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RESUMEN

Se sintetizaron particulas de Diéxido de Titanio (TiO2) las cuales se emplearon
como soportes de nanoparticulas de plata para la inhibicion de bacterias de
Escherichia coli. La sintesis del TiO2> se realiz6 por las técnicas sol-gel por
microondas y sintesis hidrotérmica. Las nanoparticulas de plata fueron soportadas en
las superficies del Diéxido de Titanio por la técnica de impregnacion. Para conocer
las propiedades texturales de los materiales (Ag/TiOz), estos fueron caracterizados
por Difraccion de Rayos X (DRX) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Los
materiales (Ag/TiOz), se irradiaron con luz UV por una hora para activar los metales y
compararlos con los no expuestos, posteriormente fueron expuestos frente a la
bacteria Escherichia coli para valorar su efecto como bactericida. La E. coli, fue
inhibida el 100% en 90 minutos con el material irradiado con el luz UV en cambio con
el material sin radiacion se elimind un 100% en 240 minutos, demostrando la
efectividad del Ag/TiO2 para eliminar la bacteria y la radiacion del espectro UV para
acelerar el poder de inhibicion del material.

Palabras clave: Sintesis, Soporte, Radiacion, Activar, Nanoparticulas de plata

ABSTRACT

Titanium Dioxide (TiO2) particles were synthesized which were used as
supports for silver nanoparticles for the inhibition of Escherichia coli bacteria. The
synthesis of TiO2 was carried out by microwave sol-gel techniques and hydrothermal
synthesis. The silver nanoparticles were supported on the surfaces of Titanium
Dioxide by the impregnation technique. To know the textural properties of the
materials (Ag / TiO2), these were characterized by X-ray diffraction (XRD) and
scanning electron microscopy (SEM). The materials (Ag / TiO2), were irradiated with
UV light for one hour to activate the metals and compared with those not exposed,
later they were exposed to the bacterium Escherichia coli to assess its effect as a
bactericide. E. coli, was 100% inhibited in 90 minutes with the material irradiated with
UV light instead with the material without radiation was eliminated 100% in 240
minutes, demonstrating the effectiveness of Ag / TiO2 to eliminate the bacteria and

the UV spectrum radiation to accelerate the inhibitory power of the material.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) se producen por la
ingestion de alimentos o bebidas contaminados con microorganismos patégenos que
afectan la salud del consumidor en forma individual o colectiva. Por esto,
continuamente se investigan métodos o0 técnicas que permitan reducir
significativamente estas enfermedades mediante un abastecimiento de agua y un
saneamiento adecuado. El rol del abastecimiento de agua en la mejora de la salud
no se limita a aquellas enfermedades que se transmiten a través de la ingestion de
agua por medio de comidas o bebidas. Una ingesta de agua contaminada por
coliformes puede causar diversas enfermedades las cuales estan asociadas a
diarreas y vomitos, pero también se pueden presentar otros como choque séptico,

hepatitis, cefaleas, fiebre, vision doble, etcétera (Rosas GA, 2001).

En lo que respecta a la E. coli, si bien son habitantes normales del tracto
intestinal del hombre y los animales de sangre caliente, algunos serotipos bien
definidos estan asociados a infecciones del tracto urinario y entérico en estas
mismas especies. Muchas de estas cepas producen toxinas determinadas

genéticamente por plasmidos (Carlos Amasino, 2017).

En el pasado, la tarea del ingeniero fue desarrollar aparatos y equipos
basados en los conocimientos de la fisica. En la actualidad, la biologia es un actor
presente que no debe desdefarse en los nuevos disefios de la ingenieria. Los
procesos biol6gicos pueden demostrar al ingeniero delicados mecanismos que él
debe utilizar para desarrollar la ingenieria del futuro. La lucha contra las bacterias
estd reclamando la participacibn de los ingenieros, la cual ya empezamos a
presenciar con su contribucion en éareas de la nanotecnologia, biotecnologia e
ingenieria biomédica. Asi se han podido desarrollar nuevos compuestos y se han

logrado producir a gran escala (Rubén Morones, 2009).

Existen diferentes tipos de tratamientos tales como: los preliminares,
primarios, secundarios, terciarios y avanzados. Los tratamientos preliminares y

primarios consisten en la remocion de solidos flotantes y suspendidos,




respectivamente, los secundarios estan conformados principalmente por procesos
biolégicos, los terciarios sirven para dar caracteristicas potables al agua y los
avanzados son aquellos cuyo objetivo es remover los contaminantes que no se

eliminaron en las etapas anteriores.
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2. ANTECEDENTES

En los dltimos afos se le ha dado una enorme importancia al cuidado de la
naturaleza y el medio ambiente, tomando medidas con los conocimientos existentes
para poder conservar un modo de vida saludable y sustentable para el ser humano,
es por ello que se debe seguir insistiendo en los cuidados y tratamientos de los
recursos naturales tales como el agua y que esta sea de consumo humano. Para ello
se deben conocer los alcances de los peligros generados a través de la

contaminacion existente, asi como el tratamiento de esa contaminacion.

Segun las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud 3 de cada 10
personas carecen de agua potable y 6 de cada 10 carecen del saneamiento seguro
en todo el mundo. Un servicio muy deficiente para la poblacion (OMS: Nada
Osseiran, 2017).

Una de las contaminaciones mas comunes en el agua es la presencia de
bacterias de origen fecal por excretas humanas o de origen animal generando
enfermedades trasmitidas por via fecal-oral y la mayor parte de estas se manifiestan
en el tracto intestinal, es decir, “enfermedades entéricas”. El sindrome mas frecuente

es la diarrea, es decir, deposiciones sueltas frecuentes. (F. Eugine McJunkin, 1988).

El analisis para la evaluacion de la calidad biologica del agua consiste,
generalmente, en la determinacion de indicadores bacteriolégicos y no de
organismos patdgenos como tales. Tradicionalmente, los grupos de bacterias
considerados como indicadores, son coliformes totales y coliformes fecales. El
indicador ideal es el que se encuentra presente cuando existen bacterias patdégenas
de origen fecal y cuyo namero estd relacionado directamente con el grado de
contaminacion (NOM-127-SSA1-1994). El indicador tradicional de la calidad
microbioldgica son las bacterias del grupo de las coliformes fecales, especialmente

E. coli.

La necesidad por encontrar soluciones a la contaminacion ambiental y en
especifico del agua requiere de profesionales en el tema para la investigacion y el

tratamiento del mismo.




En las ultimas décadas, la investigacion de ciencia y tecnologia se ha centrado
en las estructuras atdmicas y materiales a una escala nanométrica (Savage, 2007)
debido a sus propiedades fisicoquimicas de cada material, resultan ser muy
atractivos y usados en diferentes disciplinas ya que poseen una relacion superficie-
volumen y por lo tanto una mayor superficie de contacto con el entorno (Maurer-
jones, 2010).

2.1. Nanoparticulas

El estudio de las Nanoparticulas ha sido de gran importancia debido a la gran
variedad de nuevas propiedades y potenciales aplicaciones dentro de la ciencia
moderna. Las particulas inorganicas has sido de gran interés debido a las
propiedades bioldgicas, Opticas, magnéticas, electrénicas y cataliticas, de esta forma
estas particulas en especial metélicas son interesantes desde el punto de vista

practico.

La segunda revision normativa de la comision europea en 2012 define
nanomaterial como “un material natural, secundario o fabricado que contenga
particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o0 mas
de las particulas en la granulometria numérica presente una o mas dimensiones

externas en el intervalo de tamafios comprendido entre 1nm y 100nm”

Las nanoparticulas metélicas poseen una alta relacion superficie-volumen del
confinamiento  cuantico del movimiento electrébnico en nanoparticulas
semiconductoras, de la resonancia de plasmones superficiales en algunas particulas
metalicas o del supe paramagnetismo en nanomateriales magnéticos. (C. Burda et
all, 2005).

Las fuentes de nanoparticulas de pueden clasificar como naturales o cémo
derivadas de actividades antropogénicas intencionales o accidentales. Pueden ser
producidas a partir de casi cualquier producto quimico, la mayoria ha sido fabricada a

partir del silicio, carbono y 6xidos de metal.




