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(Glosario

Adhesinas. Componente molecular de superficie, cuya funcién es promover las interacciones de
adhesion con otras células o matriz extracelular.

Agar.- Caldo nutritivo.

Bacteria. Organismos unicelulares procarioticos.

Bactericida. Propiedad por la cual un biocida (agente fisico o quimico) puede matar bacterias,
con o sin lisis de éstas.

Biocida. Compuesto quimico que mata microorganismos.

Cepa. Poblacion de una especie que desciende de una sola célula.

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI). La minima concentracién de una sustancia capaz de
inhibir el crecimiento de 10° bacterias en 1 ml de medio de cultivo, tras 18-24 hrs de incubacion.
Concentracion Minima Bactericida (CMB). La minima concentracién de una sustancia capaz
de inhibir el crecimiento de 105 bacterias en 1 ml de medio de cultivo, tras 18-24 hrs de incubacion.
Escherichia Coli. Bacteria gram-negativo de la familia de las enterobacteriaceae que se
encuentra en las heces y también en el colon de los humanos y de otros mamiferos.

Gram positivo. Célula procariética cuya pared celular consiste principalmente de péptidoglucano
y no posee membrana externa.

Gram negativo. Célula procaridtica cuya pared celular contiene relativamente poco
péptidoglucano y tiene una membrana.

Hongo. Organismo eucariético osmotréfico, unicelular, filamentoso o macroscopico.

Invasinas. Habilidad para invadir tejidos

Inéculo. Material introducido en el medio de cultivo que contiene microorganismos.

Liposoma. Moléculas de fosfolipidos forman vesiculas pequefias y cerradas. Estas vesiculas
consisten en una sola capa doble de lipidos.

Toxinas.- Sustancia venenosa elaborada por un organismo.

Procariota. Célula cuyo material nuclear no esta rodeado de una membrana.

Virus.- Parasito intracelular obligado que contiene ARN o ADN, y tiene un estado extracelular



Resumen

Se soportaran particulas de plata en clinoptilolita y 6xido de cerio, se
seleccionaron estos soportes debido a que se puede variar facilmente sus
propiedades fisico-quimicas y se evaluaron como bactericidas de
microorganismos Escherichia coli. Las variables estudiadas fueron la cantidad
de plata soportada en la clinoptilolita y la temperatura de reduccion. Se sinterizo
el 6xido de cerio por el método hidrotérmico, se depositdé la plata en ambos
soportes por impregnacion humeda incipiente y se procedié a una reduccion
mediante un flujo de hidrégeno con la finalidad de obtener plata metalica. Los
materiales se caracterizaron por difraccion de rayos X (DRX), microscopia
electronica de transmision (MET) y microscopia electronica de barrido (MEB). Los
microorganismos se incubaron en caldo de soya tripticaseina, empleando agar
selectivo para su deteccion y cuantificacion; la determinacién del nidmero de
unidades formadoras de colonias (UFC) se realiz6 con la técnica de conteo de

colonias y area de las mismas.

Para el estudio del efecto biocida se emple6 una CMI de 4.4 mg/mL para los
materiales clinoptilolita-Ag y CeO2-Ag a una concentracion de 4% en peso de
plata, en la cual se observd la eliminacion completa de las colonias de Escheria

Coli a diferentes tiempos de 30 y 60 min correspondientemente.

Palabras clave: Clinoptilolita, 6xido de cerio, plata, Escherichia Coli, CMI.



Abstract

Silver particles will be supported in clinoptilolite and cerium oxide, these supports
were selected due to their physical-chemical properties can be easily varied and
evaluated as bactericides of microorganisms Escherichia Coli. The variables
studied were the amount of silver supported in the clinoptilolite and the reduction
temperature. The cerium oxide was sintered by the hydrothermal method, the
silver was deposited on both supports by incipient wet impregnation and
proceeded to a reduction by a flow of hydrogen with the purpose of obtain metallic
silver. The materials were characterized by X-Ray diffraction (XRD), transmission
electron microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM). The
microorganisms were incubated in tripticasein soy broth, using selective agar for
detection and quantification; the determination of the number of colony forming
units (CFU) was carried out with the colony counting technique and area of the

same.

For the study of the biocidal effect, an MIC of 4.4 mg/mL was used for the
materials clinoptilolita-Ag and CeO2-Ag at a concentration of 4% by weight of
silver, in which was observed the complete elimination of the colonies of Escheria

Coli at different times of 30 and 60 min correspondingly.



[. Introduccidén

Diversas enfermedades suelen ser causadas por el consumo de agua
contaminada desde enfermedades relacionadas con algun tipo de
microorganismo o por medio de agentes quimicos. Por ello, la transmision de
patébgenos por medio del agua continda siendo un problema grave. La gran
preocupacion ha llevado a una investigacion mas intensa y el desarrollo de
tecnologias sustentables, asi como de normatividades cada vez mas estrictas.
Por esto, los agentes antimicrobianos son necesarios para inhibir la reproduccion
de patégenos. Una amplia variedad de agentes antimicrobianos se han empleado
para este fin, cuya eficacia esta determinada por varios factores fisico-quimicos.
Muchos de ellos, sin embargo, son téxicos, 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
AgNOs se han utilizado con frecuencia para el tratamiento de quemaduras.

El area superficial de las particulas metélicas en contacto con las bacterias, esta
directamente relacionada con su eficiencia como bactericida. Por lo tanto, el area
superficial de las particulas de Ag sera primordial. Por ejemplo, la alta superficie
especifica y alta proporcién de a&tomos 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, la plata cuando se usan en cantidades
razonables, no tiene efectos negativos en el cuerpo humano.

En el ambito de la catélisis, 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 soportadas, capaz de inhibir el



crecimiento de patdgenos, ya sea afadiéndolos directamente en agua o
incorporandolos en varios materiales. Teniendo en cuenta estas aplicaciones, se
inicié este trabajo con el objetivo de estudiar la eficiencia de la plata soportada
en clinoptilolita y en 6xido de cerio como sistemas para evitar el desarrollo

bacteriano



[.1 Justificacion

La contaminaciéon microbiolégica de las aguas de consumo humano impacta
negativamente a la salud de la poblacion. Los riesgos epidemioldgicos,
relacionados con el consumo de agua contaminada por microorganismos
virulentos son causales de colera, fiebre tifoidea o hepatitis virica. Una
contaminacion microbiolégica puede afectar a algunas personas o comunidades
enteras, dependiendo de la calidad o del tipo de microorganismo, su modo de
transmision, asi como el perfil de las personas contaminadas. La contaminacion
microbioldgica 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 infeccion por microorganismos patdégenos depende de
su grado de invasién, de su dosis minima infectante asi como del nivel
inmunolégico del organismo huésped. Algunas bacterias patdégenas pueden
incluso multiplicarse en los alimentos y las bebidas, lo que aumenta los riesgos
de infeccién. Debido a estas condiciones, en el caso de los microorganis-
mos patdgenos no existe un limite inferior tolerable; por lo que el agua destinada
al consumo (alimentos y bebidas) y a la higiene personal no debe contener ningan
agente patdégeno para los seres humanos (NMX-AA-42-SCFI-1987, 2000).

