de cargas bacterianas de coliformes (Garcia J., 2004).

Los iones de plata se introducen en el interior de la célula a través de
transportadores de metales presentes en su membrana, compitiendo con ellos por
los lugares de captaciéon. Actuan interfiriendo en la permeabilidad gaseosa de la
membrana y, una vez en el interior de la célula, alteran su sistema enzimatico,
inhibiendo su metabolismo y produccién de energia y modificando su material
genético. El resultado es que el microorganismo pierde rapidamente toda

capacidad de crecer y reproducirse.

Los iones de plata eliminan a la mayoria de las bacterias, hongos, virus y
protozoos, aunque son menos activos frente a las esporas (Russell A., 2003), tienen
afinidad por el ADN tanto bacteriano como eucariotico, donde interactuan
preferentemente con las bases nitrogenadas mas que con los grupos fosfato
(McDonell G., 1999).

En altas concentraciones, los iones Ag” reaccionan con los grupos donadores
de electrones, e inhiben la mayoria de las reacciones enzimaticas. El intercambio
de sodio (Na*) en la enzima oxidoreductasa ubiquinona ha sido reconocido como
uno de los primeros blancos de los iones de plata.La adicién de concentraciones
micromolares de Ag*fuera de la membrana induce un colapso total de una amplia
variedad de bacterias (Dibrov P.,2002).

Los iones de plata actuan sobre los microorganismos a pH cercanos a 7, ya
seaen el exterior o interior de la célula. En el exterior de la célula, los cationes de
plata son atraidos electrostaticamente por la carga negativa de la membrana, en la
que causan alteraciones drasticas en la pared celular y en la membrana
citoplasmatica (Goodman A., 1982). En el interior de la célula, la inactivacion se
produce por su interaccion con las proteinas y en los acidos nucleicos. La

interaccion de la plata con grupos sulfhidricos y las enzimas es uno de los
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origenes de su capacidad biocida. Al parecer puede romper los enlaces N-H de las
aminas purinas y pirimidinas causando la desnaturalizacién, evitando de este modo

la replicacion.

La forma soluble de la plata es la mas tdxica para las bacterias. Sin embargo,
tanto el medio ambiente como los medios de cultivo pueden inducir la formacion de
complejos con SO4%, PO4> o CI', disminuyendo asi la forma activa que inhibe el
crecimiento bacteriano. La plata idonica mata células bacterianas sensibles por
efectos en la superficie de la membrana celular, inhibiendo la respiracion celular y
desacoplando la sintesis de ATP (Belliveau B., 1987).

Se ha reportado que la eficiencia del material bactericida depende del tipo de
microorganismo. En estudios con E. coli (Gramnegativa) y Staphylococcus aureus
(Grampositiva), se reportd que la elevada eficiencia bactericida de las particulas de
plata para E. coli se debe a la diferencia de las estructuras de la pared de la célula
en microorganismo Gramnegativo y Grampositivo (Sondi I., 2004). Sin embargo, no
hay suficiente evidencia para soportar dichas conclusiones debido a que la mayoria
de las investigaciones sobre el efecto bactericida de nanoparticulas sélo se ha

hecho en un numero muy limitado de cepas (Sondi I., 2004; Cho K., 2005).

2.3.2 Plata como antibidtico

El incremento en el niumero de cepas bacterianas resistentes a los
antibioticos ha promovido el interés del uso de plata como agente antibacteriano
(Stobie N., 2008).

En los hospitales, uno de los compuestos que se usa con frecuencia es el
nitrato de plata en soluciones diluidas, aplicandolo, por ejemplo, en los ojos de
recién nacidos para evitar posibles infecciones (Rai M., 2009).

El uso de apdsitos es muy util cuando las bacterias resistentes a los
antibiéticos representan un problema. Una combinacion de plata con sulfadiazida,

se utiliza como crema topica para uso en quemaduras graves (Tortora G., 2007).
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Los catéteres recubiertos con sulfadiazina de plata, proporcionan una proteccion
contra el crecimiento de una amplia gama de microorganismos Grampositivos y
Gramnegativos. Este recubrimiento no parece causar la aparicién de resistencia
bacteriana (Esteban A., 2005). El uso de manguitos de colageno impregnados en
plata idnica disminuye la carga microbiana en el lugar de aplicacion, protegiendo
mediante dos vias la actividad antimicrobiana y es una barrera fisica que dificulta la

migracion de las bacterias (Torres M., 2002).

2.3.3 Mecanismos de la plata como bactericida

Aunque el mecanismo de la actividad antimicrobiana de la plata no se
conoce, se ha propuesto que en disolucidon acuosa interfiere en el transporte
electrénico, en la union al ADN cromosomatico, e interacciona con la membrana
celular y con el grupo tiol de ciertas enzimas, inhibiéndolas (Thurman R., 1989).Se
asumeque la plata tiene efecto bactericida por los cambios morfolégicos vy
estructurales observados en la bacteria después de exponerse a sus compuestos.
La plata reacciona con los grupos azufrados de las membranas de las enzimas,
provocando que la membrana pierda permeabilidad; la bacteria no es

capaz,entonces, de efectuar procesos de respiracion y muere (Feng Q., 2000).

La actividad antimicrobiana de la plata depende de los iones de plata, que se
unen fuertemente a grupos donadores de electrones en moléculas bioldgicas que
contiene azufre, oxigeno o nitrégeno (Damm C., 2008). La formacién de un complejo
entre iones plata y proteinas puede interferir en el metabolismo de las células
bacterianas y sus funciones, como permeabilidad y respiracion (Panacek A., 2006).
Ambos efectos dan camino a la destruccién de la célula. Ademas, los iones de plata
pueden interactuar con el ADN de la bacteria, impidiendo la reproduccion de la
célula (Damm C., 2008).

Elmecanismo probable de la plata como bactericida puede ser el siguiente:

Los iones de plata(Ag®) en contactocon las bacteriaspenetran la membrana
celular,destruyendo la proteinade la bacteriasuspendiendo lasintesisdel ADN

bacteriano.Finalmente, cuando la plata idnica interactua con los grupossulfihidrilos
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(-SH) de la enzima de los microorganismos, se forma un enlace S-Ag (Ecuacién
2.1), bloqueando la actividad enzimatica e impidiendo su respiracion, provocando la

muerte del microorganismo (Yan J., 2005). Las bacterias no pueden

propagarsemas.
Ecuacion 2.1
_SH + /SAg
Enzin\13 + 2 Ag —> Enzima + 2 H+
SH SAg A diferencia

de los antibidticos farmacéuticos, las particulas de plata no destruyen a las enzimas
benéficas de las células de tejido, pues son radicalmente diferentes de las enzimas
de los organismos unicelulares mas primitivos. Asi, las particulas de plata son
absolutamente seguras para losseres humanos, animales y plantas (Charles J.,
2006).

2.4 Oro idnico como bactericida

El descubrimiento de Robert Koch sobre el complejo de oro con cianuro,
K[Au(CN)], y sus propiedades bactericidas contra el bacilo de la tuberculosis, dio
origen a las aplicaciones medicinales de complejos metalicos del oro (Sigler J.,
1972).

La creencia de que la artritis reumatoide era provocada por el bacilo de la
tuberculosis condujo a la utilizacidon de complejos de oro en el tratamiento de esta
enfermedad. Estos complejos pronto se mostraron ineficaces en el tratamiento de
la tuberculosis, pero comprobaron ser efectivos contra la artritis reumatoide (Ward
J., 1983; Garry G., 1994).

Los primeros compuestos de oro (Au®) que se utilizaron para el tratamiento
de la artritis reumatoide fueron derivados de tiolato; por ejemplo el aurotiomalato de
sodio, la aurotioglucosa y el auranofin, este ultimo puede suministrarse por via oral
(Fricker S., 1996).

Algunos tiolatos de oro (Au®) se emplean como antiinflamatorios en el

tratamiento de la artritis reumatoide y otras enfermedades reumaticas, asi como
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en enfermedades de la piel como el lupus. Las sales de oro de uso clinico son
compuestos en donde el metal esta unido a un sulfuro, lo que le confiere
propiedades hidrofilicas. La alta afinidad del Au® por el sulfuro parece inhibir la

actividad de varios sistemas enzimaticos, especialmente los que poseen grupos
sulfhidrilos (Wright V., 1984).

Los compuestos de oro que se utilizan en tratamientos clinicos son derivados
de Au®y contienen ligandos tiolato débiles que se intercambian con los ligandos
biolégicos. No se conoce el mecanismo de accién de estos compuestos; sin
embargo, la gran afinidad que tienen los complejos de oro (Au®) para coordinarse
con ligandos de azufre sugiere que la primera etapa seria el desplazamiento del
ligando tiolato del derivado de oro y la formacién de un nuevo complejo con una

proteina que contenga atomos de azufre (Day R., 2005).

Existen distintas hipotesis para explicar el mecanismo bioquimico de accion
de los compuestos de oro en las zonas inflamadas. Una de ellas propone que el oro
puede inhibir la proliferacion de las células T y modular el sistema inmune, modificar
la permeabilidad de la membrana mitocondrial, inhibir la osteoclastia y otra serie de
citoquinas claves en la inflamacion, asi como la actividad de la captesina implicada
en la inflamacién y destruccion de las articulaciones (Weidauer E., 2007). Otra de
ellas sugiere que los compuestos con oro pueden inhibir la actividad enzimatica de
los liposomas en los macréfagos. Estos efectos celulares pueden deberse a la alta
afinidad del oro por el azufre, lo que causa inhibicion de los sistemas sulfhidrilicos
(Martin A., 2006).

Esta documentado que algunos complejos de Au” interaccionan con el ADN
cromosomico, pero ademas deben interaccionar con otros sitios celulares, la

mitocondria parece ser la mejor candidata (McKeage M., 2002).

Los derivados de oro como el Au(SCN)(PMes) y [Au(1,2,4-triazol)(PPh3)]2
presentan buena actividad antimicrobiana contra bacterias Grampositivas, pero no
frente a Gramnegativas. La actividad antimicrobiana de los complejos de oro frente
a bacterias Grampositivas no solo esta relacionada con el metal, sino también con

los ligandos fosfina y aminotiol a los que esta unido el oro (Novelli F., 1999). La
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facilidad de estos ligandos para acoplarse con entornos AuSP y AuNP (formacion
de un enlace Au-S o Au-N y retencién del enlace Au-P), por ligandos biolégicos,

determina la actividad microbiana del Au® (Nomiya K., 2003).

2.5 Particulas metalicas de plata y oro como bactericidas

La plata ionica interacciona electrostaticamente con la membrana de la
célula, desalojando los iones de calcio y zinc por intercambio idnico. Sin embargo,
los iones de plata interaccionan con los iones del medio externo a la célula,
disminuyendo la concentracion de iones de plata para interactuar con la membrana
de la célula. Entonces, la plata metalica parcialmente cargada (Ag®"),
puede proponerse como bactericida. En este caso no se tendria el problema de
disminucion en la concentracion por intercambio idnico con el medio externo a la
célula. Ademas de la plata también existen otras particulas metalicas que pueden
interactuar con la membrana de la célula, por ejemplo oro, que es también un metal
noble que puede seguir el mismo mecanismo que las particulas de plata sobre todo
las particulas a escala nanométrica, como ya se ha mostrado en catalisis(Huang et
al., 2007).

2.6 Particulas de Ag y Au soportadas como bactericidas

El objetivo de utilizar un soporte para dispersar el metal es maximizar la
superficie activa. Los soportes, sin embargo, son muchos y muy diferentes con
respecto a sus propiedades fisico-quimicas, que a su vez determinan las
propiedades de los metales soportados. Las particulas de plata u orosoportadas
pueden usarse para inhibir el crecimiento de patdégenos, ya sea anadiéndolas
directamente en agua o incorporandolas en varios materiales. Teniendo en cuenta
estas aplicaciones, realizamos este trabajo con el objetivo de estudiar la eficiencia
de plata y oro soportados en zeolitas naturales y sintéticas como un sistema para

evitar el desarrollo bacteriano de E. coliy S. typhi.
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Existen antecedentes del uso de zeolitas como soportes de materiales para
la desinfeccion de los efluentes de procesos bioldgicos aerobios y anaerobios. Se
aplican para evitar la propagacién de ciertos organismos que producen patologias
al hombre. Se han realizado numerosos estudios con zeolitas naturales,
demostrandose sus efectos bactericidas sobre aquellos organismos presentes en
las aguas residuales y en los efluentes de desechos sélidos. Los metales
soportados en zeolitas naturales son elementos que, dependiendo de su naturaleza
y su concentracién en un medio determinado, pueden ejercer diferentes efectos
sobre los microorganismos por ejemplo, en pequeinas cantidades son catalizadores
del crecimiento microbiano pero a partir de determinadas concentraciones, son

inhibidores microbianos.

2.6.1 Los soportes tipo zeolita

Las zeolitas y los materiales zeoliticos son sélidos cristalinos microporosos
que contienen cavidades y canales de dimensiones moleculares (de 3a 20 A), que
pueden acomodar moléculas en esos poros. Segun la definicidn clasica, las zeolitas
son aluminosilicatos cristalinos cuya celda wunitaria tiene por férmula

general(Kesraoui-Ouki, 1994):
Men [(AIO2)x (SiO2)y (H20):]

siendo n, X, y, z numeros enteros y Me un cation metalico. No obstante, en general,
los materiales zeoliticos pueden contener ademas de Si y Al otros elementos como
V,PyTi.

Las zeolitas se utilizan a nivel industrial en procesos de adsorcion, de
separacion de gases, de catalisis e intercambio i6nico(Bekkum H., 1991).La
estructura de las zeolitas se basa en tetraedros covalentes TO4en los que el atomo
T suele ser Si, Al o Ti. Lostetraedros se unen por los atomos de oxigeno formando
una red tridimensional con canales y cavidades losuficientemente grandes como
para albergar cationes y algunas moléculas pequenas tales como agua o algunos
hidrocarburos. La sustitucion isomorfica de atomos desilicio por
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atomos de aluminio genera un exceso decarga negativa que se neutraliza por
cationes. Estos cationes ocupan posiciones poco estables y esto le confiere a la
zeolita su capacidad de intercambio catiénico. La regla deLdwenstein establece que
en una estructura zeoliticano pueden haber uniones Al-O-Al, es decir dos tetraedros
[AlO4] vecinos. Por tanto, el valor minimo de larelacion Si/Al es 1. Una relacion Si/Al
baja implica un elevado numero de cationes en los porosde la zeolita que originan
fuertes campos electrostaticoslocales e interaccionan fuertemente con los
adsorbatosmas polares. El intercambio idnico en las zeolitasdepende de la
naturaleza del cation (tipo, tamafo ycarga), de la temperatura, de la concentracion
deespecies catidnicas en disolucidon, del tipo de anidon asociado a la disolucion

cationica, del disolvente y de lascaracteristicas estructurales de la zeolita.