2.2. Plata

Se desea usar la plata debido a la eficiencia en sus ultimos estudios y su ya
antigua trayectoria como agente microbicida, por ejemplo, Desde la antigliedad la
plata se ha usado ampliamente como metal precioso en la joyeria, utensilios,
fotografia, etc. (Chen y Schluesener, 2008). Sin embargo, se sabe que el ejército de
Alejandro Magno usaba monedas de plata a sus almacenes de agua para
mantenerla pura y usaban utensilios de plata, también los griegos y otras
civilizaciones usaban la plata para cocina y mantener la seguridad del agua, es decir,

su conservacién para uso comun.

Sus aplicaciones antimicrobianas ya se explotaban antiguamente en su
medicina tradicional (behera, 2011). Hipdcrates, padre de la medicina moderna,
describio el empleo de polvo de plata para su aplicacion de heridas y en el

tratamiento de Ulceras.

Posteriormente, durante el siglo XIX, se encontré que el nitrato de plata, una
de las sales de este metal, ayudaba en la cicatrizacién y prevencién de infecciones
en quemaduras y heridas. Este uso del nitrato de plata sigue vigente en la actualidad.
En la época moderna diversos compuestos de plata se venden en el mercado en
forma de suplementos naturales para combatir infecciones. En los hospitales, uno de
los compuestos que se usa con frecuencia es el nitrato de plata en soluciones
diluidas, el cual se aplica en los ojos de recién nacidos para evitar posibles
infecciones (Rai, A. Yadav y A. Gad. 2009) El avance de areas de la ciencia como la
nanotecnologia, biotecnologia, biologia de sistemas y la biologia sintética dibujan un
futuro optimista para estos compuestos de plata (Rubén Morones, 2009).

La plata ha ganado mucho interés debido a su conductividad, estabilidad
quimica y su actividad catalitica y antibacteriana, debido a eso las nanoparticulas de
plata se estdn convirtiendo en unos de los productos de mayor crecimiento en la
nanotecnologia. Su fuerte actividad antimicrobiana es la principal caracteristica y

actualmente en el ambito médico existen apositos para heridas, dispositivos
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anticonceptivos, instrumental quirdrgico y proétesis éseas, todos ellos para evitar el

crecimiento antibacteriano (Cheng, 2004; Cohen, 2007).

2.2.1 Nanoparticulas de plata

Como ya se menciono antes las nanoparticulas metalicas que han resultado
mas promisoras cOmo agente bactericida son las nanoparticulas de plata y en
general, la preparacion y estabilizacion de las nanoparticulas metalicas se realizan a
través de métodos fisico quimicos. En el caso de los métodos quimicos se usa la

reduccion quimica técnicas electroguimicas y fotoquimicas.

En el caso de las nanoparticulas de plata los primeros métodos descritos son
el método Lee-Meisel (P. C. Lee et all, 1982) y el método Creighton (J. A. Creighton
et all, 1979). EIl primero de ellos consiste en una variacion del método Turkevich
para la obtencion de nanoparticulas de oro, en el que se emplea AgNOs en lugar de
HAuCls como precursor metalico y citrato de sodio como agente reductor. El método
de Turkevich, en si, se basa en la reduccion de una sal de oro (HAuCl4) con varios
agentes reductores, entre ellos el citrato de sodio, generando Nanoparticulas de un
tamafio aproximado de 20 nm. Por otra parte, el método de Creighton consiste en la
reduccion de AgNOs con un agente reductor fuerte como NaBHas, obteniendo

Nanoparticulas monodispersas y con un tamafio de aproximadamente 10 nm.

Los métodos mencionados representan solo una parte de los informados en la
literatura; cada uno de ellos posee ventajas y desventajas, en consecuencia, la
eleccion de la sintesis dependera de la naturaleza de la aplicacion de la

Nanoparticula.

Una de las caracteristicas que lo hace mas atractivo la aplicacion de las
Nanoparticulas de plata, es la baja probabilidad del desarrollo de resistencia por
parte de los microorganismos en comparacion a los antibiéticos (Hajipour, 2012). Por
tal motivo, se ha propuesto implementar el uso de las Nanoparticulas Ag sobre

distintos dispositivos de uso meédico.
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2.2.2 Nanoparticulas de plata y su accidn bactericida

La necesidad de nuevos agentes microbicidas debido a la alta incidencia a
infecciones microbianas ha generado el desarrollo de nuevas estrategias para
disminuir la colonizaciéon de los microorganismos. Dentro de éstas han surgido las
Nanoparticulas de Plata como una posible solucion ante estos problemas de
resistencia, asi como también para reducir la incidencia de las infecciones. Como se
ha mencionado en capitulos anteriores, la capacidad microbicida de la Ag se conoce
desde tiempos antiguos, en los que las sales de Ag eran usadas cotidianamente para
realizar cuidados paliativos para infecciones o para potabilizar agua (Y. Flores, 2014)

Actualmente, los mecanismos de la accion bactericida, tanto de iones Ag(l)
como de Nanoparticulas de plata, no han sido dilucidados por completo (cioffi, 2012),
aunqgue si se sabe que en el Ultimo caso estan involucrados los iones Ag(l) liberados
por las mismas. Al respecto se han postulado varios mecanismos de accion basados
en diferentes tipos de interaccion entre la célula y la plata (ya sea en forma de iones
o como Nanoparticulas), los que se mencionan a continuacion:

) Interaccion con la pared celular bacteriana: es el primer punto de ataque de
las nanoparticulas de plata, ya que al interaccionar con la pared bacteriana pueden
internalizarse las nanoparticulas generando dafios por estrés oxidativo y al
interaccionar con proteinas y ADN bacteriano, ademas de una acumulacién de Plata
en el interior de la célula, afectando su permeabilidad y conduciendo a la muerte
celular [Marambio-jones, 2010]. Se ha demostrado que los iones Ag(l) causan
cambios morfologicos en la pared celular que ocasiona la separacion de la
membrana plasmatica tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas [José
Rubén, 2005]. Por otro lado, las Nanoparticulas al unirse a la membrana plasmatica,
cambian su permeabilidad provocando un desequilibrio en la bomba de ATP
(adenosina trifosfato) y en el gradiente de protones, generando una disipacion de la
fuerza proton-motriz, ademas de desacoplar la cadena transporte de electrones por
inhibicion de las enzimas involucradas en la cadena y finalmente conducen a la

muerte celular [José Rubén, 2005].
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IlInteraccion con ADN, enzimas y proteinas citoplasmaticas: una vez que las
Nanoparticulas de plata ingresan a la célula pueden interactuar con el ADN,
proteinas y enzimas. Al respecto se ha encontrado la presencia de ADN condensado
en el citoplasma de S. aureus [Li, 2011] luego de la exposicion a Nanoparticulas de
plata. En primer lugar, es de conocimiento que el ADN bacteriano se encuentra
condensado formando el nucleoide. Sin embargo, para llevarse a cabo la replicacion
del ADN de una bacteria y su posterior division celular, el ADN debe “relajarse” para
permitir la sintesis del mismo. Ante una situacion desfavorable o de estrés, como la
presencia de las Nanopartuculas, el ADN se protege plegdndose sobre si mismo y no
permite su replicacion y la posterior division celular. Este comportamiento fue
observado para E. coli [Feng, 2000] y S. aureus [Choi, 2008] ante la presencia de
iones Ag(l). Por otra parte, se han encontrado evidencias de la interaccion de iones
Ag(l) con ADN, la cual genera cambios en la conformacion de la hélice [Jung, 2008] e
interaccién con bases de guanina y adenina [Arakawa, 2001]. Se ha demostrado
también que la presencia de Nanoparticulas de plata provoca una disminucién de la
actividad de la enzima deshidrogenasa, que forma parte de la cadena respiratoria,
produciendo la inhibicion de la respiracion celular en E. coli [Li, 2010] y S. aureus [Li,
2011].

lll)Interacciones que provocan la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS): Las ROS son productos generados normalmente durante el proceso de
respiracion celular, que incluyen al oxigeno singlete, perdxido de hidrégeno, radicales
superoéxidos e hidroxilos. La célula posee un mecanismo que controla a las especies
ROS, denominado defensa antioxidante. Sin embargo, ante una situacion de estrés
la concentracion de estas ROS aumenta rapidamente, causando dafios a lipidos y
ADN. La presencia de trazas de iones Ag(l) es capaz de generar radicales libres en
E. coli y S. aureus [Kim, 2007]. En este sentido, varios autores han estudiado la
capacidad de los iones Ag(l) para generar grandes concentraciones de especies
superéxido en E. coli y S. aureus mediante una enzima superoxidasa [Park, 2009].
Ademas, Choi et al. demostraron la presencia de especies ROS cuando las bacterias

fueron tratadas con iones Ag(l), AgCl y Nanoparticulas de plata [Choi, 2008].
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Cualquiera de los mecanismos propuestos por los diferentes autores, las
Nanoparticulas ocasionan la lisis celular y su posterior muerte, asegurandonos la

presencia de un efecto bactericida.