Las investigaciones dirigidas a la busqueda de otras alternativas para el
tratamiento de las infecciones causadas por bacterias y virus resistentes se
incrementan cada dia. Dentro de la gama de compuestos cuya actividad
bactericida se esta investigando, las nanoparticulas de plata surgen como un
prometedor agente antibacteriano que podria ser utilizado para enfrentarnos a
esta y otras bacterias resistentes a los antibioticos.

En diversos estudios se han observado las propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de plata tanto en virus como en bacterias. Se ha determinado que

las nanoparticulas de plata tienen efecto en bacterias gram negativos como
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Escherichia coliy Salmonela typhi (R. Guerra et al., 2012) y gram positivas como
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (Shrivastava et al., 2007) y Enterococcus
faecalis (Panacek et al., 2006).

Se espera que los cationes de 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
(Ag*) pueden intercambiarse con otros iones del medio, disminuyendo asi su
disponibilidad para afectar a las bacterias. Asi, las particulas metdlicas de Ag°
son deseables y se espera sean igualmente letales que las particulas de plata
ionica (Ag*) para matar bacterias.

El area superficial de las particulas metélicas en contacto con las bacterias, esta
directamente relacionada con su eficiencia bactericida. Por lo tanto, el area
superficial de las particulas de Ag serd de suma importancia. Ademas, la plata,
cuando se usan en cantidades razonables, no tienen efectos negativos en el

cuerpo humano.



[.2 Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Evaluar las propiedades bactericidas de las nanoparticulas de plata soportadas

en clinoptilolita y 6xido de cerio frente a bacterias E. Coli.

Objetivos particulares

e Evaluar el efecto que tienen los soportes clinoptilolita y CeO2 en las
propiedades bactericidas de las particulas metalicas (Ag).

e Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) vy
concentraciones minimas de bactericida (CMB) de los materiales biocidas

en estudio para inhibir la E. coli.

Hipotesis

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

incorporarlos en clinoptilolita o CeO: para tener una mayor area activa.



II. Marco tebrico

El agua es un factor importante en el desarrollo de la sociedad, debido a los
diversos usos que se le da. En México la comision nacional del agua es el 6rgano
encargado de valorar los asuntos que tengan que ver con el agua, como lo son
su distribucion, almacenaje y mantenimiento. La Comision Nacional del Agua
(CNA, 2011) en su reporte estadistico anual nos indica los diferentes usos que
se le da en México, presentandolos en cuatro grupos: abastecimiento publico,
industria autoabastecida, agricola y la generacion de energia. Asi también, nos
indica que de un 100% del agua con la que cuenta el pais anualmente, el 76.7%
es destinado a la agricultura, el 14.1% al abastecimiento publico, 4.1% a la
industria y un 5.1% a la generacion de energia. El agua pura es renovable, sin
embargo puede ser contaminada por sustancias quimicas organicas e
inorganicas.

La contaminacién del agua representa un grave problema no solo para los seres
humanos si no también, para la flora y la fauna que habita los diferentes
ecosistemas existentes.

La contaminacion puede proceder de dos origenes, de fuentes naturales y la que
se debe a la actividad humana. La agricultura requiere mayor cantidad de agua
que otros usos, como el doméstico o el industrial; sin embargo, para el uso de
aguas residuales debe considerarse aspectos de calidad con el fin de evitar
riesgos a la salud publica, principalmente en lo que se refiere a sus caracteristicas
microbioldgicas. Esta es considerada la principal razon para el establecimiento
de guias y regulaciones para el reusé seguro de estas aguas en diferentes
aplicaciones (Metcalf y Eddy 2003).

El uso de aguas residuales en la agricultura presenta beneficios asociados al
mejoramiento de la fertilidad de los suelos agricolas por el aporte de materia
organica, macronutrientes (N y P) y oligoelementos, como Na y K, permitiendo

reducir, y en algunos casos eliminar la necesidad del uso de fertilizantes quimicos



y trayendo beneficios econdmicos al sector (van der Hoek, Feenstra y Konradsen
2002).

El aprovechamiento de aguas residuales para riego agricola podria presuponer
en principio una menor exigencia que el necesario para otras actividades, sin
embargo, deben considerarse los riesgos asociados a la salud y al medio
ambiente (Scott 2004), ya que debemos tomar en cuenta la posible presencia de
microorganismos patdgenos y otros elementos que pudiese ocasionar problemas
de contaminacion de aguas, tanto superficiales como aguas subterraneas.

En trabajos realizados por (Palacios, y otros 1999) se pudo observar que la
presencia de Salmonella persiste en las plantas después de 10 dias de haberlas
regado con aguas a las cuales se les habia afiadido esta bacteria, lo que indica
gue existe la probabilidad de que una bacteria puede sobrevivir durante un
periodo relativamente largo en cultivos regados con aguas contaminadas.

Por lo que se piensa, que debido a lo anterior las &reas de cultivo funcionan como
filtros biolégicos de las aguas residuales, sin embargo, no se ha estudiado a
detalle el problema que genera el uso de este tipo de aguas sobre el cultivo, los
suelos o en la poblacion.

Debemos de tener en cuenta que, la meta del tratamiento de aguas residuales
nunca ha sido la obtencién de un producto estéril, si no el hecho de reducir el
nivel de microorganismos dafiinos para la salud del usuario a niveles mas

seguros de exposicion.

[1.1 Escherichia coli

La Escherichia coli (E. coli) es de gran importancia para el humano debido a que
forma parte de flora normal del intestino, asi como por los padecimientos extra
intestinales que causa y que destaca entre los principales agentes causales de
sindromes diarreicos.

Es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas y no

solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y



modelo de investigaciones metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa
indole (Neidhardt 1999).

Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucién en el suelo, el
agua, vegetales y gran variedad de animales. Son bacilos gram negativos poco
exigentes en sus necesidades nutritivas y relativamente resistentes a los agentes
externos, fermenta la lactosa y la glucosa, con produccion de gas y &cidos
diversos, presenta diferentes factores de virulencia (por ejemplo, adhesinas,
invasinas y toxinas) que son responsables de una amplia gama de enfermedades
diarreicas (Nataro J., 1998).

Como integrante de la flora normal del hombre y de muchos animales, se le
considera un germen indicador de contaminacién fecal cuando esta presente en
el ambiente, agua y alimento.