2.6.1.1 Aplicaciones de las zeolitas

Las zeolitas han encontrado una gran variedad de aplicaciones,
principalmente como adsorbentes, intercambiadores ionicos, catalizadores y
soportes de catalizadores. El empleo de zeolitas como adsorbentes se debe a sus
propiedades de tamiz molecular, gran volumen de huecos (en el caso de las zeolita
Ay X puede llegar hasta un 50%) y un caracter hidrofilico/hidrofébico distintivo en
funcion de su contenido de aluminio (Davis M., 1991). Se utilizan en procesos de
purificaciéon (Tabla 2.1) dada la selectividad de su superficie para adsorber
moléculas polares o polarizables,recuperaciéon de metales valiosos y en procesos

de separacion(Langella A., 2000; Tenorio J., 2001).

Tabla 2.1 Principales aplicaciones comerciales de las zeolitas como adsorbentes.

SEPARACIONES PURIFICACIONES
e n-Parafinas e isoparafinas. e Secado de gas natural, gas de craqueo,
e Xilenos. refrigerantes.
¢ Olefinas. ¢ Anticontaminantes en la remocion de
e Ozdel aire. Hg, NOy, SOx.
e Criogénica de aire. e Eliminacién de CO2del gas natural.
e Azucares (fructosa en mezcla con e Extraccion de compuestos sulfurados
dextrosa). del gas del petréleo.
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Las zeolitas, por su capacidad de intercambiarcationes, particularmente de
metales pesados, se emplean enel tratamiento de remocidn de metales pesados de
aguas residuales industriales y municipales y como intercambiadores i6nicos en la
remocion de iones amonio y recuperacion de radioisotopos (Weber W., 2003;

Kesraoui-Ouki S. et al.,, 1994; Leyva-Ramos R. et al., 2004). Las zeolitas se

. . . s g . 2+
aplican en algunos procesos de intercambio idGnico como aditivos para: extraer Ca
y Mg?(como aditivos de detergentes), extraccion o recuperacién de metales,
remocion de radioisétopos (**°Pu, ?*'Pu, ¥Cs, '%°Cs, *¥'Cs, *°Co, °Sr) en desechos

nucleares, y remocion de NH4" en aguas residuales.

En los ultimos 30 afios se hasintetizado un gran numero de zeolitas y su
aplicacion catalitica se ha expandido mas alla de la industria de refinacion del
petréleo. Algunos ejemplos donde las zeolitas se aplican como catalizadores
son:conversion de  hidrocarburos  (alquilacién, craqueo, hidrocraqueo,
isomerizacion), hidrodeshidrogenacion, hidrodesalquilacion, metanacién, reformado
selectivo, deshidratacion, conversion de metanol en gasolina, catalizadores en
reacciones como la oxidacién de HoS, en la reducciéon de NOx a N2, la oxidacién de

CO, y catalizadores en reacciones de quimica fina.

La principal ventaja que presentan los tamices zeoliticos en catalisis es su
sistema de poros bien definido, lo que permite llevar a cabo catalisis con selectividad
de forma, evitando reacciones secundarias que conduce a la desactivacion del
catalizador. Entre los materiales zeoliticos mas utilizados se encuentran las zeolitas
ZSM-5, Beta, mordenita, faujasita X e Y. Otras ventajas que presentan los tamices
zeoliticos son: superficies especificaselevadas, estabilidad térmicaelevada,
capacidad para adsorber y concentrar hidrocarburos de cadenas largas, y acidez

facilmente controlable.

2.6.1.2 Estructura de las zeolitas

Estructuralmente, las zeolitas son caparazones de aluminosilicatos

constituidos de una red tridimensional infinita de tetraedros de (SiO4)*y (AlO4)*
unidos a través de los oxigenos y en los que la carga residual por la presencia de
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APP* en la red de silicio esta neutralizada por cationes mono, di o trivalentes,

organicos e inorganicos.

Existen mas de cien estructuraszeoliticas entre naturales y sintéticas. La
combinacion entre los tetraedros no es unica; al contrario, existe una amplia gama
de posibilidades para combinarse, lo que conduce a la existencia de numerosas
estructuras zeoliticas, que se diferencian entre si por el numero y tipo de sistema

de canales, la forma y tamafo de los poros y la existencia o no de cavidades.

La sintesis de nuevas zeolitas también incluye el estudio de la sustitucion
isomarfica total o parcial de atomos de A**y Si**, por otros cationes tales como B**,
Ga*', cr**, Fe¥*, Ti*", V*', etc., con el fin de ampliar las aplicaciones de estos
materiales. En este sentido, existe el material denominado TS-1, que se caracteriza
por la sustitucion isomorfica de atomos de Si por atomos de Ti en posiciones
tetraédricas de la estructura MFI. No presenta propiedades acidas, ni capacidad de
intercambio idnico, a diferencia de lo que sucede con las zeolitas que contienen
aluminio, ya que los atomos de titanio presentan un estado de oxidacion 4+, por
lo que la red zeolitica es una estructura eléctricamente
neutra. La presencia de atomos de titanio aislados y tetracoordinados dentro de la
matriz zeolitica provoca que la zeolita TS-1 sea un catalizador altamente activo en

reacciones de oxidacion-reduccion.

Las zeolitas que mas se utilizana nivel industrial son las faujasitas (FAU),
mordenitas (MOR), las silicalitas detipo MFI y la clinoptilolita (HEU). A continuacion

se mencionan algunas de sus caracteristicasestructurales.

2.6.1.2.1 Zeolita faujasita (FAU)

Las zeolitas tipo FAU son de poro grande, contienen cavidades casi esféricas
de unos 12 A de diametro (figura 2.5a) interconectadas por ventanas de
7.4 A(figura 2.5b). Las faujasitas pueden ser del tipo X o Y segun el contenido de
aluminio de lacelda unidad. Las faujasitas con densidad de aluminioentre 96 y 77
Al/celda unidad seran de tipo X y aquellascon densidades menores de Al son tipo

Y. En consecuencia, el numero decationes de intercambio es superior en las
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faujasitastipo X.La zeolita Y es una zeolita sintética isomorfica con la faujasita
existente en la naturaleza. La unidad estructural basica de la zeolita Y es la sodalita,
la cual consiste en un octaedro truncado, constituido por veinticuatro tetraedros de
silicio o aluminio dispuestos de modo que conducen a seis ventanas de cuatro
miembros y a ocho de seis. La conexién entre las distintas unidades de sodalita se
realiza por puentes de oxigeno a través de las caras con ventanas de seis
miembros, resultando la estructura representada en la figura 2.5a, caracteristica de
la zeolita Y. Presenta una cavidad central, “la gran cavidad”, que se enlaza
tridimensionalmente con las unidades siguientes a través de canales limitados por

ventanas de doce atomos de oxigeno (Dwyer J., 1984).

Lt s,
x:—" F" i ,{ Q\ﬂ 3

ek AR -EI;»:.'
S LT L0Y

[111] 12 74 x 7.4

Gran cavidad

Figura 2.5. (a) Estructura de la zeolita faujasita (FAU), (b) anillos de 12 tetraedros que forman las

ventanas de los canales.

2.6.1.2.2 Zeolita mordenita (MOR)

La mordenita es una zeolita presente en la naturaleza que posee un sistema
de canales de 12 miembros de dimensiones 6.5 x 7.0 A (figura 2.6a) que se
encuentran interconectados entre ellos por medio de otro sistema de canales de

menor tamario (5.7 x 2.6 A), figura 2.6b.
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Figura 2.6. (a) Estructura de la zeolita mordenita (MOR), (b) anillos de 12 tetraedros que forman las

ventanas de los canales.

2.6.1.2.3 Zeolita silicalita TS-1 (MFI)

El tamiz molecular TS-1 es una zeolita similar a la ZSM-5, que pertenece a la
familia de las zeolitas con estructura MFI (figura 2.7a). La TS-1 se sintetizd por
primera vez en 1983 (Taramasso M., 1983) y ha recibido gran atencién debido a sus
propiedades cataliticas. Los atomos de titanio localizados en la estructura de la
zeolita funcionan como centros activos para reacciones de oxidacion de varios
compuestos organicos (fase liquida, peréxidos como agentes oxidantes y
temperaturas bajas). Su estructura, sin grandes cavidades, posee una red
tridimensional de canales con un tamafio de poro medio de 5.3 x 5.5 A, figura 2.7b.
Estas caracteristicas, en conjunto, le confieren una elevada selectividad de forma y
una gran estabilidad térmica. Se ha determinado que el titanio se
encuentra presente en la estructura como Ti**, ocupando posiciones tetraédricas
(Perego G. et al, 1986; Tuel A. et al, 1990; Geobaldo F. et al, 1992). El resultado es
una estructura eléctricamente neutra, lo que conlleva a las siguientes
consecuencias: la capacidad de intercambio i6nico es practicamente nula y no
existen centros acidos fuertes. Sin embargo, se ha observado que los centros de
titanio son cataliticamente activos en un gran numero de reacciones de oxidacion

parcial de compuestos organicos.
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(@)

Figura 2.7. (a) Estructura de la zeolita silicalita (MFI), (b) anillos de 10 tetraedros que forman las

ventanas de los canales.

2.6.1.2.4 Zeolita clinoptilolita

La clinoptilolita es una zeolita presente en la naturaleza que posee un sistema
de canales de 8 a 10 miembros de dimensiones 7.5 x 3.1 A (figura 2.8a) que se
encuentran interconectados entre si por medio de otro sistema de canales de menor
tamario (4.6 x 3.6 A) figura 2.8b.

(b)

Figura 2.8. (a) Estructura de la zeolita clinoptilolita, (b) anillos de 8 y 10 tetraedros que forman las

ventanas de los canales.
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2.6.1.3 Clasificacion de las Zeolitas

Las zeolitas se clasifican de acuerdo al tamafio de poro y al numero de
atomos de oxigeno que forman los anillos por los cuales se penetra a los poros,
Tabla 2.2 (Csicsery S., 1985; Derouane E., 1984). El tamafio de poro se determina,
principalmente, por el numero de unidades de tetraedros que conforman las

dimensiones del poro y de la naturaleza de los cationes que se localizan en el poro.

Tabla 2.2. Clasificacion de las zeolitas en funcidn del tamafo de poros y numero de atomos de

oxigeno.
Zeolita Atomos de O en la | Diametro de poro Ejemplo
abertura 8 (A)

Poro extragrande 18 6>9 VPI-5

Poro grande 12 6<6<9 Y,B,Q, Mordenita,
Clinoptilolita,
Faujasita XY

Poro medio 10 5<0<6 ZSM-5, ZSM-11

Poro pequeio 8 3<08<5 erionita, A, SAPO ™4

Otras caracteristicas importantes a considerar en las zeolitas son (Meier W. et

al., 1996):

e Densidad estructural (FD), definida como el nimero de atomos T por 1000 A.
La FD esta directamente relacionada con el volumen de los poros, pero no
refleja la apertura o dimension de los poros. El intervalo de valores de FD

para las zeolitas parte de 12.5, para estructuras totalmente cerradas, hasta

valores alrededor de 20.5 para grandes volumenes de poros.

e lazos de configuracion de atomos T, muestra el numero de anillos de 3 0 4

miembros ligados a un atomo T.

e Secuencia de coordinacién (CS), lo primero permite obtener informacién de

como los atomos T se conectan con los atomos T vecinos, y estos con los

siguientes y asi sucesivamente. CS es una funcion periddica.

La variacion de relacion de Si/Al conduce a las diferentes estructuras

cristalinas de las zeolitas, producto de un orden-desorden estructural o del tipo de
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cation extraestructural. Las zeolitas se clasifican de acuerdo a su estructura
cristalina, Tabla 2.3(Gottardi G., 1978).

Tabla 2.3. Clasificacion estructural de las zeolitas.

ZEOLITA [ TO. | si/Al ZEOLITA | TO, | silAl

Grupo C4, Grupo de la Filipsita Grupo C6, Grupo de la Chabazita

Li-ABW ) Sodalita 12

Filipsita 16 Cancrinita 12

Harmotoma 16 Ofertita 18

Gismondita 16 Losod 24

Na-P 16 |13 Gmelinita 36

Amicita 16 Liotita 36 2.5-

Garronita 16 Chabazita 36 (4.0

Yugawaralita 16 Mazzita 36

Merlinoita 32 Erionita 36

Grupo C4-C4, Grupo de la Analista Aghan_lta 48

Anacita 48 Levynita 54

Leucita 48 Grupo de C6-C6, Grupo de la Faujasita

Waieakita 48 [1° Linde 24

Pollucita 48 Rho 46 3

A 192 ZK-5 96 1

Grupo C4=T1, Grupo de la Natrolita Fau;gsn.a 192
Paulingita 672

Edingtonita 10 Linde N 768

Gonnardita 20 . Grupo C4-C4=T1, Grupo de

Thomsonita 40 1 la Heulandita

Natrolita 40 Brewsterita 16

Scolecita 40 Heulandita 36 |2.5-

Mesolita 120 Stilbita 72 |5.0

Grupo C5-T1, Grupo de la Mordenita Stellerita 72

Bikitaita 9 Barretita 72

Deschiardita 24 Grupo C8, Grupo de la

Epistibita 24 Laumontita

Ferrierita 36 |4-7 Laumontita 24 |1-2

Mordenita 48

Clinoptilolita 48

ZSM-5 96 |<20

ZSM-11 96
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2.6.2 Plata y oro soportados en zeolitas

Las zeolitas son excelentes candidatas como soportes de Ag y Au porque
ademas de su alta area superficial son versatiles en cuanto a la forma de poros.

La plata y el oro pueden incorporarse a los soportes, ya sea como complejos
organicos, particulas metalicas o bien como cationes Ag® yAu™. Esta ultima forma
es la que mas se ha estudiado debido a la facilidad de incorporar los cationes de
Ag" a la zeolita por intercambio i6nico (Im K., 1996). La actividad antimicrobiana de
la zeolita modificada con plata deberia en principio depender de la interaccion del
metal con el soporte, que a su vez la determina el tipo de zeolita, la concentracién
de plata, etc. (Rosabal B. et al, 2005).

Orha C. et al, (Orha C.et al, 2008)reportaron uno de los pocos trabajos en
donde se evaluaron las propiedades antibacteriales de una zeolita natural con plata.
Al poner los microorganismos en contacto con la zeolita con plata seelimina el 100%
de coliformes a altas temperaturas después de 31 dias, 100% de
bacteriascoliformes después de 45 dias y 100% de enterococos después de 7 dias

de contacto.

El trabajo de Orha muestra la viabilidad del uso de zeolitas como soportes de

plata antibacterial.
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Capitulo 3. Objetivos e hipotesis

3.1 Objetivo general

e Evaluar las propiedades bactericidas de particulas de plata y oro soportadas
en materiales porosos zeoliticos, frente a las bacterias E. coli 'y
S. typhi.