Nanoparticulas de plata

en membrana plasmdtica:

- Cambios en la permeabilidad

- Cambios en respiracién celular

*en el interior de la bacteria:
- Coordinacién a grupos funcionales

= Liberacion de iones plata

FIGURA 1: Micrografias de microscopia electrénica de barrido de los microorganismos E. coli y
S. aureus. Esquema de la actuacion de las nanoparticulas de plata sobre una bacteria.

2.2.3. Efectos sobre la salud y medio ambiente de las nanoparticulas de
plata

Existen muchas aplicaciones de las Nanoparticulas de plata, la exposicion
humana a las mismas puede tener lugar a través de los alimentos, el aire y por
contacto, por lo que las vias de exposicion oral, respiratoria y dérmica son las mas

relevantes (Johnston, 2010).

Via Oral: La ingestion de particulas de plata en suspension esta asociada con
una serie de consecuencias perjudiciales, incluyendo ulceras intestinales y argiria
(Wadhera y Fung, 2005). tras la ingestion de la plata es probable que se convierta en
su forma ionica debido al pH acido del estomago (PEN 15, 2008). Debido a la mayor
area superficial esto podria ocurrir también con las Nanoparticulas de plata. Varias
investigaciones sugieren que, tras la exposicion oral de las Nanoparticulas de plata,
es probable que estas o los iones plata se trasladen desde el intestino al torrente

sanguineo, por tanto, pasen a la via sistémica y a partir de ahi causen sintomas
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como la argiria y consecuencias perjudiciales como dafio en el higado (Avalos,
2013). A pesar de estas investigaciones, se requieren mas estudios para esclarecer

la toxicocinética de estas Nanoparticulas de plata.

Via respiratoria: Tras la inhalacion de Nanoparticulas de plata se han
observado depdsitos en la cavidad nasal, en la regién alveolar de los pulmones y
ganglios linfaticos pulmonares (Takenaka, 2001). Estas provocan una respuesta
inflamatoria. Las particulas acumuladas en la region alveolar, se pueden eliminar a
través de tres rutas importantes. La primera, a través del sistema mucociliar a lo
largo del tracto traqueobronquial, la segunda ruta a través del sistema linfatico y, por
altimo, la tercera a partir de la disolucién de las Nanoparticulas de plata que tiene
como consecuencia la incorporacion de éstas al torrente sanguineo (Takenaka,
2000). Esta dltima puede ser entre otras la causa de la presencia de Nanoparticulas
de plata. Es importante la presencia de plata dentro del bulbo olfatorio y el cerebro,
ya que esto sugiere que las Nanoparticulas ademas de distribuirse a través de la

sangre, también se pueden distribuir a través del sistema nervioso (Sung, 2009).

Via dérmica: Una de las funciones de la piel es proteger a los 6rganos
subyacentes. El estrato de la capa cornea de la epidermis es una fuerte barrera que
permite una penetracion muy limitada de particulas. La penetracién transdermal de
finas particulas a través de piel intacta ha sido documentada, sin embargo, existen
muy pocos datos sobre las Nanoparticulas de plata (Tinkle, 2003). En estudios con
piel dafiada se han observado, tras la exposicion de las nanoparticulas de plata,
depdsitos de plata dentro de la piel, lo que se conoce como argiria. es probable que
la exposicién de las Nanoparticulas en la piel dafiada permita el acceso a estas y a
través de los capilares dermales a la circulacion sanguinea y asi ejercer su toxicidad

en sitios distales.

Investigaciones previas sugieren que existen diversas propiedades fisico-
quimicas de las Nanoparticulas de plata que estan involucradas en su toxicidad
intrinseca, como son principalmente el tamafo, la superficie especifica, estado de
aglomeracion, la forma, la solubilidad y la carga superficial (Carlson, 2008; Choi y Hu,
2008; Horie, 2012).
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2.3 Didxido de titanio

El TiO2 es un oxido ceramico semiconductor con propiedades fotocataliticas
gue presenta polimorfismo con tres fases cristalinas: Anatasa (tetragonal), Rutilo
(tetragonal) y Broquita (ortorrombica); cada fase con propiedades fisicas diferentes,
las cuales presentan diferente banda prohibida y actividad quimica, en la cual la fase

anatasa siempre se ha encontrado como mejor fotocatalizador. (Marinas, 2001).

Uno de los métodos mas utilizados en el tratamiento de aguas residuales es la
fotocatdlisis, el TiO2 ha sido ampliamente investigado como fotocatalizador debido a
gue es estable quimicamente, de bajo costo y sus valores de banda de energia
prohibida (Eg) lo hacen adecuado para esta aplicacion. Para ello, es necesario
encontrar métodos de sintesis sencillos que nos permitan mejorar las propiedades de

dicho material, asi como su obtencion a un bajo costo.
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FIGURA 2: Estructuras cristalinas del TiOz a) Rutilo, b) Anatasa y c) Broquita (Jin-Chung, Sze-
Mun., 2012).
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El TiO2 tiene un sinfin de aplicaciones fotocataliticas, por ejemplo:

Alta actividad biocida. (Barajas-Ledesma et all, 2009).

Peliculas con propiedades de auto limpieza (Stamate, M. Lazar, G. 2007).

Degradacion de compuestos organicos. (Contreras, R; Garcia, R., 2009).

Purificacion de aire. (Ao, C; Lee, S. 2004).

La seria desventaja de la fotocatalisis heterogénea con TiO2 es que puede ser usado

como fotocatalizador so6lo con radiacion UV (A < 387 nm).

2.3.1 Sintesis sol-gel

El desarrollo de materiales con propiedades foto cataliticas, ha sido un campo
de investigacibn muy activo en los ultimos afios, debido a las potenciales
aplicaciones de dichos materiales en el area ambiental para la descomposicion foto
inducida de compuestos organicos o en procesos de foto electrdlisis para produccién
de hidrégeno y oxigeno, por mencionar algunas (A. Fujishima, 1972). Dentro de los
materiales candidatos para estos propésitos, el TiO2 ha sido ampliamente estudiado

debido a que presenta propiedades eléctricas, épticas y quimicas singulares.

El método sol-gel es un proceso que se descubrié a finales del siglo XIX,
aunque no se estudi6 de manera intensa hasta que, en 1931, Steven. S. Kistler
consiguié demostrar que un gel contenia una red sélida y continua del mismo tamafio

y forma que un gel humedo (Jesus Prado, 2011).

El proceso sol-gel es un método de sintesis de TiO2 en el cual, partiendo de
precursores moleculares como alcoxidos metalicos o sales inorganicas, se obtiene
un esqueleto del 6xido mediante reacciones de hidrolisis y polimerizacion a baja

temperatura, lo cual permite la sintesis de fases metaestables del éxido e incluso de
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sélidos mixtos oganoinorgaicos. Las especiales caracteristicas de los soles y geles
permiten la sintesis de fibras, laminas, cadenas, geles y polimeros tridimensionales
(Maria Rojas, 2015). EI método sol-gel consiste, de manera general, en la
preparacion de un sol, gelacion del sol y remocién del solvente. (Burda, C; Qiu, X.
2007).