Las E. coli diarreagénicas se clasifican en seis patotipos: E. coli enteropatdogena
(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 ETEC es causal de diarrea bacteriana y es comun en los paises en desarrollo
(Ruttler M. et al, 2002; Nataro J. et al, 2006).

II.2 Desinfeccién microbiologica del agua

La desinfeccion es la destruccion de los microorganismos patdgenos del agua ya
gue su presencia en este es perjudicial para la salud. Existen diferentes
desinfectantes que pueden eliminar o desactivar los microorganismos patégenos
entre estos esta el uso de algunas sustancias como el cloro, ozono, plata, entre

otros y métodos por medio de radiacién UV.

[1.2.1 Desinfeccion por cloracion.
Este proceso de purificacion es el mas utilizado en la actualidad debido a su bajo

costo, emplea como agente desinfectante cloro o compuestos clorados que
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causan alteraciones fisicas, quimicas y bioquimicas en la pared celular, de esta
forma se destruye la barrera protectora de la célula dejandola indefensa y
disminuyendo sus funciones vitales hasta llevarla a la muerte. Una de las
principales desventajas del uso de cloro y derivados es que reacciona con la
materia organica presente y da lugar a trihalometanos (THM) muchos de los
cuales se ha demostrado son tdxicos o carcinogénicos. Otro inconveniente es
gue en agua que contiene fenoles en contacto con el cloro se da la formacién de

clorofenoles lo que provoca un olor desagradable en el agua.

[1.2.2 Purificacién por ozono.

En este método de purificacion se emplea como agente inhibidor el oxigeno
enriquecido (O3). Debido a que es la forma mas activa del oxigeno es capaz de
destruir virus, bacterias, parasitos, priones, hongos, mohos, esporas y muchos
otros contaminantes por oxidacion en pocos segundos. Una ventaja del ozono es
gue no deja residuos en la sustancia a desinfectar ya que al ser muy reactivo
rapidamente se descompone en oxigeno. No obstante la desventaja del ozono
es que dada su inestabilidad, es muy dificil almacenarlo, por lo que se tiene que
producir justo en el lugar donde se aplica lo cual resulta un método costoso.

[1.2.3 Desinfeccién por rayos ultravioleta.

En este método se utilizan ondas cortas de radiacién ultravioleta que inciden
sobre el material genético (ADN) de los microorganismos y los virus,
destruyéndolos en corto tiempo, sin producir cambios fisicos o quimicos notables
en el agua tratada, sin embargo tiene como desventaja que la luz ultravioleta no
proporciona residuales. Esto quiere decir que después de la desinfeccion por este
sistema hay que aplicar un compuesto quimico para garantizar la seguridad
microbioldgica.

1.2.4 Desinfeccion con nanoparticulas de plata.
La plata ha sido conocida desde tiempos inmemoriales como un efectivo agente

antimicrobial, los compuestos que la contienen se han usado para prevenir el
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ataque de microorganismos en catéteres, tejidos humanos, entre otros. Las
diferentes propiedades que presentan las nanoparticulas de plata son
bactericidas, coloracion, reactividad y relacidon éarea/volumen, las cuales
dependen de su forma y tamafio.

Los Bionanocompositos representan un grupo de nanoestructuras que son
formados por la combinacion de polimeros naturales y de solidos inorgénicos. La
sintesis in situ de nanoparticulas de metales nobles (Ag, Au, Pt, Pb), se lleva a
cabo bajo condiciones ambientes; usando los poros de los soportes como
nanoreactores. Este método consiste basicamente en la deposicién de iones
metalicos sobre la matriz, que en este caso corresponde a la zeolita, seguido por
la reduccion de estos iones metélicos, generando las nanoparticulas que iniciaran

a depositarse sobre los nanoporos del soporte.

[1.3 Plata idnica como bactericida

La plata se usa actualmente en filtros de carbén 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 dermatoldgico; el sulfato de plata, por su
parte, se usa en el tratamiento de quemaduras y heridas abiertas (Landeen K.,
1989). La plata idbnica ha demostrado una actividad antimicrobiana muy alta frente
a bacterias gram negativos y moderada frente a bacterias gram positivas. La
sulfadiazina de plata, un compuesto polimérico insoluble que libera plata
lentamente, actla como bactericida a la mayoria de las bacterias gram positivas,
gram negativas y levaduras, por lo que se aplica en forma de crema como
fungicida y antimicrobiano en quemaduras severas (Sadler P., 1991).

De manera general, las sales de plata tienen como sitio de accion los

constituyentes citoplasmaticos y la interaccién con grupos sulfhidrilo y amino,
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mediante mecanismos de coagulacion general, atague a los acidos nucleicos, y
a los ribosomas (Maillard J., 2002).

La plata coloidal (suspension de particulas de plata metélica) y la plata iénica
(disolucion 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, Aspergillus, fecales). El efecto de la
actividad bactericida de la plata coloidal no se puede generalizar a una amplia
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
gue tiende a ser eficiente en la reduccidén 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 captacion. Actdan interfiriendo en la permeabilidad gaseosa de
la membrana y una vez en el interior de la célula, alteran su sistema enzimético,
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 eucariético, 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
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sodio (Na*) en la enzima oxido reductasa ubiquinona ha sido reconocido como
uno de los primeros blancos de los iones de plata. La adicion 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 actian sobre los microorganismos a pH cercanos a 7 ya sea
en 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 &cidos nucleicos. La
interaccion de la plata con grupos sulfhidricos y las enzimas es uno de los
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 toxica para las bacterias. Sin embargo,
tanto el medio ambiente como los medios de cultivo pueden inducir la formacién
de complejos con S04, PO4* o CI, disminuyendo asi la forma activa que inhibe
el crecimiento bacteriano. La plata ibnica 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 coliformes totales (gram negativa) y
Staphylococcus aureus (gram positiva), se reportd que la elevada eficiencia
bactericida de las particulas de plata para coliformes totales se debe a la
diferencia de las estructuras de la pared de la célula en microorganismo gram
negativo y gram positivo (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).
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1.4 Plata como antibiotico

El incremento en el nimero 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 apositos es muy Util cuando las bacterias resistentes a los antibioticos
representan un problema. Una combinacion de plata con sulfadiazida, se utiliza
como crema topica para uso en gquemaduras graves (Tortora G., 2007). Los
catéteres recubiertos con sulfadiazina de plata, proporcionan una proteccién
contra el crecimiento de una amplia gama de microorganismos gram positivos y
gram negativos. Este recubrimiento no parece causar la aparicion de resistencia
bacteriana (Esteban A., 2005). El uso de manguitos de colageno impregnados en
plata i6nica disminuye la carga microbiana en el lugar de aplicacion, protegiendo
mediante dos vias la actividad antimicrobiana y es una barrera fisica que dificulta
la migracién de las bacterias (Torres M., 2002).