3.1.1 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto que tiene el soporte (zeolita) en las propiedades
bactericidasde las particulas metalicas (Au y Ag).

e Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y concentraciones
minimas de bactericida (CMB) de los materiales biocidas en estudio para
inhibir la E. coliy S. typhi.

3.2Hipotesis

La plata y el oro,por su afinidad a reaccionar con el azufre, pueden interactuar
con los grupos sulfihidrilos (-SH) de las enzimas, inhibiendo la actividad
enzimatica de los liposomas. Un mayor efecto bactericida de la plata y el oro se

consigue al incorporarlos en zeolitas para tener una mayor area activa.
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Capitulo 4. Parte experimental

4.1 Materiales

Se prepararon una serie de materiales de Clinoptilolita con 2.1 y 4.0 % en
peso de plata, utilizando AgNOs. Para favorecer la reduccion de la plata y la
incorporacion del metal, los materiales se sometieron a tratamientos térmicos en
flujo de H2 a 500 o 700 °C. Los materiales soporte-Ag preparados se pusieron en
contacto con las bacterias para explorar el efecto de la concentraciéon del metal, la
temperatura de reduccion y el tiempo de contacto en las propiedades biocidas del
material. Asi se definieron los parametros de % de metal y de temperatura de
reduccién para utilizarlos en los otros soportes.

Ademas de la clinoptilolita, se usé como soporte a la zeolita faujasita Y, que
es una zeolita sintética con relacién Si/Al similar a la clinoptilolita pero son muy
diferentes en densidad. También se utiliz6 como soporte a la mordenita que es una
zeolita con canales diferentes a los de la clinoptilolita y faujasita. Ademas, se
sintetizéla silicalita, que es un soporte que no contiene aluminio, contiene silicio y
pequefias cantidades de titanio, al cual se le puede cargar con una menor cantidad
de plata o de oro ya que no que no los incorporara a sus canales por intercambio
ionico.

Los reactivos utilizados para la impregnacion o sintesis fueron grado reactivo
Sigma Aldrich.
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4.1.1 Soportes
4.1.1.1 Clinoptilolita

Se moli6é y tamizé (0.15 mm) una toba rica en clinoptilolita, procedente de
Etla, Oaxaca, en el sureste de México. Con el fin de homogeneizar su capacidad de
intercambio cationico, la zeolita se convirtio a la forma homoionica de sodio: el
material de zeolita se traté con una solucion 5 M de NaCl por 8 dias, se lavo con
agua desionizada hasta que no hubo presencia de iones cloruro. La clinoptilolita

tratada con Na* se secé a 80 °C por 12 h.

4.1.1.2 Faujasita Y

La zeolita de tipo faujasita con una relacién molar de Si/Al de 5.1 y un area
especifica de 925 m?/g, se adquirié en zeolyst International (USA). La zeolita en su

forma amoniacal NH4*-Y se calenté a 400°C por 6 h para obtener la forma
protonada, HY.

4.1.1.3 Mordenita

Lazeolita NH4'-mordenitacon una relacionmolarSi/Al de20se adquirid
enZeolystlnternacional(USA). La H*-mordenita(HM) se preparé por calentamiento
deNH4"-mordenitaa 400 °C por 6 h.

4.1.1.4 Silicalita

Se disolvieron 25.2 g de hidréxido de tetrapropilamonio (TPAOH 25% en
peso) en 48.0 mL de H20. Esta solucion se mezclé con 21.0 g de tetraetilo de
ortosilicato y se agité por 30 min, se agregd gota a gota ortotitanato tetrabutil a
temperatura ambiente. Después de agitar por 12 h a temperatura ambiente, se
anadieron 12.0 g de policloruro de acrilamida-co-dialildimetilamonio (10% en peso
en agua). La mezcla resultante se agité por 24 h a temperatura ambiente. Después

se secoen una autoclave de acero inoxidable a 80 °C por 120 min. El producto se

secd a 100 °C por 24 h, y se calcind en aire a 500 °C por 5 h. Se
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suspendié 1.0 g de este solido calcinado en 100mL de agua, se afiadid una solucién
acuosa 1.0M de NaOH gota a gota con agitacion vigorosa a temperatura ambiente
hasta que el pH alcanz6 un valor de 12 y se mantuvo en agitacion por 2

h. El sélidose separo porfiltracion, se lavé S5vecescon2L (total) deaguapara eliminarel
NaOH residual y luego se secé a 100 °C por una noche. La silicalita asi obtenida se
nombré como Silic.

4.1.2 Soportes-Ag
4.1.2.1 Clinoptilolita-Ag

5 g de zeolita clinoptilolita sédica se agitaron por 3 h en 100 mL de solucién
0.1 M o 0.05 M de AgNOs. Las muestras se separaron por centrifugacion y se
secaron a 80 °C. Posteriormente, las muestras se redujeron a 500 (o 700) °C en H2
(5 mL/min) por 4 h. La tabla 4.1 resume las muestras en estudio, la
nomenclatura adoptada es ClinoAg-X-Y, donde X es la temperatura de reduccién y
Y es la cantidad de plata (% en peso), segun se determind por espectroscopia de

absorcion atémica.

4.1.2.2 Faujasita Y-Ag

La zeolita HY (2.5 g) se suspendi6 en 50 mL de solucion 0.05 M de AgNOs.
Después de 3 h el sélido se separo por centrifugacion, se lavo tres veces con agua
destilada, se seco a 80 °C y se redujo a 500 °C en un flujo de Hz2 (10 mL/min) por 4
h. La cantidad de plata en el sélido fue de 2.1% en peso. La muestra de Ag

preparada se nombré como FaujaAg-500-2.1 (Tabla 4.1).

4.1.2.3 Silicalita-Ag

Un gramo de Silic se suspendié en 50 mL de una solucion 0.03 M de AgNOs.
Después de 48 h, el sdélido se separd por centrifugacion, se lavo tres veces con
agua destilada, se seco a 80 °C y se redujo a 500 °C en un flujo de H2 (10 mL/min)
por 4 h. La muestraasipreparada senombré como SilicAg-500-0.11
(Tabla 4.1).
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Tabla 4.1.Contenido de Ag en los materiales soporte-Ag.

Muestra Temperatura de Contenido Ag*
reduccion (°C) (% peso)
ClinoAg-500-2.1 500 21
ClinoAg-700-2.1 700 21
ClinoAg-500-4.0 500 4.0
ClinoAg-700-4.0 700 4.0
FaujaAg-500-2.1 500 21
SilicAg-500-0.11 500 0.11

*Determinado por espectroscopia de absorcion atémica.

4.1.3 Soportes-Au
4.1.3.1 Clinoptilolita-Au

2 g de zeolita clinoptilolita en su forma sédica se agregd a 25 mL de una
solucién coloidal de oro (0.01% HAuUCI4). La suspension se agitd a temperatura
ambiente por 3h. La muestra se separd por centrifugacion y se secoé a 80°C.

Posteriormente, la muestra se redujo a 500°C en flujo de Hz2 (5 mL / min) por 4 h. La
muestra asi preparada se llamé ClinoAu-500-2.5 (Tabla 4.2).

4.1.3.2 Mordenita-Au

Lazeolita HM  semezclocon una  solucibnacuosa  conteniendo
Au(NH3)4(NO3)s. EI Au(NH3)4(NO3)3 sedisolvié enuna soluciénacuosa sobresaturada
de NH4NO3, a esta solucion se afiadio gota a gota una solucionde NH4OH hasta
alcanzar un pH de 7, seguido de una agitacion por 24h. Las muestras se filtraron y
se lavaron con agua desionizada, enseguida se redujeron a 500 °C en flujo de Ha
(20 mL/min) por 2.5h. Las muestras preparadas a diferentes concentraciones de
Au se llamaron MordeAu-500-1.7 y MordeAu-500-2.9. La tabla 4.2 resume las
muestras soporte-Au en estudio.

4.1.3.3 Faujasita Y-Au

La zeolita HY se suspendio en una solucion coloidal de oro (5 nm). Después

de 30 min, el sélido se separo por centrifugacion, se lavo tres veces con agua
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destilada, se seco a 80°Cy se redujo a 500°Cen un flujo de Hz2 (10 mL/min) por 4 h.
La cantidad de oro en el catalizador fue de 2.6% en peso.La muestra de

Aupreparada senombr6 como FaujaAu-500-2.6 (tabla 4.2).

4.1.3.4 Silicalita-Au

Laincorporacion deAuenSilicfue via deposicion-precipitacion (DP): 1.0g de
silicalita se agregd a 50 mLdesolucion9.1mM de HAuCls (Au/soporte =9.0 % en
peso), y luego se agregd gota a gotauna solucion acuosa de NaOH hasta alcanzar
un pH de 9. La suspension se agité a temperature ambiente por 3h, manteniendo el
pH constante a 9, mediante la adicion desolucion acuosa de NaOH. El sdélido se
separo por centrifugacion, se lavo con 50 mL de agua, se centrifugd nuevamente y
se secoO a temperature ambiente por una noche. Las muestras de Au
preparada se redujo a 500 °C en un flujo de H2 (10 mL/min) por 4 h. La muestra

de Au preparada segun este método senombré como SilicAu-500-0.11 (Tabla 4.2).

Tabla 4.2.Contenido de Au en los materiales soporte-Au.
Temperatura de Contenido Au

Muestra reduccion (°C) (% peso)
ClinoAu-500-2.5 500 25
FaujaAu-500-2.5 500 25
SilicAu-500-0.11 500 0.11
MordeAu-500-1.7 500 1.7
MordeAu-500-2.9 500 2.9

4.1.4 Materiales biolégicos
4.1.4.1 Preparacion de caldos nutritivos

El caldo soya tripticaseina se prepard segun las indicaciones del fabricante.
Después de esterilizarse en autoclave, se dejo enfriar a temperatura ambiente (en
forma estéril bajo campana de flujo laminar). Se agregaron 18 mL de caldo en tubos
de ensaye con tapa rosca, en condiciones asépticas.

El caldo de Mueller-Hintonse prepard siguiendo las instrucciones del
fabricante y suplementado con Ca®*"y Mg®*, ajustando a una concentracién final de
25 mg de Ca®*/L y 12.5 mg de Mg?*/L de caldo.
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4.1.4.2 Preparacion de placas de agar

Los agares soya tripticaseina, Muller-Hinton, MacConkey y verde brillante, se
prepararon segun las indicaciones del fabricante. Después de esterilizarse se
introdujeron en autoclave, se dejaron enfriar en un bafio de agua a 45-50 °C (en
forma estéril bajo campana de flujo laminar). Se vertieron 30 mL de los preparados
en cajas Petri de 100 mm de didmetro, para dar un espesor uniforme de
aproximadamente 5 mm. Las placas se dejaron solidificar a temperatura ambiente,
evitando la acumulaciéon de gotas de condensacion en la tapa. Las placas

preparadas se envolvieron en plastico, para minimizar el secado de los agares, y se

almacenaron en refrigerador a 4 °C.

4.1.4.3 Cepas bacterianas

Se utilizaron cepas de E. coliy S. typhi, obtenidas de la Escuela Nacional de

Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico Nacional (ENCB-IPN), las cuales se

hicieron crecer en cufias de agar soya tripticaseina a 35.5 °C por 48 h.

4.1.4.4 Preparacion de los indculos

Para la preparacién de los inéculos se tomaron 3 colonias aisladas del mismo
tipo de morfologia de las cepas mantenidas en cufias de agar soya tripticaseina, y
se hicieron crecer en tubos con 10 mL de caldo de soya tripticaseina a las
condiciones optimas de temperatura para los microorganismos (35.5 °C). Los
in6culos se resembraron cada 24 h por 3 dias para mantener la fase
exponencial de crecimiento.

4.2 Caracterizacion de los materiales
4.2.1 Difracciéon de rayos-X

Los patrones de difraccion de rayos X (por sus siglas en ingles XRD) de las

muestras se obtuvieron en un difractometro Siemens D500 que usa un tubo de
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cobre de rayos-X. La radiacion Ka (longitud de onda de 0.70930 A) se seleccioné

con un monocromador de haz difractado.

4.2.2 Dispersion de rayos X a bajos angulos

Las curvas de dispersion de rayos X (SAXS) a angulos pequenos se
adquirieron en una camara Kratky, acoplada a un tubo de anodo de cobre. Los datos
de SAXS se procesaron con el programa ITP (Glatter O.,1984), donde el parametro
angular (h) se define como h = 417 sin 8 / A, siendo 8 y A el angulo de dispersién de

rayos Xy la longitud de onda, respectivamente.

4.2.3 Resonancia magnética nuclear

Los experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN), de Al y?°Si en
estado sdlido se realizaron en un espectrometro Bruker Avance 400 a frecuencias
de 104.2 y 79.4 MHz, respectivamente. Los espectros de RMN de?°Si se adquirieron
mediante el uso de las técnicas combinadas de giro en el angulo magico (MAS) y
desacoplamiento dipolar del proton (HPDEC). Se emplearon pulsos sencillos de
excitacion (3 us) con un tiempo de repeticion entre pulsos de 40 s. Las muestras
sélidas se empacaron en rotores de zirconio. Los rotores se giraron a una frecuencia
de 5 kHz. Los desplazamientos quimicos se expresan como ppm, con referencia al
tetrametilsilano (TMS). Los espectros de RMN MAS
de ?Al se adquirieron con pulsos cortos (11/12) y tiempos de repeticién de 0.5 s.
Las muestras se giraron a 10 kHz, y los desplazamientos quimicos se

referenciaron a una solucién acuosa 1 M AICls.

4.2.4 Microscopia electrénica de transmision

Los materiales se observaron en un microscopio electrénico de transmision
JEOLJEM-3000F equipado conun procesador de imagines (STEM). El voltaje de

operacion fue de 300kV, y laresolucién fuede 0.20 nm. Se midieron al
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menos 200 particulas para determinar el diametro medio mediante el uso de un

analizador de imagenes computarizado (Nippon Avionica C. Ltd., EXCEL).

4.3 Evaluacién de los materiales como bactericidas
4.3.1 Bactericida en medio liquido

Para valorar la capacidad bactericida de los materiales se empled la técnica
de ensayo de dilucion en caldo Muller-Hinton, la cual proporcioné informacién
preliminar acerca de la actividad antimicrobiana. En los ensayos de dilucion en
caldo, en 6 tubos de ensaye con la misma cantidad de caldo soya tripticaseina (18
mL), se agregd una cantidad de material bactericida, para obtener diluciones dobles
y progresivas de agente microbiano. Los tubos fueron inoculados con una cantidad
calibrada de los microorganismos de prueba (para garantizar una misma cantidad
de bacterias en cada tubo), e incubados por 24 h a una temperatura de 35.5 °C. Uno
de los tubos no contenia agente bactericiday se
tomd como testigo o control. En aquellos tubos donde la bacteria se desarrollo, se
observé una turbidez. Cuando el material biocida inhibi6 el crecimiento el medio de
cultivo no presentd turbidez, determinando la concentracion minima inhibitoria
(CMI), que es un punto de ruptura en el desarrollo bacteriano. Después de la
incubacién, los tubos en donde no hubo crecimiento fueron sembrados en agar
Muller-Hinton, para determinar la concentracion minima de bactericida (CMB).