Las ventajas del procedimiento sol-gel son:

e Control de la pureza de los reactivos, del grado de homogeneidad de la
mezcla de precursores y de la microestructura (uniformidad y distribucion de
tamafios de particulas) [Luz Amparo, 2004].

e La posibilidad de Fabricacion en Formas utiles no tradicionales (fibras,
peliculas delgadas, burbujas, elementos opticos, etc.) con propiedades muy
controladas (Luz Amparo, 2004).

e Otra importante innovacion que aporta el procedimiento sol-gel es la de poder
preparar, a temperaturas bajas, materiales muy puros con alto grado de
homogeneidad, que no siempre pueden conseguirse por los métodos

tradicionales (Luz Amparo, 2004).

2.3.2 Sintesis Hidrotérmica

La quimica hidrotérmica es el mayor modo geoldgico de formacion de una
variedad de minerales que parecen tener la propiedad de que su estructura se puede

descomponer dentro de bloques de construccién comunes.

Los procesos hidrotérmicos se pueden definir como cualquier reaccion
guimica heterogénea en la presencia de un solvente (acuoso o no acuoso) que se
realiza por arriba de la temperatura ambiente y a una presion mayor a 1 atm en un

sistema cerrado. (Byrappa, K; Adschiri, T., 2007).

Hay variables en la sintesis hidrotérmica que se pueden alterar para producir
diferentes materiales: los reactivos para el material microporoso, la solubilidad de

estos, el solvente, el pH de la mezcla, afiejamiento, temperatura y presion de la
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reaccion, agitacion, agentes mineralizantes, la presencia y tipo de iones
compensantes de carga y el tiempo de reaccion. Este Uultimo parametro es
particularmente importante ya que las sintesis son, en general, cinéticamente
controladas, a partir de diferentes fases metaestables que se forman en el tiempo.
Los materiales microporosos también se forman fuera de esas condiciones
generales. Este es el método mas utilizado para preparar solidos microporosos.
Tipicamente, se preparan bajo condiciones solvotérmicas (temperatura entre 80 y
200 °C, presion autogena entre 30 y 910 bar) en autoclaves de acero inoxidable
recubiertas internamente con teflon y con un tiempo de calentamiento que va desde

unas pocas horas a aproximadamente treinta dias (Palacios; Amparo 2004).

Este tratamiento tiene varias ventajas: la obtencién de un producto altamente
cristalino y homogéneo a una temperatura relativamente baja, esto favorece la baja
aglomeracioén entre particulas, un homogéneo tamafio de particula y el control de la
morfologia de la particula. También ofrece una composicidon uniforme, particulas

monodispersadas y control en la forma y en el tamafio de las particulas.

2.3.3. Microondas

Existen procedimientos quimicos que poseen gran efectividad, sin embargo, el
uso de ellos es poco respecto a que tiene elevados consumos de energia, perdidas
de materiales volatiles o la necesidad de hacer moliendas. Para ello se propone una
serie de procedimientos en estos Ultimos afios, destacan entre ellos, la combustion,
la sonoquimica, spark plasma y la sintesis asistida por microondas. Esta ultima
resulta ser un método muy rapido, econémico, eficaz y respetuoso con el medio

ambiente (Jesus Prado; Emilio Moran, 2011).

El descubrimiento del calentamiento por medio de microondas ocurrié en 1940
durante la Segunda Guerra Mundial, cuando los cientificos britanicos John Randall y
H. A. Boot inventaran una valvula magnetron para generar microondas, componente
fundamental de los sistemas de radar. En 1946, Percy Spencer, un ingeniero que

trabajaba en la empresa Raytheon realizaba unas pruebas sobre magnetron y tomé

19

——
| S—



un chocolate que tenia en su bolsillo, cuando la tocé percibié que éste estaba
derretido. Sabiendo que el magnetrén produce calor se cuestion6 si habia derretido
el chocolate. Tras realizar distintos ensayos con otros alimentos se observo que las
microondas los cocinaban de una forma mucho mas rapida (B. L. Hayes, 2002). Sin
embargo, fue en 1975 cuando Sutton observé que la radiacion microondas calentaba
los materiales ceramicos (D.E. Clark, 2005) algo que podria resultar sorprendente
considerando que la regidn de microondas en el espectro electromagnético esta
situada por debajo del infrarrojo lo que supone una zona de baja energia entre 0.3 y
300 Ghz.

Longitud de onda (metros)
Radio Microondas Infrarojo Visible Ultravioleta Rayos-X Rayos Gamma
103 102 10-5 5x100 108 10°10 10-12

A ZNZAVAVAVATITIIT|

Del tamairio de...

B~ a & G 8

Edificios  Humanos Abeja Alfiler Protozoarios Moléculas Atomos Nucleo Atémico

Frecuencia (Hz)

e ee—— ——

104 108 1012 1015 1016 1018 1020

FIGURA 3: Espectro electromagnético

El calentamiento es producido debido a que el campo de las ondas
electromagnéticas es alterno provocando un rapido movimiento sobre las especies
polares que tratan de alinearse en el campo. La resistencia a dicho movimiento
genera calor (Jesus Prado; Emilio Moran, 2011). Sin embargo, aun se desconoce
con exactitud los alcances de las microondas con los materiales solidos ya que no ha
sido del todo explorada. Los componentes eléctricos provocan calentamiento por dos

mecanismos: polarizacion dipolar y conduccioén ionica.

I) Polarizacion dipolar: La interaccion del campo eléctrico con moléculas

polares es llamada mecanismo de polarizacion dipolar. Cuando son expuestas a
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frecuencias de microondas, los dipolos moleculares se alinean con respecto al
campo eléctrico aplicado. A medida que el campo eléctrico oscila, el campo dipolar
intenta seguir estas oscilaciones y hay pérdida de energia en forma de calor a traves
de la friccibn molecular. La cantidad de calor generado por este proceso es
directamente proporcional con la habilidad de la molécula de alinearse con la
frecuencia del campo aplicado. Si el dipolo no tiene suficiente tiempo para realinear o

la reorientacion es demasiado lenta no ocurre calentamiento.

o—

Figura 4: Interaccion dipolar

II) Conduccién lénica: El segundo mecanismo de generacion de calor es la
conduccion ibnica, en la cual los iones oscilan de abajo a arriba por la influencia del
componente eléctrico de la radiacién de microondas. Estos colisionan con moléculas
y atomos vecinos causando agitacion o movimiento, creando calor. El principio de
conductividad es un efecto més fuerte que el mecanismo de rotacién dipolar con
respecto a la capacidad generadora de calor. Es por esto que un medio que contiene
iones es calentado mas eficientemente por microondas que solamente usando
solvente polar (Adan, D. 2008).

——
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Figura 5: Conduccidon Idnica

Como bien se sabe, una onda electromagnética tiene un componente eléctrico
y otro magnético. EI componente eléctrico de una onda electromagnética puede ser
reflejado, transmitido o absorbido por los materiales. En funcién de la interaccion de

las microondas con la materia (M. Gupta, 2007):

I) Materiales reflectantes: Materiales conductores con electrones libres, como
los metales, que reflejan la radiacion y no permiten que la onda electromagnética

atraviese el material.

II) Materiales transparentes: Materiales con una baja pérdida dieléctrica o
aislantes, como el vidrio, que permiten que la onda atraviese el material con una

pequefia atenuacion.

[II) Materiales absorbentes: Es el caso de los materiales dieléctricos, son

capaces de absorber la onda electromagnética y transformarla en calor.
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FIGURA 6: Tipos de interaccion del campo electromagnético con los materiales (Jests Prado;
Emilio Mordn, 2011)

Existen dos efectos principales de la radiacion con microondas:

e Efectos térmicos: Resultado de la polarizacion dipolar y conduccion ionica.
e Efectos electrostaticos polares: Que llevan a interacciones dipolo-dipolo entre
las moléculas dipolares y las cargas del campo eléctrico. Este fendmeno es el

origen de efectos no térmicos especificos de microondas.