[I.5 Mecanismos de la plata como bactericida

Aungue el mecanismo de la actividad antimicrobiana de la plata no se conoce del
todo, se ha propuesto que en disolucién acuosa interfiere en el transporte
electronico, en la unién al ADN cromosomatico, e interacciona con la membrana
celular y con el grupo tiol de ciertas enzimas, inhibiéndolas (Thurman R.,
1989).Se asume que la plata tiene efecto bactericida por los cambios
morfologicos y 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).
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La actividad antimicrobiana de la plata depende de los iones de plata, que se
unen fuertemente a grupos donadores de electrones en moléculas biologicas que
contiene azufre, oxigeno o nitrogeno (Damm C., 2008). La formacion de un
complejo entre iones plata y proteinas puede interferir en el metabolismo de las
células bacterianas y sus funciones, como permeabilidad y respiracién (Panacek
A., 2006). Ambos efectos dan camino a la destruccion 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).

El mecanismo probable de la plata como bactericida puede ser el siguiente: Los
iones de plata (Ag*) en contacto con las bacterias penetran la membrana celular,
destruyendo la proteina de la bacteria suspendiendo la sintesis del ADN
bacteriano. Finalmente, cuando la plata i6nica interactia con los grupos
sulfihidrilos (-SH) de la enzima de los microorganismos, se forma un enlace S-
Ag, bloqueando la actividad enzimética e impidiendo su respiracion, provocando
la muerte del microorganismo (Yan J., 2005). Las bacterias no pueden

propagarse mas.

[1.6 Interaccion bacteria-metal

La plata y otros metales pesados pueden llegar a ser muy efectivos en la
inhibiciébn 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,
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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
de los iones fisiolégicos esenciales o la integracidon como las macromoléculas
celulares tales como las enzimas y los acidos nucleicos.

Los iones que interactian con las células bacterianas pueden clasificarse en tres
grupos:

¢ |ones esenciales. Se refiere a aquellos iones que son indispensables para
desarrollo bacteriano, como Mg?*, K*, PO4%, SO4%, que son considerados
como nutrientes; en este grupo estdn también aquellos que la célula
requiere en menores cantidades como Mn?*, Fe?*, Zn?*, Ni?*, Cu?*y Co?*,
gue son considerados como micronutrientes o minerales traza.

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

e lones toxicos. Son iones que dada su interaccion con las macromoléculas
celulares son altamente nocivos para el desarrollo bacteriano; incluyen los
iones: Hg?*, AsO4%, AsO%, Cd?*, Ag*, Pb?*, CrO4%, TeO3%, 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 interactian con
los metales toxicos son (Cervantes C., 1992): a) la precipitacion extracelular de
los iones toxicos por sustancia excretadas por las bacterias; b) la union de los
cationes metdlicos con las cubiertas celulares, por lo general con las cargas
negativas de los constituyentes de la pared celular; c) 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
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toxicas; y, e) los sistemas de expulsion de la membrana que impiden la
acumulacion de los iones nocivos.

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 toxicos, 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 concentracion del ion dentro de la célula y por lo tanto se reduce su
toxicidad (Cervantes C., 1992).

Varios metales pesados como la plata, mercurio y el cobre son germicidas o
antisépticos. Cantidades muy pequefias de metales pesados, en especial de
plata y cobre, son capaces de ejercer actividad antimicrobiana, lo que se conoce
como accion oligodindmica. Este efecto se produce por la accidn 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 metélicos dependen de la cepa y del estado
fisiolégico del organismo, de su historia previa a la exposicién del metal téxico 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
gram positivas contienen de 3 a 20 veces mas peptidoglucano que una especie
gram negativa, siendo las paredes gram positivas capaces de asimilar protones
y cuentan con un carbohidrato semejante a la glucosa. Debido a que los

peptidoglucanos pueden asimilar protones, las bacterias gram positivas son

16



generalmente menos sensibles a agentes antimicrobianos que contienen iones

de metales pesados que las especies gram negativas (Kawahara K., 2000).

II.7 Particulas de Ag 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 soportada pueden usarse para inhibir
el crecimiento de patdgenos, ya sea afiadiéndolas directamente en agua o
incorporandolas en varios materiales.

Existen antecedentes del uso de zeolitas como soportes de materiales para la
desinfeccién de los efluentes de procesos biolégicos aerobios y anaerobios. Se
aplican para evitar la propagaciéon 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 concentracion en un medio determinado, pueden ejercer
diferentes efectos sobre los microorganismos, por ejemplo en pequefias
cantidades son catalizadores del crecimiento microbiano pero a partir de

determinadas concentraciones son inhibidores microbianos.
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[1.8 Zeolitas

Las zeolitas y los materiales zeoliticos son sélidos cristalinos
microporosos que contienen cavidades y canales de dimensiones moleculares
(de 3 a20 A) en el cual se pueden acomodar moléculas en esos poros. Segun la
definicion clasica, las zeolitas son aluminosilicatos cristalinos cuya celda unitaria

tiene por formula general (Kesraoui-Ouki, 1994):

Men [(AIO2) x (Si02)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, Py Ti.

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 TO4 en los que el atomo T suele
ser Si, Al o Ti. Los tetraedros se unen por los dtomos de oxigeno formando una
red tridimensional con canales y cavidades los suficientemente grandes como
para albergar cationes y algunas moléculas pequefias tales como agua o algunos
hidrocarburos. La sustitucion isomérfica de atomos de silicio por atomos de
aluminio genera un exceso de carga 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 de Lowenstein establece que en
una estructura zeoliticano pueden haber uniones Al-O-Al, es decir dos tetraedros
[AlO4] vecinos. Por tanto, el valor minimo de la relaciéon Si/Al es 1. Una relacion
Si/Al baja implica un elevado numero de cationes en los poros de la zeolita que
originan fuertes campos electrostaticos locales e interaccionan fuertemente con
los adsorbatos mas polares. El intercambio i6nico en las zeolitas depende de la
naturaleza del cation (tipo, tamafio y carga), temperatura, concentracién de
especies cationicas en disolucion, el tipo de anidén asociado a la disolucion

cationica, del disolvente y de las caracteristicas estructurales de la zeolita.
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11.8.1 Zeolita clinoptilolita

Desde el punto de vista mineral, la clinoptilolita pertenece al grupo
heulandita. Son cristales monoclinicos isoestructurales del grupo espacial C2/m
a temperatura ambiente. Los parametros de su celda unitaria son
aproximadamente los siguientes: a = 17.67 A, b=1787 A, c =741 A y B =
116.39°. La clinoptilolita presenta tres tipos de canales limitados por el sistema
de anillos tetraédricos. Los canales a y b con ventanas de anillos de 10 y 8
tetraedros respectivamente. Los canales a 'y b estan interconectados por el canal
c que esta formado por sistemas de anillos de 8 miembros y que corre paralelo a
[100] y [102]. Las dimensiones de los canales de una zeolita tipo HEU 9 son: en
la direccion [001] para el anillos de 10 tetraedros 3.1 x 7.5 A (figura 1l.1 a) y para
el anillos de 8 tetraedros 3.6 x 4.6 A (figura 11.1 b) y en la direccion [100] para el
anillos de 8 tetraedros 2.8 x 4.7 A.