Las pruebas de turbidez se realizaron en un espectrofotémetro UV-Vis Varian
Cary 4000. Se midio la absorbancia a 590 nm, manteniendo los cultivos a
35.5 °C, para determinar el crecimiento o inhibicion de los microorganismos. Esta
medicion se realizé diariamente por 3 dias.

Una vez que no se observo turbidezen las muestras, se sembraron en cajas
Petri con agar nutritivo para observar si el efecto de los materiales era bactericida o

bacteriostatico.
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4.3.2. Bactericida en medio soélido

La CMB de los materiales se determiné a través de la técnica de difusion en
agar (método de Kirby-Bauer). Para ello, se inocul6 una cantidad estandarizada de
bacterias de S. typhi o E. coli sobre la superficie de una placa de agar Muller- Hinton.
Se pusieron en contacto con discos de papel filtro impregnados con diferentes
cantidades conocidas del material bactericida a evaluar.

Las bacterias fueron sembradas mediante la técnica de inoculacion con el
uso del replicador de Steer, el cual permite sembrar varias cepas en forma rapida y
simultanea en el agar.

El replicador se calibré para depositar alicuotas de 1-2 uL de cada inéculo
sobre la superficie del agar.

En cada ensayo se inoculd, como control, una placa sin material bactericida,
al comienzo y al final, para determinar viabilidad (pureza) y detectar posibles
contaminaciones durante el procedimiento. Las placas se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta secar el indculo. Luego se incubaron invertidas a 35.5
°C por 24 h en atmésfera aerdbica. Se midieron los halos de inhibicion de desarrollo,

interpretandose los resultados como crecimiento (+) o ausencia de crecimiento (-).

4.3.3 Crecimiento bacteriano en presencia de los materiales biocidas

Se determind el crecimiento de S. typhi y E. coli en presencia de los
materiales biocidas. Para ello, se valoro la capacidad bactericida de los materiales
en relacién con el tiempo y con distintas concentraciones fijas de antimicrobiano.Se
enfrentd un inéculo normalizado a concentraciones fijas de antimicrobiano en un
caldo. Las concentraciones fueron la CMI de cada material biocida. Se inoculé 1 mL
de muestra de los sistemas liquidos con bacterias (S. typhi o E. coli), en 18 mL de
caldo de soya tripticaseina contenido en tubos de
ensaye con tapa rosca. Se agregd una cantidad de material biocida (cantidad
determinada como CMI) a cada tubo incubandose a 35.5 °C con agitacion a 30 rpm.
Se tomaron muestras a diferentes tiempos (0, 5, 30, 60, 90 y 120 min). La
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muestra tomada se sembrdé en cajas Petri con 30 mL de agar selectivo (MacConkey
para E. coli y verde brillante para S. typhi) por la técnica de estriado en placa. Como
control, una placa se inoculé con cultivo sin material bactericida, al comienzo y al
final. Las placas se incubaron invertidas a 35.5 °C por 48 h en atmdsfera aerodbica

y se realiz6 el conteo de colonias.
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Capitulo 5. Resultados y discusion

5.1 Materiales

5.1.1 Propiedades estructurales
5.1.1.1 Soportes-Ag

5.1.1.1.1 ClinoAg-X-Y

La figura 5.1 muestra los patrones de difraccion de rayos X (DRX) de cuatro
muestras ClinoAg-X-Y. Todos los difractogramas exhiben los picos asociados a la
zeolita clinoptilolita. Los picos etiquetados como Pt corresponden a los planos
caracteristicos del platino, debido al portamuestras. Las muestras con plata
presentan picos estrechos bien definidos, atribuibles a plata metalica, etiquetados
con Ag. Entre mayor fue la cantidad de plata, mas intenso fue el pico DRX de Ag.
No se observaron diferencias significativas, dentro de los limites de la técnica de
DRX, entre las muestras con el mismo contenido de plata reducida a una
temperatura diferente. Estos resultados indican claramente que la estructura de la
zeolita se conservo después de la deposicidon de plata. A bajas concentraciones, la
plata metalica estuvo bien dispersada en la zeolita. Con el aumento de la cantidad
de plata, las particulas pequefias se aglomeran para formar otras mas grandes, que

se localizan principalmente en la superficie externa de la zeolita.

Intensidad (u.a.)

ClinoAg-700-4.0.
ClinoAg-500-4.0
ClinoAg-700-2.1,

ClinoAg-500-2.1

50 60

T T T T
10 20 30 40
20 (grados)

Figura 5.1. Patrones de difraccion de rayos X de las muestras ClinoAg-X-Y.

41



Capitulo 5

Los espectros de 2°Si RMN MASde las muestras ClinoAg-X-Yse presentan
en la figura 5.2. En los espectros pueden observarse traslapes de las lineas de
resonancia. Esto se debe a la baja simetria de la clinoptilolita y a la existencia de
cinco sitios T diferentes (Alberti A., 1978), lo cual conduce a diferentes distancias T-
T y diferentes angulos T-O-T. Se identificaron cuatro picos de resonancia, con
desplazamientos quimicos de -95, -101, -108 y -113 ppm, después de
deconvolucion. Estas sefales de resonancia corresponden a las configuraciones Si
(3Al), Si (2Al), Si (1Al) y Si (0Al), respectivamente (Fyfe C. et al, 1991). Las 4
muestras presentan espectros similares, apoyando la idea de que la estructura
silicea no se modifica ni por la incorporacién de la plata nipor el tratamiento térmico.
La muestra sin plata presenta un pico Si(2Al) ligeramente mas intenso que las otras
muestras, lo que sugiere que la incorporacién de la plata se acompafia por una
redistribucion de aluminios, lo que es muy comun y seguramente ocurre por el

tratamiento térmico.

ClinoAg-700-4

ClinoAg-500-4

ClinoAg-700-2.1

ClinoAg-500-2.1

ClinoNa

20 0 -20 -40 -60 -80 -100-120-140
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 5.2. Espectros 2Si RMN MAS de las muestras ClinoAg-X-Y.
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Los espectros de 2’ Al RMN MAS de las muestras ClinoAg-X-Y, se presentan
en la figura 5.3. Independientemente de la cantidad de plata o la temperatura de
reduccidn, los espectros muestran un pico de resonancia cercano a 54 ppm,
correspondiente a atomos de aluminio en coordinacion tetraédrica (formando parte
de la estructura zeolitica). Se observa, sin embargo, que con la presencia de plata
y en general con una mayor carga de plata, el pico de resonancia se ensancha
ligeramente. Esto se explica debido a que el cuadrupolo de los nucleos de aluminio
detecta una mayor densidad electrénica proveniente de las particulas de plata.
Estos resultados sugieren que a altos contenidos de plata, algunas particulas de Ag
se incorporan en los microporos y algunas otras se aglomeran en los espacios libres

entre las particulas de zeolita.

ClinoAg-700-4

ClinoAg-500-4

ClinoAg-700-2.1

ClinoAg-500-2.1

* Clino Na

200 150 100 50 0 -50  -100
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 5.3. Espectros 2’Al RMN MAS de las muestras ClinoAg-X-Y.*indica bandas de rotacion.

43



Capitulo 5

5.1.1.1.2 FaujaAg-500-2.1

El difractograma de rayos X de la muestra FaujaAg-500-2.1, figura 5.4,
muestra los picos correspondientes a la zeolita faujacita-Y (tarjeta JCPDS45- 0112).
Los picos son intensos y estrechos lo que demuestra la alta cristalinidad de este
material. Ademas de los picos caracteristicos de la zeolita, se observan dos picos a
38.1° y 44.3° que corresponden a la plata metalica. Este resultado sugiere que parte
de la plata se estabilizd sobre la superficie externa de la zeolita como particulas de

plata metalica.
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Figura 5.4. Patrones de difraccion de rayos X de la muestra FaujaAg-500-2.1.

La figura 5.5 presenta el espectro 2°Si RMN MAS de la muestra FaujaAg-
500-2.1. El espectro se compone de 3 sefiales con desplazamientos quimicos en
-86, -93 y -106 ppm, que corresponden a unidades Q* de silicio del tipoSi(2Al),
Si(1Al) y Si(0Al), respectivamente. Las sefales mas intensas son las de Si(2Al) y
Si(1Al), sugiriendo que el aluminio se encuentra homogéneamente distribuido en la
red de silicio y que no se presentan dominios enriquecidos en aluminio (Si(4Al)). No
obstante, el espectro 2’Al RMN MAS (figura 5.6) muestra que no todo el aluminio
esta incorporado a la red zeolitica. En efecto, en el espectro se observa
un pico a 57 ppm, el cual es caracteristico de aluminio en coordinacion tetraédrica,

es decir que forma parte de la estructura zeolitica, como en el caso de la muestra
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sin plata; sin embargo,cuando esta presente la plata, también se observa una sefial
en 0 ppm, que se atribuye a aluminios en coordinacion octaédrica. Estas especies
generalmente forman parte de una alumina que algunas veces es parte de la zeolita
y le da estabilizacién (alumina detrital). En el espectro de la zeolita sin plata, esta
senal no se observo, por tanto debe concluirseque la zeolita se desalumind durante

el proceso de deposicion de la plata o por el tratamiento térmico.

T 1 ~ T T T * T ~ T T T T 1
20 0 -20 -40 -60 -80 -100  -120 -140

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 5.5. Espectro 2°Si RMN MAS de la muestra FaujaAg-500-2.1.

FaujaAg-500-2.1

FaujaH

100 80 60 40 20 0 -20 -40 -60 -80 -100
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 5.6. Espectr027AI RMN MAS de las muestrasFauja H y FaujaAg-500-2.1.
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5.1.1.1.3 SilicAg-500-0.11

El patrén de difraccion de rayos X de la muestra SilicAg-500-0.11 (Figura 5.7)
se indexa al de la silicalita. La muestra fue cristalina y no se detecté material amorfo.
Adicionalmente, no se observaron los picos de la plata metalica, lo que se puede
interpretar como una buena dispersion de las particulas de plata sobre la superficie
de la silicalita, o bien que el bajo contenido de plata en la muestra esta por debajo

de la sensibilidad de la técnica DRX.

Intensidad (u.a.)

] J A9
10 20 30 40 50 60 70
20 (grados)

Figura 5.7. Patron de difraccién de rayos X de la muestra SilicAg-500-0.11.

El espectro 2°Si RMN MAS de la muestra Silic (figura 5.8) se compone de dos
sefalesa-115ya-117.3 ppm,que revelan unaestructuramuy ordenada. Estos picos
no se resuelvenlo suficiente como para asignarlos a los diferentes sitios Tn de la
estructura de la silicalita. Sin embargo, la presencia del pico intensoa -115
ppm sugiere que la muestra contiene una alta densidad de grupos silanol (-Si-OH),
como unidades Q°. Con la incorporacién de plata, el espectro no cambia
significativamente, a alto campo aparece aun como un hombro. La estructura silicea
se mantiene.

Este resultado es relevante ya que puede interpretarse como que la

incorporacion de plata no modifica la superficie de silanoles.
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SilicAg-500-0.11

T v v T J T T T
-40 -60 -80 -100 -120 -140
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 5.8. Espectro 23i RMN MAS de las muestrasSilic y SilicAg-500-0.11.

5.1.1.2 Soportes-Au
5.1.1.2.1 ClinoAu-500-2.5

La figura 5.9 presenta el difractograma de RX de la muestra ClinoAu-500-
2.5. Todos los picos corresponden a la estructura de la clinoptilolita (tarjeta JCPDS
47-1870). Los picos de la clinoptilolita son intensos y los picos debidos a oro
metalico (en 38.1° y 44.5°) son casi imperceptibles. Esto sugiere que el oro esta
bien dispersado sobre la superficie de la zeolita. Este resultado difiere del observado
en la zeolita clinoptilolita con plata, que para contenidos similares de metal, se
observaron picos muy intensos debidos a plata metédlica. Entonces, debe
concluirse, que sobre este soporte, con los métodos utilizados de impregnacion, el

oro se dispersé mejor que la plata.
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Au
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Figura 5.9. Patron de difraccion de rayos X de la muestra ClinoAu-500-2.5.

5.1.1.2.2 FaujaAu-500-2.5

El patrén de difraccion de rayos X de FaujaAu-500-2.5 se incluye en la figura
5.10. El patron se indexa completamente al de una zeolita faujasita. Los picos de
oro a 38.1 y 44.5 no son perceptibles, sugiriendo una excelente dispersion de esta
fase metalica sobre la superficie zeolitica. Si se compara este difractograma con el
de la zeolita Y con plata, difieren notablemente en intensidades relativas de los
picos. Ademas, para contenidos similares de metal, los picos de la plata si se
observaron en el difractograma correspondiente. Debido al método de incorporacién
de los metales, es posible que una fraccion de plata se haya incorporado como
cation en posicidon de intercambio, de ahi que las intensidades relativas en el
difractograma de FaujaAg-500-2.1 no sean las mismas que en el de FaujaAu-500-
2.5. En resumen, el oro metalico estd mejor dispersado que la plata metalica en la

superficie externa del soporte de tipo faujasita.
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Figura 5.10. Patron de difraccion de rayos X de la muestra FaujaAu-500-2.5.

El espectro ?Si RMN MAS de la muestra FaujaAu-500-2.5 (figura 5.11)
contiene picos RMN en la ventana de -105 a -120 ppm. Tres picos pueden
resolverse a-100, -106 y -111 ppm, atribuibles a unidades de silicio Si(3Al), Si(2Al)
y Si(1Al), respectivamente. Las intensidades relativas de estas sefales difieren de
las observadas en el espectro correspondiente para la muestra FaujaAg-500-2.1, lo
cual confirma no solo que la plata y el oro se dispersan diferentemente en este
soporte sino que ademas las unidades estructurales de la zeolita se modifican. En
este sentido, el proceso de impregnacion sugiere una redistribucién de los aluminios
en la red zeolitica, mientras que en la muestra con plata existen mayoritariamente
unidades Si(1Al), en la muestra con oro las unidades predominantes son Si(2Al).

Este comportamiento debe estar condicionado por la cantidad de aluminio en la red

zeolitica.
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Figura 5.11. Espectro 23i RMN MAS de la muestra FaujaAu-500-2.5.