En lo que respecta al calentamiento por microondas existen diversas

interacciones y las principales caracteristicas de ellas son las siguientes:

I) Radiacion penetrante: La energia es transferida al material mediante
conduccién y conveccién creando gradientes térmicos. En el caso del calentamiento
por microondas, la energia se transfiere directamente al material mediante una
interaccién a nivel molecular con el campo electromagnético. La profundidad que
alcanza la radiacién varia en funcion del material, propiedades dieléctricas vy
magnéticas, la frecuencia y potencia del microondas, la temperatura, la

conductividad, el tamafio y la densidad del material.

II) Calentamiento rapido: El empleo de microondas reduce significativamente
el tiempo de procesado respecto, manteniendo sus propiedades o mejorandolas. Sin

embargo, hay que tener cuidado para prevenir la creacion de puntos calientes
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durante un calentamiento tan rapido (S.F. Lui, 1999; S. Komameni, 2002). Algunos
autores aseguran que las reacciones se aceleran entre 10 y 1.000 veces cuando se

realizan asistidas por microondas (C. Parada, 2006).

[II) Calentamiento selectivo de los materiales: El calentamiento, muchas
veces, se manifiesta dependiendo de las caracteristicas del material empleado y su
habilidad para acoplarse con el campo eléctrico y/o magnético, debido a esto, el
calentamiento se localiza en ciertas regiones. Muchos materiales, como Al203, ZrOz,
Si3N4 no se acoplan bien con las microondas de 2,45 GHz (las mas frecuentes) a
temperatura ambiente, po lo tanto, es necesario adicionar un susceptor de la
radiacion (como grafito o carbon activo) que se acople fuertemente con la radiacion,
provocando un aumento considerable de temperatura, suficiente para permitir el

auto-calentamiento de los materiales (M. Gupta, 2007; C. Parada, 2006).

II) Efectos no térmicos: Estos efectos incluyen todo aquello que es distinto al
calentamiento de los métodos convencionales y que no puede ser predicho ni
explicado facilmente basdndose en la diferencia de perfil de temperaturas entre el
calentamiento por microondas y el convencional. Posiblemente esto radica en la
presencia de algun tipo de efecto entre el campo eléctrico y las interfases de las
particulas, la posible formacion de un plasma causado por la radiaciéon microondas o
el aumento de la difusién en los solidos por efectos de segundo orden (R. Wroe,
1996; A. de la Hoz, 2005).

2.4. Bacteria Escherichia coli

Las bacterias forman el grupo de microorganismos mas importante y son
indispensables para el ciclo de nutrimientos de un ecosistema, sin embargo, las
bacterias patdogenas una vez que se introducen en el cuerpo se multiplican
potencialmente causando diversas enfermedades infecciosas como el tétanos, fiebre,
diarrea, sifilis, etc. ademas, son organismos unicelulares procariotas con

dimensiones dentro de la escala del micrometro. Estos organismos no poseen
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membrana nuclear, mitocondrias o un nucleo verdadero, y se reproducen por division

asexual (Madigan, 2003).

Las bacterias pueden dividirse en dos grandes grupos de acuerdo a su
respuesta frente a la tincion diferencial de Gram, la cual divide a las bacterias en
Gram positivas y Gram negativas de acuerdo a la estructura de su pared celular
(Madigan, 2003), permitiendo asi determinar la morfologia del microorganismo. La
estructura de la pared celular en las bacterias Gram positivas y Gram negativas es
muy distinta, ya que en las Gram positivas estan compuesta por una gruesa capa de
un solo tipo de moléculas, denominadas peptidoglicanos, con &cidos teicoicos
intercalados. Por el contrario, las bacterias Gram negativas estan compuestas por
una capa delgada de peptidoglicano y membranas celulares externas e internas,

obteniéndose asi una pared mas compleja que las Gram positivas (Madigan, 2003).

Pared celular

Peptldogllca no

D

FIGURA 7: Esquema simplificado de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas (Y. Flores

2014)

Membrana

periplasma

Membrana externa compuesta por
lipopolisacaridos y proteinas

Podriamos identificar a la bacteria E. Coli por sus caracteristicas como parte
del grupo Gram negativo. Esta especie, fue descripta por primera vez en 1885, por el
bacteriologo aleman Theodore Von Escherich, quien la denomin6é Bacterium coli

commune, pasando luego a conocerse como E. coli, en honor a su descubridor.
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Si bien son habitantes normales del tracto intestinal del hombre y los animales
de sangre caliente pocas horas después del nacimiento, existen seis serotipos bien
definidos que estdn asociados a infecciones del tracto urinario y entérico:
enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatdgena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC)
(Carlos Amasino, 2017).

I) E. coli enterotoxigénica: Es transmitida generalmente por contaminacion
fecal del agua o de los alimentos, con una dosis infectiva de 108 unidades
formadoras de colonias. La diarrea producida por estos agentes puede ser leve,
breve y autolimitada o en algunos casos ser mas grave llegando hasta una colitis

hemorragica semejante a coélera con deshidratacion (Carlos Amasino, 2017).

Il) E. coli enterohemorragica: Es el agente causal de numerosos brotes
epidémicos asociados a la ingesta de agua y alimentos contaminados, a partir de la
cual los individuos afectados padecen desde diarreas comunes o sanguinolentas,
hasta inclusive, el sindrome urémico hemolitico, responsable de grandes epidemias

en diversos paises (Carlos Amasino, 2017).

[Il) E. coli enteroinvasiva: La bacteria se adhiere, invade y destruye las células
intestinales. Producen pocos casos de infeccion, los que se caracterizan por
presentar fiebre, dolor abdominal y diarrea con moco y sangre (Carlos Amasino,
2017).

IV) E. coli enteropatdgena: Estas cepas afectan al hombre y a los animales
produciendo una diarrea liquida con moco, dolores abdominales, vomitos y fiebre
moderada. En los paises en vias de desarrollo son considerados como una de las
principales causas de diarrea infantil, predominado especialmente los serotipos
(Carlos Amasino, 2017).

V) E. coli enteroagregativa: Esta bacteria puede causar brotes o casos
aislados de diarrea persistente, manifestandose como una diarrea liquida, de color

verde, con moco, sin sangre, y que en ocasiones puede llegar a ser severa y requerir
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rehidratacion intravenosa. Algunas veces pueden aparecer vomitos sin o con poca
fiebre (Carlos Amasino, 2017).

VI) E. coli de adherencia difusa: se puede aislar tanto de personas sanas
como en personas con diarrea, siendo mas importante en nifios de 4 a 5 afios. Los
principales sintomas que se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos
(Carlos Amasino, 2017).

2.5 Técnicas para la evaluacion de inhibicion bacteriana

Las técnicas para la evaluacion de inhibicion de la bacteria E. Coli son
indispensables para la demostracion del desempefio del material bactericida, asi
como para conocer la cantidad optima de material soportado para inhibir esta
bacteria, para ello, se pueden usar técnicas simples que permitan ver con
efectividad, de una manera cuantitativa y cualitativa ese desempefio. De las diversas
técnicas, existen dos en particular que se abordaran para este trabajo, la técnica de

disolucién en agar y la técnica de disolucion en caldo.

2.5.1 Técnica de Disolucion en Agar

Los métodos de difusion en agar son comunes en un laboratorio clinico de
bacteriologia, econémicos y faciles de realizar como rutina en un laboratorio clinico
[Casals, 1991]

Existe una diversidad de métodos comerciales alternativos a los de referencia
basados en las pruebas de difusion y diluciébn en agar, a una concentracion fija o en
concentraciones diferentes, determinando cualitativamente si la bacteria es sensible,
resistente 0 moderadamente sensible; o bien se puede conocer cuantitativamente
utilizando una serie de diluciones seriadas que nos permiten determinarlo [Drouhet,
1986].
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El National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
recomienda el método del antibiograma disco-placa para la determinacion de la
sensibilidad bacteriana que consiste en depositar, en la superficie de agar de una
placa de Petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel
secante impregnados con los diferentes antibiéticos. Tan pronto el disco impregnado
de antibibtico se pone en contacto con la superficie humeda del agar, el filtro absorbe
agua y el antibiotico difunde hacia el agar radialmente formandose un gradiente de
concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion, los discos aparecen
rodeados por una zona de inhibicion. La concentracién de antibidtico en la interface
formada entre las bacterias en crecimiento y las bacterias inhibidas se conoce como
concentracion critica y se aproxima a la concentracibn minima inhibitoria (CMI)
obtenida por métodos de dilucién. Sin embargo, los métodos disco-placa no permiten

reconocer un valor en la concentracion. (A.W. Bauer, 1966).