(b)

Figura ll.1 (a) Estructura de la zeolita clinoptilolita, (b) anillos de 8 y 10 tetraedros que

forman las ventanas de los canales.
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11.9 Oxido de cerio

El 6xido de cerio es un novedoso material con aplicaciones en la remediacion
medioambiental, purificacion de agua, energias renovables y medicina, esto se
debe a su peculiar capacidad de almacenar o liberar oxigeno en funcion de los
requerimientos de oxigeno del lugar en donde se encuentra. (Eudald Casals-
Victor Puntes et at 2013)

Las aplicaciones del 6xido de cerio son amplias y entre ellas se encuentran su
uso en producto para el pulido de cristales y lentes Opticos, en la fabricacion de
sensores de gases como el NOz2y CO, como soporte catalitico o aditivo en
catalizadores industriales, se utiliza comunmente para fabricar conductores
i6nicos, condensadores, semiconductores y catodos, inhibidores de corrosion en

aluminio (Salazar-Banda et al 2009).
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l1l. Metodologia

l11.1 Clinoptilolita protonada

Se prepara una solucion de NaCl a una concentracion de 5 M, se incorpora la
clinoptilolita procedente de Ciudad Hidalgo Michoacéan, en la solucion la cual se
mantiene en agitacion esporadica durante 8 dias, posteriormente se lava con
agua desionizada hasta que no hay presencia de iones de cloro; la clinoptilolita
tratada con Na* se seca a 80 °C por 12 h.

l11.2 Sintesis de CeO2por el método de hidrotérmico

Para comenzar la sintesis se disuelve el acetato de cerio (lIl) hidratado en 10 mL
a una temperatura de 60 °C durante 2 horas, posteriormente se agrega gota a
gota 10 mL de solucién de hidréxido de sodio. Una vez homogeneizado se coloca
en un reactor herméticamente cerrado y se deja secar en un horno a 180°C por
48 horas.

El polvo se retira del horno y se lava con agua hasta obtener un pH de 7,
procedemos a secarlo a una temperatura de 120°C durante 12 horas; el polvo
se macera y se coloca en un crisol para calcinarlo a 400°C durante 4 horas y

finalmente el polvo se macera y tamiza.

Figura lll.1.Equipo para método hidrotérmico y horno marca Felisa.
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[11.3 Método de impregnacién hiumeda incipiente

Se preparan soluciones a una concentracion de 0.5y 1 M de nitrato de plata con
agitacion constante a una temperatura de 70°C para los diferentes soportes
utilizados. La Clinoptilolita y el éxido de cerio se colocan en bafio maria a una
temperatura de 70°C y se va impregnando gota a gota con las respectivas
soluciones de nitrato de plata; agitar y mantener las muestras hiumedas durante
2 horas. Secar los materiales Clinoptilolita-Ag y CeO2-Ag a una temperatura de
100-120°C durante 12 hrs; macerar polvo. Calcinamos los respectivos materiales
a 400°C durante 2 hrs.

l1l.4 Método de reduccion con hidrogeno

El proceso comienza en distribuir la Clinoptilolita-Ag y el CeO2-Ag en sus
respectivas canoas de porcelana que se hacen reaccionar en un reactor a base
de un flujo laminar de hidrégeno de 30 mL por minuto a las temperaturas de
reduccion de 500 °C y 700°C para la Clinoptilolita-Ag y el CeO2-Ag.

Figura lll.2.Equipo de reduccion de polvos mediante hidrégeno marca LINDBERG/BLU
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[11.5 Caracterizacion de materiales

[11.5.1 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Es una técnica que nos provee imagenes que se generan por la interaccion de
un haz de electrones que "barre” un area determinada sobre la superficie de la
muestra, proporcionando informacién morfologica de la superficie de los
materiales. Se utiliz6 el modelo JSM-7600 JEOL Noran Instruments con las
siguientes condiciones a 15keV y 10-6 mmHg. La muestra tiene que estar seca y
ademas debe ser conductora de corriente eléctrica. Este dltimo requisito se
cumple en los metales pero no asi en otro tipo de materiales, por lo que para
hacer a la muestra conductora se recubre de una capa de algun material

conductor tal como el carbon, oro o platino.

Figura II.3. Microscopio electrénico de barrido MEB modelo JSM-7600 JEOL Noran

Instruments.
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[11.5.2 Difraccién de rayos X (DRX)

Con esta técnica se pretende evaluar la estructura cristalina de los compuestos
sintetizados asi como los cambios en el tamafio de cristal en los principales
planos cristalograficos. Las caracterizaciones se realizaron en el equipo
SIEMENS D5000 X-Ray diffractometer. Las condiciones de operacion fueron con
un tamafio de paso de 0.02 8 en un intervalo de analisis de 10-80°, el voltaje de

35 KeV y una corriente de 30 mA.

[11.5.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Los materiales se observaron en un microscopio electronico de transmisién
JEOLJEM-3000F equipado con un procesador de imagenes (STEM). El voltaje
de operacién fue de 300kV y la resolucion fue de 0.20 nm. Se midieron al menos
200 particulas para determinar el didmetro medio mediante el uso de un

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

[11.6 Evaluacion de la actividad antibacterial

Las pruebas microbioldgicas fueron realizadas en el Laboratorio de Ingenieria
Ambiental y de Servicios en la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

[11.6.1 Preparacion de caldos nutritivos

El caldo soya tripticaseina se prepar6é de acuerdo a las indicaciones del
fabricante, se esterilizé en autoclave; se enfrié a temperatura ambiente en forma
estéril bajo campana de flujo laminar horizontal (Lumistell LH-120); se agregaron
10 ml en tubos de ensaye con tapa rosca en condiciones asépticas los cuales

se conservaron en un refrigerador a una temperatura de 4°C.
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[11.6.2 Preparacién de placas con agar

El agar Muller-Hinton se prepar6 segun las indicaciones del fabricante. Después
de esterilizarse, se dejo enfriar en forma estéril bajo campana de flujo laminar
horizontal (Lumistell LH-120). Se vertio el agar en cajas Petri de 100 mm de
diametro, para dar un espesor uniforme de aproximadamente 5 mm. Las placas
se dejaron solidificar a temperatura ambiente evitando la acumulacion 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.