Siguiendo con la distribucion de metales y cationes en la zeolita faujasita, la
figura 5.12 muestra el espectro 2’ Al RMN MAS de la muestra FaujaAu-500-2.5. Una
sefal muy intensa a 57 ppm revela que practicamente todo el aluminio se mantiene
incorporado en la estructura de la zeolita, aun después de incorporado el oro.
Ademas una sefial muy poco intensa a 0 ppm sugiere que una pequefa
cantidad de alumina detrital pudiera estar presente. Cabe mencionar que en el caso
del espectro de muestra faujasita con plata se observé esta sefial a 0 ppm mas
intensa, sugiriendo una desaluminacion, pero en el caso de la muestra con oro no

ocurrio este fendmeno.

* *

r T T T T 7 T T T 7T " T T 7T T T T T T 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O -20 -40 -60 -80 -100

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 5.12. Espectro 2’Al RMN MAS de la muestra FaujaAu-500-2.5, * indica bandas de rotacion.
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5.1.1.2.3 SilicAu-500-0.11

La figura 5.13 presenta el espectro 2°Si RMN MAS de la muestra SilicAu- 500-
0.11. Nuevamente, al igual que la muestra SilicAg-500-0.11, el espectro se compone
de una sefal muy intensa a -115 ppm y de otra que se resuelve como un hombro a
-117 ppm. Si se compara al espectro con el de la muestra sin oro, no se observan
cambios significativos, 1o que sugiere que no hay cambios estructurales en la red de

silicio como consecuencia de la incorporacién de oro.

r— 71 1~ 1T 1 1 1T " 1T "~ 1T 1
40 20 0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 5.13. Espectro °Si RMN MAS de la muestra SilicAu-500-0.11.

5.1.1.2.4 MordeAu-500-1.7 y MordeAu-500-2.9

Los patrones DRX en la figura 5.14 muestran que, al aumentar la cantidad de
oro, la cristalinidad de la muestra disminuye. Los picos DRX de oro metalico (38.4°
y 44.5°) se observan en el patron de las dos zeolitas MordeAu-500-1.7 y MordeAu-
500-2.9. Se debe concluir que la incorporacién de oro en la mordenita se acompana
de una destruccién parcial de la red zeolitica y de la estabilizacion de

particulas metalicas de oro grandes en la superficie externa.
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Figura 5.14. Patrén de difraccion de rayos X de las muestras MordeAu-500-1.7 y MordeAu-500-2.9.

Los espectros 2°Si y Al RMN MAS de la muestra MordeAu-500-1.7, figuras
5.15y 5.16, respectivamente, muestran que la zeolita mordenita, en efecto presenta
cambios estructurales como lo sugirié la difraccion de rayos X. Por un lado, el
espectro 295i RMN MAS se compone de dos sefales con desplazamientos quimicos
a altos campos (-106 y -114 ppm), lo que sugiere una red deficiente en aluminio.
Por otro lado, el espectro 2’ Al RMN MAS se compone de una sola sefial de especies
aluminio tetraédricas (a 54.8 ppm). No obstante, la sefial es ancha y asimétrica, lo
que sugiere que algunas particulas de oro, probablemente iones, estan cerca de los

aluminios estructurales, es decir dentro de los canales de la zeolita.

52



Capitulo 5

I T T T T T
20 0 -20 -40 -60 -80 -100  -120 -140

Desplazamiento quimico (ppm)
Figura 5.15. Espectro 235 RMN MAS de la muestra MordeAu-500-1.7.
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Figura 5.16. Espectro 2’Al RMN MAS de la muestra MordeAu-500-1.7.

5.1.2 Propiedades texturales

5.1.2.1 Soportes-Ag

De la caracterizacion estructural de la serie de materiales con plata, quedé

establecido que el tipo de zeolita tiene una influencia significativa en la fase de plata

y la estabilidad del sistema plata-zeolita. Particularmente, debe resaltarse la baja

estabilidad estructural del sistema faujasita-Ag.

Las diferencias estructurales deberian verse reflejadas en las propiedades

texturales. En este sentido, en la figura 5.17 se comparan las curvas de Kratky de

cuatro muestras de ClinoAg-X-Y, todas ellas presentan el perfil tipico de
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heterogeneidades globulares. Por supuesto, los objetos que dispersan fueron las
particulas metalicas. De este modo, las particulas esféricas de plata fueron

depositadas sobre el soporte de zeolita.

ClinoAg-500-4.0

ClinoAg-700-4.0
(€

I(h)*h’

e . _
o ClinoAg-500-2.1
. N vtz o,

) “*‘v“.?:.'.,.,.,,;.,ﬂ_. ClinoAg-700-2.1

LI | [ T
0,05 0,10 0,15 020 025 030
hx10 (nm™)

Figura 5.17. Perfiles Kratky para las muestras ClinoAg-X-Y.

Las particulas de plata, en los otros soportes también fueron esféricas, con
la excepcidon de la SilicAg-500-0.11 en donde el perfil de Kratky sugirié particulas
fibrosas. Esto puede interpretarse como aglomerados de particulas globulares
formando arreglos cilindricos en la superficie del soporte Silic.

La distribuciéon de tamano de las particulas se calculd por microscopia
electrénica de transmision (MET). En la figura 5.18 se muestran los histogramas de
las muestras de clinoptilolita preparadas con diferentes cantidades de Ag y a
diferentes temperaturas de reduccién. En la muestra reducida a 500°C con la
menor cantidad de plata se obtuvo una distribucion multimodal observandose
particulas de 3 hasta 15 nm, con la mayor parte de las particulas de 12.5 nm de
diametro. Cuando la temperatura de reduccién fue 700°C se observaron particulas
de 3 hasta 20 nm, predominando particulas de 7.5, 10y 15 nm (diametro). De los
histogramas de distribucion de tamarfio se percibe que el tamano de las particulas
es dependiente del contenido de Ag y la temperatura de reduccion. Un aumento en

la concentracion de metal genera particulas mas grandes. En las muestras
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reducidas a 500°C el diametro de particula predominante aumenta de 12.5a 17.5 nm

aumentando el contenido de Ag de 2.1 a 4.0 %. Para las muestras reducidas a 700°C el
diametro de particula mas probable aumenta de 15 nm a 17.5 nm. Con el aumento de la
temperature de reduccion se observa un incremento en el tamafo de las particulas.
Incluso, en la muestra ClinoAg-700-4.0 la alta temperature de reduccién y alto
contenido de plata, combinados, provocan una distribucion mas heterogénea de las

particulas grandes que se forman.
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Figura 5.18 Histogramas de distribucion de tamano de particula de ClinoAg-X-Y: a) ClinoAg-500- 2.1 b)
ClinoAg-500-4.0 c) ClinoAg-700-2.1 y d) ClinoAg-700-4.0.

En las figuras 5.19 y 5.20 se reportan los tamafnos de particulas de las muestras
FaujaAg-500-2.1 y SilicAg-500-0.11, respectivamente. En ambas muestras se obtuvo una
distribucién multimodal, observandose particulas de 3 hasta 27.5 nm, con la mayor parte
de las particulas en el intervalo de 12.5 a 17.5 nm (diametro) para la FaujaAg-500-2.1 y en
el intervalo de 10 a 15 nm para la SilicAg-500-0.11.Comparando el tamafio de las

particulas en ambos materiales, se observa que la SilicAg-500-0.11 presenta mayor
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cantidad de particulas de tamano de 10 a 12.5 nm.
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Figura 5.19 Histogramas de distribucion de tamano de particula de FaujaAg-500-2.1.
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Figura 5.20 Histogramas de distribucién de tamafo de particula de SilicAg-500-0.11.

Siguiendo con las propiedades texturales de las muestras soporte-Ag,
susvalores de area especifica se presentan en la tabla 5.1. Como se observa, los
materiales con plata reducen su area especifica cuando la plata se incorpora al
soporte. Las areas especificas dependen del contenido de plata, presentado el valor

mas alto de area especifica el material SilicAg-500-0.11 (397 m?/g), el cual
contiene la menor cantidad de Ag.
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Tabla 5.1. Areas especificas de los materiales soporte-Ag.

Muestra Area eszpecifica Muestra Area eszpecifica
(m7/g) (m“/g)
ClinoNa 108 Fauja 925
ClinoAg-500-2.1 81 FaujaAg-500-2.1 166
ClinoAg-700-2.1 53 Silic 439
ClinoAg-500-4.0 62 SilicAg-500-0.11 397
ClinoAg-700-4.0 47

Los valores de la dimension fractal de las particulas de plata en las muestras
de soporte-Ag se calcularon a partir de los datos de SAXS y de acuerdo alaley de
Porod (Harrison A.,1995), tabla 5.2.Para la serie de ClinoAg-X-Y se nota que el
aumento en la temperatura de reduccion induce un incremento en la dimension
fractal, revelando un incremento en el tamano de las particulas y en su densidad
(relacidon area/volumen). No obstante, debe hacerse notar que para una misma
temperatura de reduccién, la dimension fractal varia segun el soporte utilizado. Las
particulas de plata en SilicAg-500-0.11 son mas rugosas que las de ClinoAg-500-
2.1y ClinoAg-700-4.0.

Tabla 5.2. Dimension fractal de las muestras soporte-Ag, determinada por SAXS.

Muestra Dimension Fractal
ClinoAg-500-2.1 2.33
ClinoAg-700-2.1 2.69
ClinoAg-500-4.0 2.35
ClinoAg-700-4.0 2.91
FaujaAg-500-2.1 2.68
SilicAg-500-0.11 2.55

5.1.2.2 Soportes-Au

La caracterizacion por SAXS de los soportes-Au revelé una tendencia similar
qgue la observada en los soportes-Ag, es decir, los objetos que dispersaron fueron
de forma esférica para ClinoAu-500-2.5, MordeAu-500-1.7, MordeAu-500-

2.9 y FaujaAu-500-2.5, mientras que para SilicAu-500-0.11 fueron fibrosas. Los
tamanos de las particulas de Au en los diferentes soportes se reportan como

histograma en la figura 5.21.
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Figura 5.21 Histogramas de distribucion de tamafio de particula de a) ClinoAu-500-2.5 b) MordeAu-
500-1.7 c) FaujaAu-500-2.5 y d) SilicAu-500-0.11.

Claramente, el soporte marca un efecto en el tamafio de las particulas
estabilizadas. Los materiales FaujaAu-500-2.5 y SilicAu-500-0.11 son
evidentemente los que estabilizan las particulas mas pequefias, es mas, de entre
estos materiales, la zeolita faujasita tiene la distribucion mas homogénea de
tamanos de particulas de oro, casi exhibe una distribucion monomodal en 5 nm. En
contraste, en los materiales ClinoAu-500-2.5, MordeAu-500-1.7 y MordeAu- 500-
2.9se obtuvo una distribucién multimodal, observandose particulas de 3 hasta
25 nm, con la mayor parte de las particulas en el intervalo de 7.5 a 20 nm (diametro)
para la ClinoAu-500-2.5 y en el intervalo de 15 a 20 nm para MordeAu- 500-Y.

Los valores de area especifica de las muestras soporte-Au se presentan en

la tabla 5.3. Al igual que los materiales con plata, los materiales con oro reducen
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su area especifica cuando el oro se incorpora al soporte. Las areas especificas de
los materiales estan influenciadas por el contenido de oro. El material SilicAu-500-

0.11 (418 m?/g), conla menor cantidad de Au fue el material con mas alta area

especifica.
Tabla 5.3. Caracteristicas texturales de los materiales soporte-Au.
Muestra Area especifica (mz/g)* Dimension Fractal

ClinoAu-500-2.5 88 2.3
MordeAu-500-1.7 188 2.6
MordeAu-500-2.9 177 2.8
FaujaAu-500-2.5 319 2.2
SilicAu-500-0.11 418 21

*Determinada por adsorcién de Na. **Determinada por SAXS.

Los valores de la dimensién fractal de las particulas de oro en las muestras
de soporte-Ause calcularon a partir de los datos de SAXS y de acuerdo a la ley de
Porod, tabla 5.3. La dimension fractal, entendida como un parametro que caracteriza
la rugosidad de las particulas de oro, varia como una funcién del soporte. Las
particulas grandes de oro en la mordenita parecen ser densas y rugosas mientras
que en la silic, el arreglo en forma de fibras, conduce a particulas “lisas”. La

clinoptilolita y faujasita estabilizan particulas de rugosidad media.

5.2 Evaluacion de materiales como bactericidas

5.2.1 Ensayo de concentraciones minimas Inhibitorias para materiales
soporte-Ag como biocida de E. Coli.

Se realizd un primer sondeo para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los materiales soporte-Ag como biocida de E. coli. En el ensayo
se incluyeron 4 aislados de E. coli, los que fueron expuestos a los materiales
soporte-Ag para obtener suspensiones con concentraciones (gramos de material
por mililitro de caldo de cultivo) de 2.2 x 10 g/mL, 3.3 x 10°g/mL y 4.4 x 10g/mL;
después de la incubacién por 72 h se determiné el poder inhibitorio de los materiales
soporte-Ag. Finalizado el tiempo de incubacion, se obtuvieron los resultados de las
pruebas que se presentan en la tabla 5.3. En este primer
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sondeo, la cepa E. coli mostro crecimiento frente a los materiales ClinoAg-700-2.1
y ClinoAg-500-2.1, indicando una tolerancia a concentraciones de 4.4 x 10°g/mL
para estos materiales. Por otra parte, los materiales ClinoAg-700-4.0, ClinoAg- 500-
2.1 y FaujaAg-500-2.1 inhibieron el crecimiento de E. coli a concentraciones de 3.3
x 10°g/mL. Con el material SilicAg-500-0.11, la E. coli no presenté inhibicién de
crecimiento a una concentracion de 4.4 x 10 g/mL. A partir de estos resultados, fue
posible plantear un segundo sondeo para encontrar la concentracion minima
inhibitoria de E. coli frente a los materiales ClinoAg-700-2.1 y ClinoAg-500-2.1. En
el segundo barrido se utilizaron concentraciones de 5.5 x 10°g/mL, 6.6 x 103g/mL,
y 7.7 x 10°g/mL (Tabla 5.4); después de la incubacion se determind la inhibicidn
de la E. coliparalos materiales soporte-Ag adiferentes concentraciones. Se observé
una inhibicion del crecimiento de E. coli frente a los materiales ClinoAg-700-2.1 y
ClinoAg-500-2.1 a una concentracién de 5.5 x 10" °g/mL. En los ensayos con
ClinoAg-X-Y, se detectd que la efectividad de los materiales para inhibir el
crecimiento de E. coli fue dependiente de la concentracion de Ag.El tipo de soporte
fue otro parametro relevante en la efectividad de los materiales para inhibir el
crecimiento de E. coli. Se logré la inhibicién de E. coli con materiales que contenian
incluso una baja concentracion de Ag, como fue el caso de FaujaAg-500-2.1que
contenia una concentraciéon menor que los materiales ClinoAg-500-4.0 y ClinoAg-
700-4.0.