2.5.2 Técnica de disolucion en caldo

En la dilucion en caldo se colocan concentraciones decrecientes del agente
antimicrobiano. en estas el medio mas comunmente usado es el Mueller Hinton
[Punam, 2007] al que se afiadiran los suplementos necesarios para asegurar el
crecimiento de organismos exigentes. El agente se prepara en una solucién madre
concentrada que es diluida en caldo hasta obtener las concentraciones apropiadas.
Ademas, se preparan tubos de ensayo sin microbicida como control de crecimiento
del microorganismo. El microorganismo crecera en ausencia del agente bactericida y
en aquellos medios en los que su concentracion no sea suficiente para inhibir su
crecimiento. Sin embargo, a medida que aumenta la concentracion del agente
microbicida se inhibirdA completamente el crecimiento del microorganismo.
Generalmente las diluciones son de 1:2 con un caldo de cultivo que sostenga el
desarrollo del microorganismo. Por ultimo, mediante recuento en placa se determina

el nimero de las bacterias que sobrevivieron al tratamiento (Flores, 2014).
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad la sociedad ha demandado la necesidad de consumir un agua
capaz de usarse para riego y el uso potable, para ello, se han buscado alternativas y
soluciones actuales capaces de combatir y reparar los dafios existentes del agua,
una alternativa en particular es el uso de nanoparticulas de plata para la inhibicion de
la bacteria E. coli, esta particula es efectiva, sin embargo, en el uso directo es
costoso y no genera una rentabilidad aceptable, para ello, se cuenta con un soporte
mesoporoso para evitar las pérdidas y el aprovechamiento maximo del material, el
soporte sera el TiO2, ademés se pueden aprovechar las propiedades inhibitorias de

este material.

La bacteria E. Coli es la causante de diversas enfermedades infecciosas a lo
largo del mundo, y al no tener adn un tratamiento actual, es necesario crear sintesis
sencillas y efectivas para la elaboracion de un material de bajo costo, sencillo y

efectivo para el combate de esta bacteria.
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1 Objetivo General

Sintetizar por dos diferentes métodos de obtencion el TiO2 para que al ser
soportado con nanoparticulas de plata puedan demostrar su desempefio para inhibir

las bacterias de E. coli.

4.2 Objetivos Particulares

e Sintetizar el TiO2 por el método de sintesis sol-gel asistido por microondas y
sintesis hidrotérmica, para demostrar la efectividad del método.

e Estudiar las dos formas del TiO> sintetizado necesario para el soporte de las
nanoparticulas de plata.

e Realizar el soporte de las nanoparticulas de plata en el TiO2 a diferentes
concentraciones para verificar la efectividad de proporciones necesarias para
la inhibicion de las bacterias.

e Evaluar el efecto bactericida de cada concentracién de nanoparticulas de plata

soportada en TiOa.

4.3 Hipotesis

Las nanoparticulas de plata seran soportadas eficientemente en un material
mesoporoso, TiOz, sintetizado este por la técnica sol-gel asistida por microondas. El
conjunto de la plata soportada en TiO: irradiado o no con rayos Ultravioleta inhibira

efectivamente las bacterias de E. col..
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Dentro de este apartado se describiran las sintesis correspondientes del TiO2
por los métodos sol-gel asistido por microondas y sintesis hidrotérmica, basandonos
en la facilidad del TiO sintetizado para adherir las nanoparticulas de plata y que
estas fueran compatibles, tiempos de sintesis y costos, mediante las técnicas de
caracterizacion correspondientes del material. Se describe la experimentacion de los
materiales para la inhibicion de bacterias E. coli, asi como los métodos de
reconocimiento de la inhibicion de la bacteria para, de esta manera, considerar la

cantidad minima inhibitoria de las nanoparticulas de plata impregnadas en el TiO>.

5.1. Sintesis de Materiales

5.1.1. Sintesis Sol-Gel asistida por Microondas

Se prepara una disolucién en un vaso de precipitado de la sal precursora de
propoxido de titanio en agua, a una temperatura de 60°C, con agitacion constante
por 2 horas, en otro vaso de precipitado, se tiene etilenglicol en agua, bajo las
mismas condiciones, el etilenglicol actia como agente gelificante. Una vez cumplido
el tiempo y efectuada la hidrolisis, se procede a mezclar las dos soluciones con
agitacion continua gota a gota. El tratamiento asistido por microondas sera a las
condiciones de 150°C por 20 minutos a 18 atm de presién, 600 watts a una rampa de
calentamiento de 5°C. Posteriormente se seca durante 24 horas entre 100°C y
120°C; el polvo es macerado suavemente y tamizado, posteriormente se coloca en
un crisol, sometiéndose a calcinacién durante 4 horas a 450°C y permitiendo que el
material se enfrie en la misma mufla. El siguiente esquema muestra de manera

general lo descrito anteriormente.
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Sintesis
Sol-gel

Disolucion del
etilenglicol en
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sal precursora en
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Macerar y tamizar

FIGURA 8: Diagrama general de sintesis sol-gel de TiO:2
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FIGURA 9: Reactor de microondas marca Anton Paar modelo Synthos.

5.1.2. Sintesis Hidrotérmica de TiO;

Se disuelve la sal precursora de propoxido de titanio en 10 ml de agua,
calentando a una temperatura de 60°C, con agitacion constante hasta su disolucion
completa, posteriormente se transfiere al reactor con 10 ml de Hidréxido de Sodio.
Cerrar el reactor herméticamente y llevar a la estufa a una temperatura de 180°C
durante 48 horas. Posteriormente sacar y dejar atemperar para lavar con agua el
vaso de precipitado hasta un pH neutro. Posteriormente se seca de 12 a 24 horas a
una temperatura entre 100 y 120°C; el polvo es macerado suavemente y tamizado,
posteriormente se coloca en un crisol, sometiéndose a calcinacion durante 4 horas a

350°C y permitiendo que el material se enfrie en la misma mufla.
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FIGURA 10: Diagrama general de sintesis hidrotérmica de TiO2.
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5.1.3. Impregnacién de nanoparticulas de plata en TiO;

Se Disuelve la sal de Nitrato de Plata en agua destilada su homogenizacion,
en otro vaso de precipitado, el TiO2 se llevara a bafio maria a una temperatura de
70°C. Posteriormente agregar gota a gota la solucion de Nitrato de Plata
manteniendo humedo el TiO2 en agitacion constante, al momento de terminar la
solucion de Nitrato de Plata, mantener en humedad constante con agua destilada
durante 2 horas y con agitacién constante y de forma homogénea para mantener una
impregnacion total. Pasadas las dos horas después de formado el gel, secar en
estufa a 100-120°C, macerar suavemente y llevar a sinterizar a la mufla a 350°C por
2 horas, atemperar el crisol y el polvo obtenido sera reducido con gas de Hidrogeno

por tres horas a una temperatura de 400°C.
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FIGURA 11: Diagrama de Impregnacion de nanoparticulas de plata sobre TiO:
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5.2. Caracterizacion de los Materiales

Para comprobar la efectividad de las sintesis empleadas en los materiales, asi
como la técnica de impregnacion, es necesario también usar métodos de
caracterizacion de los materiales, en los que se encuentra la microscopia electrénica
de barrido y difraccién de rayos X, que fueron los métodos a los que se sometié el

material.

5.2.1. Microscopia Electrénica de Barrido

Las espectroscopias electronicas se basan en el andlisis de la distribucién de
energia de los electrones emitidos desde la superficie de un sélido, presentando
energias propias de cada material que dependen de los tipos de atomos que hay en
la superficie y de las interacciones electrénicas que existen entre ellos. La
microscopia electrénica es una técnica que permite obtener informacion local de la
muestra objeto de estudio. En un microscopio electrénico de barrido, el haz pasa a
través de las lentes condensadoras y objetivos, este es barrido a lo largo de la
muestra por las bobinas de barrido, mientras que un detector cuenta el nimero de
electrones secundarios de baja energia emitidos por cada punto de la superficie
dando morfologia y topografia a la superficie de estudio. Para el analisis se usé un
microscopio electronico de barrido modelo JSM-6400 JEOL Noran Instruments a
15keV y 10 mmHg.