[11.6.3 Cepa bacteriana

Se utilizé la cepa E. coli con el nimero American Type Culture Collection (ATCC)
25922. Las cepas fueron proporcionadas por el Laboratorio Estatal de Salud
Publica de Michoacéan de acuerdo a los lineamientos establecidos, la cual se
hizo crecer en tubos en plano inclinado de agar soya tripticaseina a 37°C por 24
horas y se resembraron cada 12 horas durante 5 dias para garantizar la fase
exponencial de crecimiento. Estas cepas fueron conservadas a 4°C, con el fin de

mantener la viabilidad.

[11.6.4 Pruebas de pureza

Se realiz6 coloraciébn de Gram para verificar pureza de la cepa de E. coli,
observando su morfologia en microscopio Optico a 100x. Se realizd el frotis
correspondiente sobre la cepa a analizar con cristal violeta y una solucién de
yodo, todas se tifieron de un color violaceo. Posteriormente se les traté con una
solucion de decolorante (alcohol-cetona), las bacterias gram positivas retuvieron
el colorante, debido a la composicion de su pared, mientras que las gram
negativas no lo retuvieron, siendo el colorante eliminado. A continuacion, se les
trato con un colorante de contraste (fucsina diluida), las bacterias gram negativas

se tifleron, lo que asegura que se trata de bacterias gram negativas.
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[11.6.5 Turbidez estandar para la preparacion del inoculo

Para estandarizar la densidad del in6culo se usé una suspension de sulfato de
bario como estandar de turbidez (0.5 de la escala de McFarland). Las pruebas
de turbidez se realizaron en un espectrofotbmetro UV-Vis Varian Cary 4000. Se
midi6 la absorbancia a 625 nm, incubandose bajo las mismas condiciones hasta
alcanzar un crecimiento en un rango comprendido entre 0.7 y 0.8 de densidad
Optica. Los estandares se mantuvieron almacenados a temperatura ambiente al

abrigo de la luz.

[11.6.6 Preparacion de los in6culos

Para la preparacion de los in6culos 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 5 mL de caldo de soya tripticaseina a 37°C
hasta alcanzar la turbidez estandar. Esta suspension contiene aproximadamente
1x10 Unidad Formadora de Colonias (UFC)/mL de E. coli. Los in6culos se
resembraron cada 12 h por 5 dias para confirmar la fase exponencial de
crecimiento. Estas cepas fueron conservadas a 4 °C, con el fin de mantener la
viabilidad.

[11.6.7 Dilucién en caldo

Para valorar la capacidad bactericida de los materiales se empleé la técnica de
ensayo de dilucion en caldo MH, la cual proporcioné informaciéon preliminar
acerca de la actividad antimicrobiana. Las pruebas de dilucibn en agar, se
llevaron a cabo de acuerdo con el manual de procedimientos para la
determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos en bacterias aisladas del
CLSI. La relacion inicial para los ensayos de la inhibicion fue de 10mg/mL.

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) se realizaron
diluciones seriadas 1/10 de material en caldo MH. Se emplearon dos controles:
el primero fue el control positivo (caldo MH al que se afiadié la suspension
bacteriana) y el segundo fue el control negativo (caldo MH sin antimicrobiano y

sin suspension bacteriana). Los tubos inoculados con una cantidad calibrada de
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los microorganismos y los materiales bactericidas se incubaron por 24 h a una
temperatura de 37°C. En aquellos tubos donde la bacteria se desarrollo, se
observé una turbidez (Figura 1l11.4).

La CMI fue interpretada como la concentracion de antimicrobiano, contenida en
el tubo, de la serie que inhibid el crecimiento visible de la bacteria, para lo cual
fue necesario comparar cada uno de los tubos con los controles positivo y
negativo. Los tubos en donde no hubo crecimiento fueron sembrados en agar
MH, para determinar la concentracion minima bactericida (CMB).

Para determinar la CMB se extrajeron 100 yL de los tubos en los cuales no se
observé crecimiento visible de la bacteria (inhibicibn de crecimiento); esta
suspension fue inoculada en placas Petri con agar MH debidamente rotuladas
con la concentracion correspondiente. Se utiliz6 como control positivo agar MH
con 100 pL de in6culo sin antimicrobiano, y como control negativo, agar MH sin
indculo y sin antimicrobiano. Las placas se dejaron incubar durante 24 horas a
37°C. La lectura de los resultados se realizé en aquellas placas donde el
antimicrobiano fue capaz de eliminar completamente el desarrollo bacteriano o

que elimind al 80% de bacterias, comparandolo con el control positivo.

JUuuuuuuy

CMYpg/mi) 100 3.125
CMB(pg/mi) 25 125 6.25 3.125 1.56

CMI(pug/mi) =3.125
CMBlug/ml) =125

Figura 1.4 Metodologia para la determinacion de la CMI y CMB
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[11.6.8 Dilucién en agar

La CMB de los materiales se determiné a través de la técnica de difusién en agar
(método de Kirby-Bauer). Para ello, se inoculé una cantidad estandarizada de
bacterias de 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 2 uL de cada inéculo sobre la
superficie del agar.

En cada ensayo se inocul6, 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 in6culo. Luego se incubaron invertidas a
36°C por 24 h en atmésfera aerdbica.

Las CMI y CMB obtenidas por los dos métodos ensayados (macrodilucién en

liquido y micro dilucion en agar) no presentaron diferencias significativas.

[11.6.9 Crecimiento bacteriano en presencia de los materiales

Se determing el crecimiento de la bacteria en presencia de los materiales biocida.
Para ello, se valoro la capacidad bactericida de los materiales en relacién con el
tiempo y la CMB promedio. Se enfrentd6 un inoculo normalizado a
concentraciones fijas de antimicrobiano en un caldo. Se inocul6 0.5 mL de
muestra de los sistemas liquidos con bacterias (E. coli), en 5 mL de caldo de soya
tripticaseina contenido en tubos de ensaye con tapa rosca. Se agregd una
cantidad de material biocida (cantidad determinada como CMB promedio) a cada
tubo incubandose a 37°C con agitacion a 30 rpm. Se tomaron muestras a

diferentes tiempos (0, 5, 15, 30, 60, 90, 120 min). La muestra tomada se sembré
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en cajas Petri con 20 mL de agar Muller-Hinton por la técnica de estriado en
placa. Como control, una placa se inocul6 con cultivo sin material bactericida, al
comienzo y al final. Las placas se incubaron invertidas a 37°C por 24 h en

atmaosfera aerdbica y se realizé el conteo de colonias.
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V. Resultados v discusiones

IV.1 Caracterizacion por difraccion de rayos X

La figura IV.1 muestra los patrones de Difraccién de Rayos X (DRX) de
cuatro muestras de ClinoAg-X-Y, donde X representa las temperaturas de
reduccion (500 o 700°C); Y el porcentaje de plata (2.1 o 4%). En los
difractogramas se exhiben los picos asociados a la clinoptilolita y se observa los
planos caracteristicos del platino etiguetado como Pt, debido al porta muestras.
Las muestras con plata presentan picos estrechos bien definidos atribuibles a
plata metélica, etiquetados con Ag.