Tabla 5.4. Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Ag paraE. coli.

Cepal Material
biocida

Control
1

22x10
*g/mL

3.3x10
*g/mL

4.4 x10
*g/mL

55x10
*g/mL

6.6 x 10
*g/mL

7.7x10
*g/mL

Control
2

ClinoAg-700-2.1

+

+

+

ClinoAg-700-4.0

ClinoAg-500-2.1

+

+

ClinoAg-500-4.0

+|+ |+ |+

FaujaAg-500-2.1

||+ + |+

++| |+ + ]|+

SilicAg-500-0.11

+

+

5.2.2 Ensayo de CMI para materiales soporte-Ag como biocida de S.

typhi

+: Indica que hubo crecimiento bacteriano, -: indica ausencia de crecimiento

Siguiendo el procedimiento de la seccion 5.2.1., 4 aislados de S. typhi se

expusieron a los materiales soporte-Ag con concentraciones de 2.2 x 107 g/mL,

3.3x 102 g/mL y 4.4 x 10 g/mL; después de incubacion por 72 h se determind el
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poder inhibitorio de los materiales soporte-Ag. En la evaluacién del primer sondeo
de tubos que contenian concentraciones ascendentes de soporte-Ag se observd
que la cepa S. typhi presenté crecimiento frente todos los materiales, indicando su
tolerancia a concentraciones de 4.4 x 10 g/mL.

En el segundo barrido se utilizaron concentraciones de 5.5 x 10> g/mL, 6.6 x
102 g/mL, y 7.7 x 10 g/mL; después de la incubacion se determind la inhibicién de
la S. typhi frente a las concentraciones de los materiales soporte-Ag. Los materiales
ClinoAg-700-4.0 y ClinoAg-500-4.0 inhibieron el crecimiento de S. typhi a
concentraciones de 6.6 x 102 g/mL. Se observo que cuando los materiales
contenian una menor cantidad de plata (ClinoAg-700-2.1 y ClinoAg-500-2.1) su
eficiencia como bactericida fue menor, se necesité una concentracion de 7.7 x 10°
3'g/mL para inhibir el crecimiento bacteriano.

En el caso de los materiales SilicAg-500-0.11 y FaujaAg-500-2.1, la
concentraciéon inhibitoria para S. typhi resultd mas baja que para los otros
materiales, a una concentracién de 5.5 x 10°g/mL se dejé de notar crecimiento
bacteriano, por lo que se prosiguié con el cultivo de una muestra de ese tubo y de
los demas que siguieron presentando ausencia de turbidez (figura 5.22). Los

resultados de los antibiogramas se muestran en la tabla 5.5.

n '1[ .-w:,‘ g

Figura 5.22. Antibiograma en medio liquido de S. ty!Jhi frente a ClinoAg-500-4.0a CMls de:
a)2.2x10°, b)3.3x102, ¢)4.4x10°,d)5.5x 10"y e) 6.6 x 10™.
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Tabla 5.5 Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Ag paraS. typhi.

Cepal Material | Control 2.2x10 3.3x10° 4.4 x10 5.5x 10 6.6 x 10 7.7x10 Control

biocida 1 *g/mL *g/mL *g/mL *g/mL *g/mL *g/mL 2
ClinoAg-700-2.1 + + + + + + - +
ClinoAg-700-4.0 + + + + + +
ClinoAg-500-2.1 + + + + + + +
ClinoAg-500-4.0 + + + + + +
FaujaAg-500-2.1 + + + + +
SilicAg-500-0.11 + + + + -

+: crecimiento bacteriano, -: ausencia de crecimiento bacteriano

5.2.3 Ensayo de CMI para materiales soporte-Au como biocida de E.
Coli

Siguiendo con el procedimiento para determinar la CMI, 4 aislados de E. coli
fueron expuestos a los materiales soporte-Au, se utiliz6 un intervalo de
concentraciones de 2.2 x 107 g/mL hasta 4.4 x 10‘39/mL. En el primer sondeo
después de incubacion por 72 h, la E. coli presenté crecimiento frente a los
materiales soporte-Au, a este intervalo se presentd tolerancia para todos los
materiales, se planted un segundo sondeo a concentraciones de 5.5 x 10g/mL, 6.6
x 10°%g/mL, y 7.7 x 103g/mL.

En el segundo sondeo para el material ClinoAu-500-2.5, la cepa E. coli
presentd crecimiento a concentraciones inferiores a 7.7 x 10 g/mL. En el caso de
los materiales SilicAu-500-0.11, FaujaAu-500-2.5, MordeAu-500-1.7 y MordeAu-
500-2.9 a concentracion de 6.6 x 10°g/mL no se observé crecimiento bacteriano
durante la incubacion.

En la Tabla 5.6 se reporta la concentracion minima inhibitoria de los

materiales soporte-Au para E. coli.

Tabla 5.6. Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Au paraE. coli.

Cepal Material | Control 22x10° 3.3x10 4.4x10 5.5x10° 6.6 x 10 7.7x10° Control
biocida 1 *g/mL *gimL *g/mL *g/mL *g/mL *g/mL 2
ClinoAu-500-2.5 + + + + n + N +
FaujaAu-500-2.5 + + + + + N ;
SilicAu-500-0.11 + + + n ¥ N ;
MordeAu-500-1.7 + + + + + _ +
MordeAu-500-2.9 + + + + + _ T

+: crecimiento bacteriano, -: ausencia de crecimiento bacteriano

62




Capitulo 5

5.2.4 Ensayo de CMI| para materiales soporte-Au como biocida de S. typhi

La determinacion de la CMI de los 4 aislados de S. typhi, expuestos a los
materiales soporte-Au, se realiz6 a las condiciones y concentraciones del numeral
5.2.3. En el primer sondeo de S. typhi, después de incubacién por 72 h, se observo
que la bacteria crecio en presencia de los discos impregnados de cualquier material
soporte-Au; por lo que se planteé un segundo sondeo a concentraciones de 5.5 x
10°g/mL, 6.6 x 10°g/mL, y 7.7 x 103g/mL.

La evaluacion in vitro del segundo sondeo para el material ClinoAu-500-2.5,
permitid observar que la cepa S. typhi presentd tolerancia a concentraciones
inferiores a 7.7 x 10°g/mL. Los materiales FaujaAu-500-2.5, MordeAu-500-1.7 y
MordeAu-500-2.9, con una concentracion de 5.5 x 107 g/mL, fueron mortales para
la bacteria. Para el caso de SilicAu-500-0.11, se requirié de una concentracion de
6.6 x 10> g/mL para inhibir el metabolismo de la S. typhi, y por tanto su
crecimiento.

El efecto sobre la inhibicidn del crecimiento de S. typhi debido a la presencia

de los materiales soporte-Au se muestra en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Au para S. typhi.

Cepal Material | Control | 2.2x10° 3.3x10° 44x10° 55x10° 6.6 x 10° 7.7x10° | Control
biocida 1 g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL 2
ClinoAu-500-2.5 + + + + + + _ +
FaujaAu-500-2.5 + + + + - - _ T
SilicAu-500-0.11 + + + + + R N T
MordeAu-500-1.7 + + + + - - _ +
MordeAu-500-2.9 + + + + _ +

+: crecimiento bacteriano, -: ausencia de crecimi;ento bacterianc-J

Las muestras expuestas a soporte-Ag y soporte-Au que no presentaron
turbidez fueron sembradas en cajas petri con agar Muller-Hinton (Figura
5.23),0bservandose que el crecimiento de las bacteriasfue nulo. Esto demuestra
que los materialestienen efecto bactericida tanto para E. coli como para S. typhi.
Cabe sefialar que se consideraron sistemas en donde no hubo crecimiento, aquellos
tubos traslucidos cuya turbidez era muy baja (menos de 50 NTU) o cercana a cero.
Aquellos tubos con turbidez aparente y valores mayores a 50 NTU se consideraron

sistemas con crecimiento microbiano.
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Con este método descriptivo de ensayo turbidimétrico se pueden obtener
algunas respuestas sobre el comportamiento de las bacterias, en presencia de los
agentes bactericidas, tales como supresion en el nivel de crecimiento enla fase
estacionaria, disminucién de la velocidad de crecimiento y la letalidad (Davidson
and Parish, 1989).

Las CMIs y CMBs obtenidaspor los dos métodos ensayados (macrodilucion
en liquido y microdiluciéon en agar) no presentaron diferencias significativas. La
eficacia, reflejo un radio CMB/CMI menor a 1.2, indicando que los materiales son

bactericidas.

Figura 5.23. Antibiograma en medio solido de S. typhi frente a FaujaAg-500-2.1, CMBs de:
a)2.2x 107, b)3.3x 107, ¢c)4.4x10°y d) 5.5 x 10°.

De las tablas 5.4 a 5.7 se puede concluir que la bacteria S. typhi fue mas
resistente a los materiales bactericidas soporte-Ag y soporte-Au que la bacteria E.
coli. Esto probablemente se debe al grupo de genes plasmidicos responsable de la
resistencia a la plata en S. typhi. La proteina periplasmica que entra en contacto con
las particulas de Ag®*, especificamente en la superficie celular, representa la
primera linea de resistencia contra la toxicidad de la plata. La membrana
citoplasmatica, al identificar a la plata como toxica, la bombea desde la célula como
lo hace con otros metales (por ejemplo Cu*y Cd?*). Esta bomba consiste en tres

proteinas, una en la membrana interna, otra en la membrana externa y una
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tercera formando un puente en el espacio periplasmatico (Figura 5.24). Al
incrementar la CMI ocurre un potencial de la membrana, los sensores de potencial
de la membrane, los sensors de potencial comienzan a moverse en el

campo eléctrico  de la membrana citoplasmatica (parcialmente negative),
abriendo los canals de absorcion y una vez abierto el canal comienza el proceso
de inactivacion, el cual consiste en la oclusién del poro en la cara intracelular
producido por la particula de inactivacion (Ag®* o Au®*) destruyendo parte de la
membrana. Este proceso permite la disponibilidad para la conduccién iénica de la
membrana y las proteinas no pueden expulsar por completo a la Age_’*y Au®* por lo

que la membrana se destruye.

Proteinas

— ﬁ%*

Bomba de la
membrana
citoplasmatica

Espacio
periplasmatico

Figura 5.24. Mecanismo de resistencia de las bacterias a la plata: 1) identificacion de un material
téxico, 2) ligando de las proteinas y enzimas con el elemento téxico, 3) Bombeo a la parte externa
de la célula y 4) Cierre de porinas.

5.3 Materiales como inhibidores del crecimiento bacteriano

Debido a que la técnica turbidimétrica depende del tamafio de las células
bacterianas, asi como de la presencia de células dafiadas (Skandamis P. et al,,
2001), se realizaron pruebas microbiolégicas para obtener curvas de crecimiento de
los microorganismos en estudio (E. coliy S. typhi) en presencia de los materiales
soporte-Ag y soporte-Au como agentes antimicrobianos, debido a que algunos
materiales tienden a quedar suspendidos en soluciones acuosas y por tanto

afectan las mediciones de turbidez. En la figura5.25 se observa el efecto
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inhibitorio en placa microbiana de las bacterias en estudio expuestas a los soportes
y a los soportes-Ag, respectivamente.

a)

Tiempo /
Muestra

ClinoNa Morde Fauja Silic

5 min

15 min

45 min

75 min

120 min

30 min

60 min

90 min

120 min

Figura 5.25. Crecimiento de colonias de E. coli expuestas a 7.7 x 10'3g/mL del material a) soportes
sin plata b) soportes con plata (ClinoAg-X-Y).
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Antes de evaluar el caracter bactericida de los materiales se realizaron los controles
de calidad a las cepas de trabajo por microdiluciones. Los resultados de los
controles de calidad (viabilidad y pureza) de E. coli y S. typhi, empleados en la

evaluacién bactericida, cumplieron con los criterios de aceptacion al obtenerse

valores de viabilidad del orden de 1x108, de modo que los resultados de pureza
para ambos microorganismos cumplen con la condicion de cultivos libres de
contaminacion microbiana.

El crecimiento microbiano y el conteo de colonias de las cepas de E. coli y
S. typhi, en presencia de los diferentes materiales conteniendo plata u oro, se
calcularon teniendo en cuenta el numero de colonias crecidas en la suspension de

microorganismos inoculados (No) y las colonias crecidas (N), Ecuacién 5.1.
Log (No) — Log (N) = Reduccion logaritmica. Ecuacién 5.1

5.3.1 Soporte-Ag como biocidas de E. coli

La figura 5.26 presenta el efecto biocida de las muestras de ClinoAg-X-Y
sobre E. coli. Como una muestra de referencia, la zeolita sin plata también se
evaluo. En este ultimo caso, el numero de colonias aumentd rapidamente con el
tiempo, mostrando que el soporte no es bactericida. En cambio,con una carga de
4% en peso de Ag a una CMI de 3.3 x 10°g/mL, independientemente de la
temperatura de reduccion, se eliminé a la E. coli a un tiempo de 30 min. Por el
contrario, las muestras con menor cantidad de plata permiten la reproduccion de las
bacteriasdurante los primeros 30 min. A partir de los 60 min hubo una disminucién
en el numero de colonias, pero fue hasta los 120 min cuando las colonias fueron
eliminadas por completo. Por tanto, parece que la distribucién de la plata en la
superficie del material es un parametro crucial para obtener materiales eficientes
como inhibidores del crecimiento bacteriano. Por un lado, en un material con un alto
contenido de Ag, las bacterias estan en contacto rapidamente con las particulas de
plata grandes y densas, dispersas en la superficie externa de la zeolita. Por otro
lado, con un contenido de Ag de 2.1% en peso en las zeolitas, las bacterias se

dispersan en la zeolita mejorando su
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desarrollo, pero con el tiempo las bacterias se ponen en contacto con los sitios de
plata situada en la entrada de los canalesde la zeolita y algunos otros en la superficie
externa.

La relacion masa de Ag-zeolita/volumen de medios de cultivo, para el caso
de la zeolita cargada con un 4% en peso de plata, parece ser muy eficiente y las
bacterias sobrevivieron sélo por muy poco tiempo. Cuanto menor es la cantidad de
Clino-Ag mas largo es el tiempo para alcanzar el menor numero de colonias
sobrevivientes. Como se mostré por MET, la mayoria de las particulas de plata
tienen tamafio menor a10nm de diametro, parece asi, que estas particulas no son
inmediatamente accesibles a las bacterias, posiblemente porque estas particulas se
estabilizan en la entrada de los canales. Aunque estas particulas no son en un
primer momento accesibles, las bacterias utilizan la superficie externa para
reproducirse, aumentando el numero de colonias, pero son rapidamente eliminadas

cuando las particulas de plata son accesibles.
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Figura 5.26.Efecto inhibitoriode ClinoAg-X-Ya CMIs de 3.3 x 10'39/mL sobre el crecimiento de E. coli:
(—m—) ClinoNa, (—e—) ClinoAg-500-4.0, (—e—) ClinoAg-500-2.1, (—A—) ClinoAg-700-4.0, (—V¥—)
ClinoAg-700-2.1.