Antes de introducir la muestra a analizar se realizé un recubrimiento metélico
con cobre para que haya conductividad eléctrica. Una vez metalizadas, las muestras
se adhirieron con cinta de carbono en un porta muestras para finalmente ser

introducidas en el microscopio.
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FIGURA 12: Microscopio Electronico de Barrido JSM-6400 JEOL Noran Instruments.

5.2.2 Difracciéon de Rayos X

Las estructuras cristalinas poseen planos, producidos por ordenamientos
repetitivos de atomos, estos son capaces de difractar rayos-X; William Bragg, fisico
inglés, desarrollé una explicacién para esto: Cuando un haz de rayos-X incide con un
angulo 6 en una estructura ordenada, para que estas ondas reflejadas estén en
concordancia de fase, y por tanto den lugar a una interferencia constructiva, es
necesario que la diferencia de camino recorrido de las dos reflexiones sea multiplo
entero de la longitud de onda del haz incidente. Estas observaciones se traducen

matematicamente en la ecuacion:
2dsen@ =nAi

Donde d es la distancia interplanar, n un nimero entero que representa el
orden de difraccion y A la longitud de onda de la fuente de rayos-X. Los sélidos que
poseen suficiente orden periédico son cristalinos y por tanto dan lugar a patrones de
difraccién definidos. Las distancias entre los diferentes planos que definen la red
cristalina determinan el valor del &ngulo de Bragg, cuya posicién se considera como
“huella unica” del sdélido ordenado. De este modo, los patrones de difraccion
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suministran informacion inequivoca de la estructura cristalina. La posicion angular de
los méximos de difraccibn se relaciona con los parametros de la celda unidad
mientras que las intensidades reflejan la simetria de la red y la densidad electronica
dentro de la celda unidad. Esta caracterizacion se hizo en un equipo de difraccion de
rayos-X marca SIEMENS modelo D-500 usando radiacion CuKa (A = 1.54 nm).

Para llevar a cabo cada andlisis, se molieron los polvos de los catalizadores a
un tamano inferior a 200 mallas (74 um); se colocaron en el portamuestras y se
introdujeron en el aparato. Las condiciones de operacion fueron con un tamafio de
paso de 0.026° en un intervalo de analisis de 10-80°. A un voltaje de 35 KeV y una

corriente de 30 mA.

FIGURA 13: Equipo de difraccion de rayos x SIEMENS modelo D-500

5.3. Preparacion de Material Antibacterial

Para garantizar el desempefio del material es necesario someter nuestros

materiales a prueba en un ambiente abundante de bacterias con distintos métodos

39

——
| —



5.3.1. Preparacion de caldos nutritivos

Caldo soya tripticaseina: Se prepar6é segun indicaciones del fabricante.
Después de esterilizar el caldo en autoclave, éste se dej6é enfriar hasta la
temperatura ambiente en forma estéril bajo campana de flujo laminar horizontal
(Lumistell LH-120). Posteriormente se agregaron 10 ml de caldo en tubos de ensaye

con tapa roscada, en condiciones asépticas

Caldo de Miiller-Hinton: Se preparo siguiendo las indicaciones del fabricante y
suplementado con Ca*? y Mg*? ajustando a una concentracion final de 25 mg de Ca/L
y 12.5 mg de Mg/L de caldo.

5.3.2. Preparacién de Placas con Agar

Los agares soya tripticaseina, Muller-Hinton y MacConkey, se prepararon
segun las indicaciones del fabricante. Después de esterilizarse, se dejaron enfriar en
un bafio de agua a 45-50 °C (bajo campana de flujo laminar con rayos UV). Se
vertieron 20 ml de los preparados 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.

5.3.3. Preparacioén de cepa bacteriana

Se utilizé una cepa de E. coli con el Niamero de Coleccion de Cepas
Americana en ingles American Type Culture Collection (ATCC) 25922. La cepa fue
obtenida del Laboratorio Estatal de Salud Publica de Michoacan, la cual se hizo
crecer en cufias de agar soya tripticaseina a 37 °C por 24 h y se resembraron cada
12 h por 5 dias para garantizar la fase exponencial de crecimiento. Esta cepa fue

conservada a 4 °C, con el fin de mantener la viabilidad.
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5.3.4 Pruebas de pureza

Para verificar pureza de la cepa de E. coli se realiz6 una coloracion de Gram.
Se realizo 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 trato
con una solucibn 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 retuviero. Posteriormente, se les traté con un colorante de contraste

donde Unicamente las bacterias gram-negativas se tifieron.

5.3.5. Preparacién de los inéculos

Se tomaron tres colonias aisladas de cepas del mismo tipo mantenidas en
cufias de agar soya tripticaseina, se hicieron crecer en tubos con 5 ml de caldo de
soya tripticaseina a 37 °C hasta alcanzar su turbidez estandar (0.7 a 0.8 de densidad
optica). 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.

5.4. Disoluciones

La capacidad bactericida de los materiales se verifica mediante la técnica de
ensayo de dilucion en caldo Miiller-Hinton y la técnica de disolucion en agar, la
primera de ellas proporciona informacién preliminar acerca de la actividad
antimicrobiana, la segunda técnica se llevdé a cabo de acuerdo con el manual de
procedimientos para la determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos en

bacterias aisladas.
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5.4.1. Disolucion en caldo

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria, se realizaron
diluciones seriadas 1/10 de material en caldo Mduller-Hinton. Se emplearon dos
controles: el primero fue el control positivo (caldo Miller-Hinton al que se afiadi6 la
suspensién bacteriana) y el segundo fue el control negativo (caldo Muller-Hinton sin
antimicrobiano y sin suspension bacteriana). Los tubos fueron inoculados con una
cantidad calibrada de los microorganismos y los materiales bactericidas, estos se
incubaron por 24 horas a una temperatura de 37 °C. 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 Miller-Hinton, para determinar la

concentraciéon minima bactericida.

Para determinar la concentracion minima bactericida se extrajeron 100 uL de
los tubos en los cuales no se observo crecimiento visible de la bacteria; estas
suspensiones fueron inoculadas en placas Petri con agar Miller-Hinton debidamente
rotuladas con su concentracion. Las placas se dejaron incubar durante 24 horas a 37
°C. La lectura de los resultados se realizd en aquellas placas donde el antimicrobiano
fue capaz de eliminar completamente el desarrollo bacteriano o que elimin6 al 80%

de bacterias, comparandolo con el control positivo.
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CMKpg/ml) 100 25 3125

CMB(pg/ml) 25 125 625 3125 156

CMI(pg/mi) =3.125
CMB(ug/ml) =125

FIGURA 14. Metodologia para la determinacidn de la concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima bactericida.

5.4.2. Disolucién en Agar

Se inocul6 una cantidad estandarizada de bacterias de E. coli sobre la
superficie de una placa de agar Miller-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 inoculacién con el uso
del replicador de Steer. En cada ensayo se inoculdé, una placa sin material
bactericida, al comienzo y al final, para determinar viabilidad y detectar posibles
contaminaciones durante el procedimiento. Las placas se mantuvieron a temperatura
ambiente hasta secar el inéculo. Luego se incubaron invertidas a 36 °C por 24 h en

atmosfera aerobica.
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5.5. Crecimiento de bacterias en presencia de los materiales

Se determind el crecimiento de la bacteria en presencia de los materiales
bactericidas. Para ello, se valoré la capacidad bactericida de los materiales en
relacion con el tiempo y la concentracion promedio. Se inoculé una muestra de 0.5 ml
de los sistemas con bacterias E. coli en 5 ml de caldo de soya tripticaseina contenido
en tubos de ensaye. Se agregd una cantidad de material biocida a cada tubo
incubandose a 37 °C con agitacion a 30 rpm. Se tomaron muestras a diferentes
tiempos (0, 15, 30, 60, 90, 120, 180 y 240 min). Las muestras se sembraron en cajas
Petri con 20 ml de agar MacConkey. Una placa se inoculé con cultivo sin material
bactericida, al comienzo y al final. Las placas se incubaron invertidas a 37 °C por 24

h en atmdsfera aerdbica y se realizé el conteo de colonias.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Caracterizaciones

Para evitar los costos de distintas caracterizaciones a materiales similares, se
debe seleccionar las que evidentemente tienen menor desempefio y descartarlas, es
decir, someter los materiales sintetizados a pruebas sencillas para verificar cual

meétodo de sintesis cumple mejor su desempefio.