En las muestras que presentan una cantidad mayor de plata se observa picos
mas intensos de Ag en el DRX. Dentro de los limites de la técnica de DRX no se
observaron diferencias significativas entre las muestras con el mismo contenido
de plata reducido a una temperatura diferente. Estos resultados indican
claramente que la estructura de la zeolita se conservo después de la deposicion
de la 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.

En las siguiente figura V.2 se muestra el patrén de difraccion de rayos X (DRX)
de la muestra de CeO2-Ag a 500°C con 4% en peso de plata, en el cual se verifico
con los patrones, que efectivamente se encuentran picos asociados a
nanoparticulas de plata metalica y cerio.

Los resultados nos indican que la estructura del soporte CeO:2 se conservo

después de la deposicion de plata.
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V.2 Caracterizacion por microscopia electrénica de transmision

La distribucion de tamafio de particulas se calculé por Microscopia
Electronica de Transmision (MET). En la figura se muestran los histogramas
de las muestras de Clinoptilolita preparadas a diferentes cantidades de Ag y
temperaturas de reduccion.

En la clinoptilolita reducida a una temperatura de 500°C con 2.1% de Ag se
observa una distribucion multimodal con particulas cuyo diametro oscila entre
3 hasta 15 nm, en donde la mayor parte de las particulas de plata tienen un
didmetro de 12.5 nm. En las muestras reducidas a 500 °C el diametro de
particula predominante aumenta de 12.5 a 15 nm aumentando el contenido
de plata de 2.1 a 4%, por lo tanto al aumentar la concentracion de Ag se
genera particulas mas grandes.

A la temperatura de reduccién de 700°C se observaron particulas de 3 hasta
20 nm, predominando particulas de 7.5, 10 y 15 nm de diametro. Para las
muestras reducidas a 500°C y 700°C el didmetro de particulas aumenta de
15 a 17.5 nm respectivamente, lo cual nos indica que un aumento en la
temperatura de reduccién incrementa el tamafio de las particulas incluso en
la muestra ClinoAg-700-4.0 la alta temperatura de reduccién y el alto
contenido de plata combinados, provocan una distribucién mas heterogénea
de las particulas grandes que se forman.

De acuerdo a los histogramas obtenidos en la figura 1V.3 se observa que el
tamafo de particula depende el contenido de Ag y la temperatura de

reduccion.
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clinoAg-500-2.1 b) clinoAg-500-4 c) ClinoAg-700-2.1 d) clinoAg-700-4.
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Las siguientes Microfotografias mostradas en la figura IV.4 se obtuvieron
por medio del microscopio electronico de barrido (MEB) que corresponde al
CeO2-Ag al 4% reducido con hidrégeno a una temperatura de 500°C, se pueden
observar tamafos de grano que oscilan entre 10.0 y 10.2 micras.

(@) (b)

(©) (d)

Figura IV.4 (a), (b), (c) y (d) Microfotografias de CeO»-Ag reducido a una temperatura
de 500 °C con 4% de Ag, aumento de 1000x; 2500x; 5000x; y 10000x respectivamente.
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IV.3 CMIs y CMBs de los materiales.

En la tabla IV.1, se muestran los valores de las CMIs y CMBs de los materiales
como inhibidores de la E. coli, utilizando el método de diluciones y siembra en
agar. La reproducibilidad se hizo por triplicado para cada cepa bacteriana. Los
valores reportados son el promedio de las CMIs y CMBs para cada prueba, en
caldo y agar MH respectivamente. La turbidez en los tubos inoculados, permitio
determinar la CMI después de las 24 horas de exposicion de las bacterias frente
a los diferentes materiales. La cuantificacion de colonias bacterianas que
crecieron en placas con agar MH, se realizé después de 18 y 24 horas de

incubacion a 37°C.

Para el andlisis del efecto de los materiales sobre cada cepa, los materiales se
dividieron en cuatro grupos de acuerdo a la concentracion de plata y temperatura

de reduccién con hidrégeno.

Tabla IV.1. CMIs de las NPAg y los materiales ClinoAg-X-Y y CeO,Ag-X-Y para

eliminar E. coli.

Cepa/ Material Control 22mg/mL| 3.3mg/mL|{ 4.4mg/mL| 55mg/mL| 6.6mg/mL| 7.7mg/mL| Control

biocida 1 2
ClinoAg-700-2.1 + + + + - - - +
ClinoAg-700-4.0 + + _ i _ - - +
ClinoAg-500-2.1 + + + + - - - ¥
ClinoAg-500-4.0 + + - - - N N F
Ce0,Ag-500-2.1 + + - - N N N T
Ce0,Ag-500-4 + + + - - N - ¥

+: Indica que hubo crecimiento bacteriano, -: indica ausencia de crecimiento
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Se observoé que todos los materiales ClinoAg-X-Y y CeO2Ag-X-Y, tienen un efecto
bactericida sobre la E. coli a concentraciones de 3.3 a 5.5 mg/mL en las 12

primeras horas de exposicion, evidenciado por la eliminacién del inéculo.

Con el fin de comprobar que las CMIs promedio de las NPAg y los materiales
como inhibidores para E. coli son las adecuadas, se realiz6 un analisis de CMB
en funcion del tiempo de exposicion, efectuando los correspondientes conteos de
colonias. Los conteos se realizaron por 120 minutos ya que a este tiempo las

CMBs de los materiales fueron bactericidas eliminando mas del 50% del indculo

ol R g

inicial.

Figura IV.4. Antibiograma en medio liquido de E. coli frente a ClinoAg-700-4 a CMIs
de: a) 2.2 mg/mL b) 3.3 mg/mL c) 4.4 mg/mL d) 5.5 mg/mL y e) 6.6 mg/mL

Las muestras expuestas al Ag que no presentaron turbidez fueron sembradas
en cajas Petri con agar Miuller-Hinton (Figura IV.4), observandose que el
crecimiento de las bacterias fue nulo. Cabe sefialar que se consideraron sistemas
en donde no hubo crecimiento, aquellos tubos traslicidos 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.
Con este método descriptivo de ensayo turbidimétrico se pueden obtener algunas
respuestas sobre el comportamiento de las bacterias, en presencia de los
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agentes bactericidas, tales como supresion en el nivel de crecimiento en la fase
estacionaria, disminucion de la velocidad de crecimiento y la letalidad (Davidson
and Parish, 1989).