La E. coli en contacto con los materiales ClinoAg-X-2.1 presenté una fase

larga (aproximadamente 60 min) de inactivacion bactericida, lo cual se atribuye a
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que las particulas de tamafio menor a 7.5 nm no son accesibles inmediatamente,
propiciando que el soporte favorezca la reproduccion de las bacterias, pero después
de este intervalo estas particulas entran en contacto con la bacteria, superando los
mecanismos de defensa celular. El ataque a los componentes de la pared celular
provoca su ruptura y por consecuencia la pérdida de sus funciones.

Posteriormente, la descomposicion de la pared celular permite el contacto de las
especies Ag®* con la membrana celular y la oxidacion alos fosfolipidos provocando
los desérdenes funcionales que conducen a la muerte celular (Srinivasan C., 2003).

En la figura 5.27 se grafica el numero de colonias de E. coli en funcion del
tiempo, en presencia de los materiales Fauja y FaujaAg-500-2.1. Los resultados de
las evaluaciones de crecimiento bacteriano indican que la E. colifue capaz de tolerar
la presencia del material Fauja. Por otra parte, el material FaujaAg-500-2.1
inhibié por completo el crecimiento de E. coli. De acuerdo con la figura 5.27, a los 5
min de exposicion, a una CMI de 3.3 x 10 g/mL se presento toxicidad, eliminando
el 95% del numero de colonias iniciales y el 100% después de 30 min. Este

resultado evidencia que las particulas de plata en el soporte son accesibles para las

bacterias.
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Figura 5.27. Efecto inhibitorio de (—m—) Fauja y (—e—) FaujaAg-500-2.1 a CMIs de 3.3

x 10 3g/mL sobre el crecimiento de E. coli.
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En las pruebas con material SilicAg-500-0.11,a unaCMI de 4.4 x 10°g/mL, se
observa unefecto bactericidasobre E. coli. El efectoes notable desde el primer
momento en que se pone en contacto a la bacteria con el material biocida. Esta
inhibiciéon inmediata se debe altamafio de particulas que predominan en el material
(10-15 nm) las cuales son accesibles a la bacteria. El area especifica del soporte
también tiene un papel importante en la accion bactericida. Esto lo confirmala accion
bactericida de los materiales con mayor area especifica, casos de SilicAg- 500-0.11
y FaujaAg-500-2.1, que eliminaron mas rapidamente las bacterias, o que también
es una consecuencia de la alta dispersion de las particulas en la alta area superficial
de estos materiales. En relacién a los resultados previamente comentados, el
material SilicAg-500-0.11 con una CMI mayor al material FaujaAg-500-2.1 elimina
totalmente las colonias después de 30 min. Sin embargo, el contenido de plata del
material SilicAg-500-0.11 representa apenas el 5.24% respecto al contenido de
plata en el material FaujaAg-500-2.1. La figura 5.28 presentala curva del numero de
colonias que sobrevivieron al paso del tiempo en los medios de cultivo y en

presencia de la muestra de SilicAg-500-0.11.
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Figura 5.28. Efecto inhibitorio de (—m—) Silic y (—e—) SilicAg-500-0.11 a CMIs de 3.3 x 10'ag/mL
sobre el crecimiento de E. coli.
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Hasta ahora se ha demostrado que la plata soportada en diferentes zeolitas
tiene propiedades bactericidas para E. coli. Otros autores (Shahverdi A., 2007;Lara
H., 2010), ya habian reportado a la plata idonica como elemento bactericida. No
obstante, la plata i6nica reacciona con los elementos del medio disminuyendo asi
su probabilidad de contacto con la bacteria, por lo que se requiere de una alta
concentracién de plata idnica. Asi, los resultados que se acaban de exponer
prueban que la plata parcialmente cargada, soportada en diferentes zeolitas, es
igualmente eficiente como bactericida y se requiere una menor cantidad para inhibir

el crecimiento bacteriano, ademas de que el material soporte-Ag puede reutilizarse.

5.3.2 Soporte-Ag como biocidas de S. typhi

Para evidenciar la actividad bactericida de la Ag soportada contra la S. typhi,
se expuso la bacteria a los materiales con y sin Ag. La figura 5.29 presenta los
resultados obtenidos con los materiales ClinoNa y ClinoAg-X-Y. Se observo
crecimiento de S. typhien presencia de ClinoNa, igual que se observé también para
E. coli. La velocidad de reproduccion sobre este soporte fue mas rapida para
E. coli que para S. typhi. Esto puede explicarse como un estrés de la S. typhi debido
a que el experimento se inicié con 200 colonias mientras que en el experimento con
E. coli se partio de 100 colonias. Se observo inhibicion del crecimiento de la S. typhi
con los materiales ClinoAg-X-Y con una CMI de 6.6 x 10 °g/mL. Los materiales
ClinoAg-X-2.1 fueron efectivos como bactericidas contra S. typhi después de los 90
min. El crecimiento de la S. typhi en presencia de ClinoAg-X-4.0 fue similar a lo
observado con la E. Coli. El crecimiento de la S. typhi se inhibié por completo en
30 mincon los materiales Clino-X-4.0, debido a que estos materiales

contienenparticulas que pueden considerarse de tamafo mediano (10 nm).
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Figura 5.29. Efecto inhibitoriode ClinoAg-X-Ya CMIs de 6.6 x 10'3g/mL sobre el crecimiento de S.
typhi: (—m—) ClinoNa, (—e—) ClinoAg-500-4.0, (—e—) ClinoAg-500-2.1, (—A—) ClinoAg-700-4.0,
(—V¥—) ClinoAg-700-2.1.

A diferencia de lo observado en la exposicién de E. coli a los materiales
ClinoAg-X-2.1, la S. typhi no present6 una fase larga de inactivacion bacteriana, lo
cual se atribuye al tamafo de poblacion bacteriana en el medio; una mayor cantidad
de colonias propicia un estrés en la bacteria por lo que los mecanismos de defensa

bacterianos son superados rapidamente por las particulas de Agé".

En la figura 5.30 se aprecia que el material Fauja no inhibio el crecimiento de
la S. typhi. En cambio, el crecimiento de S. typhi en presencia de FaujaAg-500- 2.1,
con una CMI de 4.4 x 10°°g/mL,se redujo hasta en un 75% en los primeros 5 min, y
a los 30 min ya se habia inhibido un 85%. Al cabo de 120 min de exposicién de

elimind el 100% de las colonias.
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Figura 5.30. Efecto inhibitorio de (—ma—) Fauja y (—e—) FaujaAg-500-2.1 a CMIs de 4.4

x 10 3g/mL sobre el crecimiento de S. typhi.

Las curvas de crecimiento de la S. typhi en presencia de Silic y SilicAg- 500-
0.11 se muestran en la figura 5.31. Nuevamente, se observa que la curva
correspondiente a las bacterias que interactuan con el material sin plata (Silic) no
tiene efecto bactericida para S. typhi. La curva obtenida del crecimiento de la S.
typhi, expuesta a SilicAg-500-0.11a una CMI de 5.5 x 10°g/mL, estd muy por
debajo de la correspondiente al control, mostrando que este material inhibe el
crecimiento en un 65% en los primeros 5 min, 92% a los 60min y el 100% a los 120

min. El material SilicAg-500-0.11 mostré en todo momento un efecto bactericida.
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Figura 5.31. Efecto inhibitorio de (—m—) Silic y (—e—) SilicAg-500-0.11 a CMIs de
5.5 x 10'3g/mL sobre el crecimiento de S. typhi.

Para determinar las curvas de crecimiento bacteriano se realizaron un total
de tres experimentos por material. Los resultados de las curvas corresponden a la
media de los tres experimentos. S6lo se incluyen los experimentos en los que la
viabilidad inicial fue superior al 85%. La pauta de administracién de los materiales

bactericidas esta en funcion a la CMI determinada.

Los resultados indican que la exposicion de la S. typhi, frente a los materiales
soporte-Ag durante un periodo de 5 min, reduce significativamente el numero de
bacterias. Estos resultados sugieren que se puede eliminar totalmente las bacterias

presentes al prolongar el tiempo de exposicidén o al incrementar la CMI.

Los soportes sin plata permitieron el desarrollo de las bacterias de E. coli 'y
S. typhi. De entre todos los soportes evaluados, la Silic presenté mayor crecimiento
de bacterias en el periodo de los 120 min de exposicion. Este resultado por
supuesto debe atribuirse a la mayor area superficial de la silicalita. De los resultados
de inhibicién del crecimiento bacteriano con los materiales soporte-Ag, se observo
que en los materiales FuajaAg-500-2.1 y SilicAg-500-0.11 con mayor area
especifica 166 m?/g y 397 m?/g, respectivamente, eliminan mas rapidamente a las

bacterias. Comparando el tamano de particula en estos dos
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materiales, en el SilicAg-500-0.11,donde predomina el tamafio de 10-12.5 nm, la

eliminacion de las colonias bacterianasfuemas rapida.

5.3.3 Soporte-Au como biocidas de E. coli

Con el fin de comprobar que la CMI de los materiales soporte-Au encontrada
para la E. coli es adecuada, se realizé un analisis de CMI en funcion del tiempo de
exposicion, efectuando los correspondientes conteos de colonias bacterianas
formadas. Los conteos se realizaron por 120 min con CMIs de 7.7 x 10 g/mL.

En la figura 5.32 se observa que el material ClinoNa no tiene efecto
bactericida para E. coli. La ClinoAu-500-2.5 presentd propiedades bactericidas en
los 120 min de exposicidon. En los primeros 60 min, este material elimino el 43% de
las colonias de E. coli. A tiempos mas largos se encontré6 que ya no hubo una
eliminacion bacteriana significativa, hubo un comportamiento bacteriostatico. Sin
embargo, en los cultivos de las muestras a los 120 min, se observo que el diametro
de las colonias esmenor a aquel observado en los controles. Ademas se observo
un cambio en la morfologia de las colonias, de circular a arborescente, que puede

ser un indicativo de que se encuentra sujeta a un estrés por la presencia del Au.
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Figura 5.32. Efecto inhibitorio de (—m—) ClinoNa y (—e—) ClinoAu-500-2.5 a CMIs de 6.6

x 10 3g/mL sobre el crecimiento de E. coli.

En la figura 5.33 se grafica el numero de colonias de E. colique sobrevivieron
en funcion del tiempo en presencia de los materiales Morde, MordeAu-500-1.7 y
MordeAu-500-2.9. El material Morde no presentd ningun efecto bactericida sobre
el crecimiento de E. coli. Por el contrario, los materiales MordeAu-500-1.7 vy
MordeAu-500-2.9 tienen propiedades bactericidas, con una inhibicion significativa
de 56% y 62%, respectivamente, a los 5 min de exposicion. A diferencia del material
MordeAu-500-2.9, el material MordeAu-500-1.7 presentd un comportamiento
bacteriostatico en el intervalo de 5 a 60 min, seguido de una moderada inhibicién
bactericida. ElI material MordeAu-500-2.9 presentd una inhibicion bacteriana
moderada en el intervalo de 5 a 90 min debido a que las bacterias no entran en
contacto con todas las particulas porque los sedimentos de algunas bacterias
muertas formaron una pelicula en la superficie del material. Este resultado fue
exclusivo de este material y la caracterizacion llevada a cabo no permite concluir
sobre este comportamiento.

El mayor poder bactericida de MordeAu-500-2.9 puede atribuirse al tamafio

de las particulas de oro, en su mayoria de 20 nm. Parece ser las bacterias tienen
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acceso directo a estas particulas, reduciendoel numero de las colonias
bacterianas en los primeros 5 min.

La concentracion de Au en ambos materiales no fue suficiente para inhibir
totalmente al microorganismo en un tiempo de 120 min, sin embargo, ambos
materiales inocularon mas del 70% del inéculo inicial. EI material MordeAu-500-2.9
demostré un mayor poder bactericida, alcanzando una inhibicion del 82% de las
colonias iniciales, en contraste con el material MordeAu-500-1.7, el cual logré una
inhibicion del 72% de los colonias del inoculo inicial. EI mayor poder bactericida de
MordeAu-500-2.9 puede atribuirse a la mayor concentracion de Au en el material y

al tamafio de las particulas de Au.
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Figura 5.33. Efecto inhibitorio de (—m—) Morde, (—e—) MordeAu-500-1.7 y (— A —)MordeAu-500-2.9
a CMIs de 6.6 x 10'3g/mLsobre el crecimiento de E. coli.

En la figura 5.34 se presentan las curvas del numero de colonias de E. coli
en funcién del tiempo en presencia de los materiales Fauja y FaujaAu-500-2.5. Los
resultados de las evaluaciones de crecimiento bacteriano indican que la E. coli fue
capaz de tolerar la presencia del material Fauja, por otra parte el material FaujaAu-
500-2.5 inhibié por completo el crecimiento E. coli en un corto tiempo. De
acuerdo con la figura 5.34, el material FaujaAu-500-2.5, a una CMI de 6.6 x 10
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3g/mL presenté toxicidad,y eliminé el 55% del nimero de colonias iniciales y el
92% después de 5 y120min, respectivamente.

Al compararel poder inhibitorio del crecimiento bacteriano de los materiales
FaujaAu-500-2.5 y MordeAu-500-1.7, se observo que ambos tienen una inhibicion
porcentual similar a los 5 min, sin embargo, el material FaujaAu-500-2.5 present6
mayor inhibicion después de este tiempo, esto sugiere que la mayor area especifica
del material FaujaAu-500-2.5 permite a la bacteria estar mas facilmente en contacto

con el material y asi se elimina mas rapido.
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Figura 5.34. Efecto inhibitorio de(—m—) Fauja y (—e—) FaujaAu-500-2.5 a CMls de 6.6 x 10 3g/mL
sobre el crecimiento de E. coli.

En los resultados del monitoreo bacteriologico de la E. coli expuesta a los
materiales Silic y SilicAu-500-0.11, se observé que el material Silic no tuvo
comportamiento  bactericida. EI material SilicAu-500-0.11 presenta un
comportamiento similar al observado en las pruebas de exposicion de la E. coli a
los materiales MordeAu-500-Y y FaujaAu-500-2.5. En los primeros 5 min de
exposicion, el material SilicAu-500-0.11 inhibe el 53% de las colonias iniciales. Para
tiempos de exposicion mas largos se aprecia una inhibicién bactericida moderada
hasta los 60 min inhibiendo el 89% de las colonias de E. coli; sin embargo después

de este tiempo el poder de inhibicidén bactericida es lento. La
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CMI de SilicAu-500-0.11 no fue suficiente para inhibir totalmente al microorganismo
en un tiempo de 120 min, inhibié al 96% de E. coli.
La inhibicién del crecimiento microbiano alcanzada con SilicAu-500-0.11 en

funcion del tiempo esta reflejada en la figura 5.35.
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Figura 5.35. Efecto inhibitorio de (—m—) Silic y (—e—) SilicAu-500-0.11 a CMIs de 6.6 x 10'3g/mL sobre
el crecimiento de E. coli.