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

bactericidas.

Figura IV.5 Antibiograma en medio soélido de E. coli frente a ClinoAg- 500-2.1, CMBs de:
a) 2.2 mg/mL, b) 3.3 mg/mL, c) 4.4 mg/mL y d) 5.5 mg/mL

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 microbioldgicas para obtener curvas de crecimiento
de los microorganismos en estudio (E. coli) en presencia de los materiales como
agentes antimicrobianos, debido a que algunos materiales tienden a quedar
suspendidos en soluciones acuosas y por tanto afectan las mediciones de

turbidez.
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IV.5 Pruebas microbioldgicas para evaluar tiempos de

inhibicién

Previo a la evaluacion del efecto bactericida de los materiales se realizaron los
correspondientes controles de calidad (viabilidad y pureza) de E. coli por medio
de microdiluciones. Los resultados arrojados en viabilidad son de 1x108 los
cuales satisfacen con los criterios de aceptacion, de modo que los resultados de
pureza cumplen con la condicion de cultivos libres de contaminacion microbiana.
La valoracion del efecto bactericida de los materiales se realizo al medir la
viabilidad celular a los 0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la exposicidon
e incubacion de las bacterias Escherichia coli con los distintos materiales. Las
pruebas se realizaron por triplicado en placas con agar Miller-Hinton. En la tabla
IV.2 se muestran las pruebas microbiolégicas efectuadas para determinar el
efecto bactericida en estudio. Se realizaron pruebas adicionales de clinoptilolita
con sodio Yy del 6xido de cerio sin plata, se observa en ambos casos que el
ndmero de colonias aumenta rapidamente con el tiempo lo que nos indica que el
soporte no es bactericida, lo cual tomamos como referencia del crecimiento de la

E. coli.

Tabla IV.2.Crecimiento de colonias de E. Coli expuestas a 4.4 mg/ml de material ClinoAg-
X-Y.

Tiempo / ClinoNa ClinoAg-500.40 | ClinoAg-700-40 | Clinosg-700-2.1 Clinog-500-2.1
o > < N - \
' B [
5 min 2 =
s L
A Py
*’é;? Rw—‘.‘i
60 min
4
90 min &
5 S g
120 min
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En las graficas IV.1 y IV.2 se muestra que los materiales con 4% en peso de Ag
auna CMIde 4.4 mg/mL, independientemente de la temperatura de reduccion,
se elimind la E. Coli a un tiempo de 30 min. Por el contrario las muestras con
menor cantidad de plata al 2.1 %, existe colonias de bacterias durante los
primeros 30 min, a partir de los 60 min hay una disminucion en el numero de
colonias y a los 120 min fueron eliminadas por completo. En un material con un
alto contenido de Ag, las bacterias entran rapidamente en contacto con las
grandes y densas particulas de plata, dispersas en la superficie externa de la
clinoptilolita.

Las muestras con un contenido de 2.1% de plata en la clinoptilolita, las bacterias
se dispersan en la clinoptilolita mejorando su desarrollo, pero con el tiempo las
bacterias se ponen en contacto con los sitios de plata situada en la entrada de
los canales de la zeolita y algunos otros en la superficie externa. Por lo tanto
parece ser que la distribucion de la plata en la superficie del material es un
parametro crucial para obtener materiales eficientes como inhibidores

bacterianos.

Las temperaturas de reduccion no representaron cambios representativos en el
efecto bactericida de nuestros materiales, pero si el porcentaje en peso de plata;
por lo tanto se considera que el material mas eficiente de acuerdo al periodo mas
corto de eliminacién de la bacteria fue la clinoptilolita con plata al 4% a una

temperatura de reduccién de 500 °C.
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Tabla IV.3. Numero de colonias E.Coli frente a los materiales evaluados como biocidas.

Tiempo
(min)
0
5
15

60
90

ClinoNa

100
105
125
145
205
225
280

ClinoAg-500-2.1

100
50
65
95
15

5

ClinoAg-500-4 ClinoAg-700-2.1

100
5
3

100
55
82

105
20

5

ClinoAg-700-4

100

ClinoAg-500-4

100
5
3

Ce0O2-Ag-500-4

250

220

180
58
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Grafica IV.1. Efecto inhibitorio de clinoAg-500-2.1, ClinoAg-500-4 y clinoNa a CMI de
4.4 mg/mL sobre el crecimiento de E. Coli.
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Grafica IV.2. Efecto inhibitorio de clinoAg-700-2.1, ClinoAg-700-4 y clinoNa a CMI de

4.4 mg/mL sobre el crecimiento de E. Coli.
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En el proceso se descartd el 6xido de cerio con plata a la concentracion de 2%
debido a que gran parte de la plata no se depositd sobre la superficie por lo tanto

se realizd a 4% a la temperatura de reduccion de 500 °C.

En la gréfica IV.3 se realiza el comparativo entre la clinoptilolita-Ag y el éxido de
cerio-Ag a las mismas condiciones se puede observar en la grafica que en ambos
materiales hay una completa eliminacion de la bacteria solo que se efectlua a

diferentes tiempos, en la clinoptilolita ocurre a los 30 min.

300
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Gréfica IV.3. Efecto inhibitorio de ClinoAg-500-4 y CeO2-Ag-500-4 a CMI de 4.4 mg/mi

sobre el crecimiento de E. Coli.
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Conclusiones

e Con la caracterizacion realizada por la técnica de microscopia electronica
de transmisién (MET) para las muestras clinoptilolita-Ag, se observo que
el tamafio de las nanoparticulas varia de acuerdo al contenido de plata

y la temperatura de reduccion.

e Los soportes clinoptilolita y oxido de cerio no presentan efecto bactericida
ya que al estar en contacto con la bacteria E.Coli hay una tendencia de
crecimiento exponencial. La deposicion de la plata metalica en ambos

soportes proveen materiales bactericidas.

e En las pruebas microbioldgicas realizadas se analizé la clinoptilolita-Ag y
CeO02-Ag en donde el tiempo de eliminacion de la E. Coli fue de 30 miny
60 min respectivamente; por lo tanto la plata soportada en la clinoptilolita
es el mejor biocida, posiblemente se deba a que hay una mayor area de

contacto debido a la gran cantidad de cavidades y microporos.

e Los soportes con mayor area resultan ser mejor para dispersar la fase

activa metalica.
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Recomendaciones

Se recomienda que se realice un estudio de la modelacion biol6gica de la
bacteria Vs. Material, para determinar el rompimiento de la membrana por

efecto de la plata.
Realizar un estudio para el disefio de un cartucho (filtro) donde se pueda

contener el material preparado para eliminar las bacterias para uso

doméstico.
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