Es importante sehalar que, en todas las evaluaciones del sistema como
bactericidas de E. coli, las colonias adquieren una coloracién rosa, lo cual indica
que el Au se incorporé a la bacteria, aunque haria falta un estudio que profundice
en los mecanismos a través de los cuales tiene lugar este fenomeno. Ademas este
resultado sugiere que el oro se libera del material, o cual no es del todo satisfactorio
para un buen material bactericida. Aun asi el material podria utilizarse varias veces
y después recargarse de oro.

Todos los materiales soporte-Au con CMIs de 6.6 x 10 g/mL presentaron
caracteristicas bactericidas frente a la E. coli. Las CMIs de los materiales no fue
suficiente para eliminar el total de las colonias en un tiempo de 120 min, sin embargo
se aprecia una inhibicion mayor al 70% del inoculo inicial frente a los materiales
SilicAu-500-0.11, MordeAu-500-1.7, MordeAu-500-2.9 y FaujaAu-500-

2.1. De acuerdo a las recomendaciones descritas por la Agencia de Proteccion
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Ambiental de las Naciones Unidas, una reduccion de al menos el 33% de la
poblacion bacteriana, es suficiente para considerarse buen desinfectante (EPA,
1978). La mayoria de los materiales soporte-Au (a excepcion de la ClinoAu-500-
2.5) frente a E. coli, mostraron una alta inhibicion bactericida en los primeros 5 min
de exposicion, una moderada inhibicion bactericida en los siguientes 55 min y un
bajo poder bactericida después de los 60 min. Al comparar la concentracion de Au
en los soportes y tiempo de contacto con la bacteria, el SilicAu-500-0.11 fue el mejor
inhibidor de la E. coli, eliminando el 96% de las bacterias. La ClinoAu-500-

2.5 presentd la menor inhibicion para la E. coli con tan solo el 46% de bacterias
eliminadas en el mismo tiempo. Lo anterior puede atribuirse al area especifica de
los materiales soporte-Au. Los materiales con mayor area especifica eliminaron la
mayor cantidad de bacterias a tiempos mas cortos. Por ejemplo, el material SilicAu-
500-0.11 presenta mayor area especifica (418 m?/g) y el ClinoAu-500-2.5 la menor
(88 m?/g). Otro factor que influye en la inhibicion bacteriana es el tamafio de
particula, los materiales con particulas de 5 nm eliminaron mayor porcentaje de
bacterias a tiempos mas cortos, como es el caso de FaujaAu-500-2.5 y SilicAu- 500-
0.11.

5.3.4 Soporte-Au como biocidas de S. typhi

La figura 5.36 muestra las curvas de crecimiento correspondientes a la S.
typhi en presencia de materiales ClinoNa y ClinoAu-500-2.5. Se observd un
crecimiento de S. typhi en presencia de ClinoNa, en tanto que la ClinoAu-500-2.5
inhibio el 38% de la bacteria en 5 min de exposicion. El bactericida ClinoAu-500-
25 elimind el 53% y el 65% del total de las colonias a 90 y 120 min,
respectivamente. Este resultado muestra que la CMI requiere de tiempos mas largos
para la eliminacion total de la bacteria. Es importante mencionar los cambios
morfologicos de las colonias que sobreviven a los 120 min. Al igual que en el caso
de E. coli la forma de las colonias cambio de circular a arborescente, lo cual sugiere
un estrés; el diametro de las colonias fue menor a las observadas en los controles.

Esto puede deberse a que el Au influye en la estabilidad de enzimas
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ligninoliticas en el medio extracelular, como la formacion de perdxidos, ya que en

presencia del metal pesado puede ocurrir estrés oxidativo.
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Figura 5.36. Efecto inhibitorio de (—m—) ClinoNa, (—e—) ClinoAu-500-2.5a CMIs de 6.6 x 10° 3g/mL
sobre el crecimiento de S. typhi.

En la figura 5.37se grafica el numero de colonias de S. typhi que
sobrevivieron frente a los materiales Morde, MordeAu-500-1.7 y MordeAu-500-
2.9. El material Morde, como se esperaba, no tuvo efecto bactericida. La MordeAu-
500-1.7 y la MordeAu-500-2.9 presentaron similitud en la inhibicién a los 5 min,
eliminando a la bacteria en 52% y 61% respectivamente, demostrando que con una
CMI de 6.6 x 10°g/mL ambos materiales son bactericidas para S. typhi. A
diferencia del material MordeAu-500-2.9, el material MordeAu-500-1.7 presentd un
comportamiento bacteriostatico de los 5 hasta los 60 min, seguida de una moderada
inhibicion bactericida. ElI material MordeAu-500-2.9 presentdé una inhibicién
bacteriana moderada entre los 5 y los 90 min, continuando con un bajo poder
bactericida. La MordeAu-500-2.9, con mayor concentracién de oro, elimind mas
rapido a la S. typhi. La concentracién de Au en ambos materiales no fue suficiente
para inhibir por completo el crecimiento de colonias bacterianas en los 120 min del
ensayo, sin embargo, ambos materiales eliminaron mas del 80% de las colonias del

patdégeno. La actividad bactericida de los materiales MordeAu-
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500-1.7 y la MordeAu-500-2.9 para la S. typhi fue muy similar en el periodo de

evaluacion, en ambos casos el numero de colonias disminuyd muy rapido en los

primeros 5 min y después, en un periodo de 60 min solo disminuye el 8 %.

Nurriero de colonias

T T T T
60 80 100 120

tiempo (min)

Figura 5.37. Efecto inhibitorio de (—m—) Morde, (—e—) MordeAu-500-1.7 y (— A—)MordeAu-500-2.9 a

CMis de 6.6 x 10’39/mL sobre el crecimiento de S. typhi.

En la figura 5.38 se aprecia que, el material Fauja no inhibi6 el crecimiento

de la S. typhi. La curva control demostré que sin la presencia de Au en el soporte

no existe inhibicidn bacteriana.

El crecimiento de S. typhi en presencia de FaujaAu-500-2.5, con una CMI de

4.4 x 10°g/mLse redujo hasta en un 65% en los primeros 5 min, y a los 30 min ya

se habia inhibido un 75%. Al cabo de 120 min de exposicion se elimind el 84% de

las colonias.
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Figura 5.38.Efecto inhibitorio de(—m—) Fauja y (—e—) FaujaAu-500-2.5 a CMIs de 4.4 x 10 3g/mL
sobre el crecimiento de S. typhi.

El comportamiento de los materiales Silic y SilicAu-500-0.11 en tanto que
bactericidas de la S. typhi se infiere de la figura 5.39. La presencia de Silic en el
medio de cultivo no inhibe el crecimiento bacteriano, permitiendo su crecimiento
durante los 120 min de exposicion. Por otra parte, el SilicAu-500-0.11 eliminé al 58%
de las colonias en un tiempo muy corto (5 min).En los siguientes 55 min, el efecto
supresor del material SilicAu-500-0.11 fue aun mas claro, eliminando el 75% de
colonias. Enseguida se detecta una inhibicion bactericida moderada. La CMI del
material SilicAu-500-0.11 no fue suficiente para inhibir totalmente el microorganismo
en un tiempo de 120 min, solo inhibié el 87% del indculo inicial sin presentar

comportamiento bacteriostatico en los 120 min del analisis.
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Figura 5.39. Efecto inhibitorio de (—m—) Silic y (—e—) SilicAu-500-0.11 a CMIs de 6.6 x 10'3g/mL

sobre el crecimiento de S. typhi.

Las curvas de crecimiento bacteriano se repitieron tres veces por material
soporte-Au. Los resultados de las curvas corresponden a la media de los tres
experimentos. Solo se incluyen los experimentos en los que la inhibicidn del indculo
inicial fue superior al 55%. La pauta de administracion de los materiales bactericidas
esta en funcion de la CMI determinada.

En los cultivos de S. typhi en presencia de los materiales soporte-Au,
independientemente del soporte, siempre se observé un efecto bactericida. De toda
la serie de materiales evaluados, el material SilicAu-500-0.11, que ademas es el que
tiene la menor concentracién de Au, tuvo el mayor efecto inhibidor del crecimiento
bacteriano con una CMI de 6.6 x 103g/mL, eliminando el 87% del
inoculd inicial de S. typhi en un tiempo de 120 min.

Los resultados de la exposicion de S. typhia los materiales soporte-Au,
mostraron que los materiales SilicAu-500-0.11 y MordeAu-500-2.9, no presentaron
comportamiento bacteriostatico en ningun momento.

El area especifica del material soporte-Au fue relevante en la efectividad de
los materiales para inhibir a los microorganismos. El material SilicAu-500-0.11 con

la mayor area especificade los otros materiales soporte-Au logré una inhibicién del
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crecimiento de las colonias de S. typhi similar a los otros materiales, aun cuando
este material contiene una cantidad mas baja de oro. Por ejemplo, el material
SilicAu-500-0.11,con un area especifica de 418 m?/g, y con una concentracién de
Au 23.6 veces menor que el material FaujaAu-500-2.5, elimind mas rapido las
colonias de S. typhi, inhibiendo el 87% del crecimiento de las colonias bacterianas
a los 120 min, por otra parte el FaujaAu-500-2.5 con un area especifica de 319
m?/gelimind el 84% de las bacterias en el mismo tiempo. Esto se debe a que el
tamano de poro de la Silic es uno de los mas pequenos en la serie de materiales
evaluados y que este material no contiene aluminio, lo que permite que las
particulas de oro de tamafio mediano (5-7.5 nm) se encuentren sobre la superficie
y estén disponibles para las bacterias. Ademas, este soporte no incorpora Au*
dentro de los poros. EICIinoAu-500-2.5 resulté ser el material con menor inhibicion
de S. typhi ya que el soporte ClinoNa tiene un alto contenido de aluminio pudiendo
incorporar oro como catioén dentro de sus cavidades, ademas este soporte es el de
menor tamafo de poro de todos los materiales evaluados lo que provoco que las
particulas de oro sobre las superficie externa fueran grandes y densas, perdiéndose
una alta fraccién de superficie metalica activa.

Los ensayos con materiales soporte-Au y cepas de E. coli o S. typhi, a
concentraciones similares en un mismo soporte, difieren de lo observado con los
materiales soporte-Ag donde la S. typhi presenta mayor resistencia a los materiales
bactericidas. En los ensayos con todos los materiales soporte-Au y E. coli o S. typhi
se observé similitud en la velocidad y porcentaje de eliminacién de colonias. Esto
puede atribuirse a la liberacion del oro del material, el cual tiene mayor interaccion
con la célula bacteriana al penetrar en las bacterias.

El hecho de que las tendencias de las curvas para los materiales soporte- Ag
y soportes-Au sean muy similares sin importar el tipo de bacteria, se debe en parte
a que los métodos turbidimétricos son poco sensibles para detectar concentraciones
celulares menores a 10’ (Dalgaard P.et al., 1994). También, es importante
mencionar que la técnica turbidimétrica empleada no distingue entre
células viables y no viables, por lo que a pesar de que en las curvas de crecimiento

se observa una disminucion en la poblacion bacteriana, la tendencia
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en los valores de turbidez es a permanecer constante. No obstante, un efecto del
soporte siempre estuvo presente en las series bactericidas zeolita-Ag y zeolita-Au.
De manera general puede afirmarse que una capacidad baja de intercambio
catidénico es deseable para prevenir que el material se localice en la superficie
externa de la zeolita y sea accesible a las bacterias. Ademas, los cationes
pequefios, altamente polarizantes, como Na*y H”, son necesarios para polarizar

cavidades y superficie externa y por tanto a las particulas metalicas.
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Capitulo 6. Conclusiones y
perspectivas

6.1 Conclusiones

Los materiales soporte-Ag y soporte-Au son agentes antibacterianos para
E. coliy S. typhi. Su eficacia, reflejada por un radio CMB/CMI menor a 1.2,
indica que los materiales son bactericidas y no bacteriostaticos.

La CMI de los materiales varia en funcion de los soportes, la cantidad de
plata u oro soportada en el material y la distribucion de ésta en la superficie.
El tamafo de las particulas es un parametro crucial en su
eficienciaantibacteriana.

El soporte influencia la morfologia de las particulas de plata y oro. Mientras
que en los soportes se aglomeran facilmente las particulas de plata, las del
oro tienden a dispersarse, en general, mejor.Los materiales con mayor area
especifica resultan ser los mejores materiales para dispersar la fase activa
metalica.

La plata soportada en una matriz zeolitica, en particular en silicalita, es el
mejor biocida para la E. coli y S. typhia cortos tiempos. El oro en el mismo
soporte requiere de concentraciones mayores para eliminar totalmente a los

microorganismos.
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6.2 Perspectivas

El tratamiento de aguas industriales, urbanas y de potabilizacion son algunas

de las aplicaciones en las que pueden aplicarse los soportes-Ag y soportes-Au para
cumplir con las normas mexicanas NOM-002-SEMARNAT-1996 y NOM-033-

SEMARNAT-1997, las cuales aplican en los indices de contaminacion organica y

biolégica del agua ycon la norma NOM-127-SSA1-1994 relacionada con el consumo

de agua.

Los materiales soportes-Ag y soportes-Au presentan las siguientes ventajas como

bactericidas:

Eliminan las bacterias en un unico proceso “in situ” a tiempos cortos.

El proceso se desarrolla a temperatura ambiente.

Pueden ser usados como tratamiento terciario, en combinacion con cualquier
otro tipo de tratamiento convencional, lo que permite su facil integracién en
procesos de potabilizacion de agua.

El efecto bactericida de los materiales en cepas de distintos tipos y con un
variado perfil de resistencias, el tiempo minimo de exposicidon necesario para
alcanzar el efecto antibacteriano y la poca resistencia bacteriana que se
desarrolla a los materiales, convierten a estos materiales en elementos con
gran potencial para la elaboracion de multiples productos que podrian
utilizarse para evitar la propagacion de microorganismos resistentes en el
ambiente hospitalario, como filtros, recubrimientos, mascaras, y gasas
antimicrobianas para las quemaduras. En la industria de alimentos, los
materiales servirian de apoyo en la aplicacion de bioconservantes
alimentarios en la industria lactea y carnica siendo un punto de partida en la
industria de bioconservantes de origen natural.

Un buen complemento a las ventajas del uso de la plata y el oro es su baja

toxicidad y minimos efectos secundarios.
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