Respecto al TiO2 por ambos métodos de sintesis (sol-gel e hidrotérmica), se
sometieron a una prueba inhibitoria de bacterias con una impregnacion de 0.5% de
nanoparticulas de plata presentando el material sintetizado por el método sol-gel una
concentracion minima inhibitoria de 1/100 mientras que el material sintetizado por el
método hidrotérmico una concentracion minima inhibitoria de 1/1000, con esto
podemos decir que la difraccion por rayos x se llevé a cabo en el material sintetizado
por el método sol-gel arrojando resultados de que el 0.5% de nanoparticulas de plata
es insuficiente para cubrir en su totalidad la superficie del TiOz , esta situacidén es
preocupante debido a que el rendimiento del material se determina por la cantidad de
plata en el soporte, la distribucién en la superficie, el tamafio de las particulas y la
dimensién fractal de las particulas metalicas (Roberto Guerra, 2012) por ello se

aumenta al 1.5% para garantizar su inhibicion.

Por consecuente se determina solo usar como soporte el material sinterizado
por el método sol-gel y aumentar el porcentaje de las nanoparticulas de plata a 1.5%
dados los resultados y la viabilidad de las primeras pruebas. Estos materiales
deberdn ser analizados antes de la inhibicibn y después de la inhibicién

(recuperacion) con y sin rayos UV.
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6.1.1. Microscopia electrénica de barrido

6.1.1.1. Nanoparticulas de plata soportadas sobre TiO,.

En la figura 15, se presentan las micrografias para las nanoparticulas de plata
soportadas sobre TiOz al 1.5% donde las imagenes corresponden a los aumentos de
2000X, 5000X, 40000X y 100000X. A bajas magnificaciones se aprecia una vista del
soporte y las nanoparticulas de plata impregnadas uniformemente, donde estas
aparecen de forma brillante sobre la superficie. El tamafio de las particulas de plata

oscila entre los 25y 30 nm.

FIGURA 15: Micrografias de TiO2-Ag (1)2000X, (2)5000X, (3)40000X Y (4)100000X.
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6.1.1.2 Nanoparticulas recuperadas de plata soportadas sobre TiO;

En la figura 16 se presentan las micrografias para las nanoparticulas de plata
soportadas en TiOz al 1.5% recuperado de la prueba de inhibicion. Las imagenes
corresponden a los aumentos de 2000X, 10000X, y 100000X. Se aprecia una vista
del soporte y las nanoparticulas de plata impregnadas uniformemente y en este no

hay un cambio conformacional del material, Ademas, podemos observar el tamafio

de las particulas de plata que oscilan entre los 30 y 32 nm.

»
.
E— 100nm IIMM . —_— 100nm ITMM
X 100,000 5.0kV COMPO SEM WD 7.%m 5.0kV COMPO SEM WD 7.Smm
(3) (4)
FIGURA 16: Micrografias de TiO2-Ag Recuperado (1)2000X, (2)10000X, (3)100000X Y
(4)100000X.
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6.1.1.3 Nanoparticulas recuperadas de plata soportadas sobre TiO;
irradiado con rayos UV.

En la figura 17 se presentan las micrografias para las nanoparticulas de plata
soportadas en TiO2 al 1.5% recuperado que fue irradiado con luz UV para la prueba
de inhibicion. Las imagenes corresponden a los aumentos de 5000X, 10000X, y
100000X. Se aprecia una vista del soporte y las nanoparticulas de plata impregnadas
uniformemente, donde hay un cambio en las moléculas de plata al verse
aglomeradas en forma de triangulos sobre el soporte. Podemos observar el tamafio

de las particulas de plata que oscilan entre los 19 y 42 nm aglomeradas.

X 10,000 15.0kV COMPO

(4)

FIGURA 17: Micrografias de TiO2-Ag con luz UV (1)5000X, (2)10000X, (3)10000X Y (4)100000X.
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6.1.1.3.1. Mapeo de nanoparticulas recuperadas de plata soportadas
sobre TiO; irradiado con rayos UV.

En la figura 18 se presentan las micrografias de un mapeo para el TiO2

soportado por nanopatrticulas de plata al 1.5%, recuperado, que fue irradiado con luz

UV para la prueba de inhibicion

FIGURA 18: Mapeo de TiOz-Ag recuperado irradiado con rayos UV

6.1.2. Espectrometro dispersivo de energia (EDS).

6.1.2.1. EDS de nanoparticulas de plata soportadas en TiO;
En la figura 19 se muestra el grafico donde observamos los picos con su

respectivo componente, nos muestra los picos de los componentes que se

encuentran en el material sin mostrar contaminaciéon cruzada
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FIGURA 19: Graficas de espectro dispersivo de la energia (EDS) TiO2-Ag.}

6.1.2.2. EDS de nanoparticulas de plata soportadas en TiO; recuperado.
En la figura 20 se muestra el grafico donde podemos observar los picos con su

respectivo componente, encontramos particulas de Fosforo y Cobre, sin embargo,

estas no afectan la capacidad inhibitoria del material.
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FIGURA 20: Graficas de espectro dispersivo de la energia (EDS) TiO2-Ag recuperado.

6.1.2.3. EDS de nanoparticulas de plata soportadas en TiO; recuperado irradiado
con rayos UV.

En la figura 21 se muestra el grafico donde podemos observar los picos con su
respectivo componente, nos muestran los elementos encontrados en el material,
igual que el material anterior se encontré Fosforo sin afectar el crecimiento de la

bacteria.
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FIGURA 21: Graficas de espectro dispersivo de la energia (EDS) TiO2-Ag recuperado irradiado
con rayos UV.

6.1.3. Difraccion con rayos X.

6.1.3.1. Difraccidn de rayos x de nanoparticulas de plata soportadas por
TiO2 0.5% método sol-gel.

Se identifica al TiO2 en fase anatasa y en menor proporcion al rutilo y que la

plata demostrando que no es suficiente concentracion para inhibir a la bacteria.
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FIGURA 22: Graficas de difraccion de rayos x sobre TiOz2-Ag al 0.5% sintetizado por el método
sol-gel.

6.1.3.2. Difraccidn de rayos x sobre nanoparticulas de plata soportadas
por TiO; 1.5% método sol-gel.

Se identifica al TiO2 en fase anatasa y la plata queda indicada en el valor 2
theta = 38 grados demostrando que la concentracion fue suficiente para inhibir a la

bacteria conforme a las pruebas inhibitorias.
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FIGURA 23: Graficas de difraccion de rayos x sobre TiO2-Ag al 1.5% sintetizado por el método
sol-gel.

6.2. Evaluacién antibacterial.

Se decidi6 utilizar el método de dilucion en caldo. Como ya se menciond en
los antecedentes, el método de dilucién en caldo se utiliza para determinar tanto la
concentracion minima bactericida (CMB) como la concentracion minima inhibitoria
(CMI). Definiendo como CMI la concentracibn mas baja que puede inhibir el
crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24 horas; y CMB
como la concentracion mas baja que puede prevenir el crecimiento de un
microorganismo después de subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado.

Los materiales en esta investigacion pueden modificarse al ser usados y perder sus
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propiedades antibacteriales. Resulta entonces interesante analizar los resultados de
las pruebas antibacteriales de los materiales posterior a la prueba de dilucion en
caldo, esto para saber si sus propiedades se conservaron, se potenciaron o
desaparecieron. De igual forma, se procedi6 a irradiar los materiales con energia UV
antes de ponerse en contacto con la bacteria, y analizado para observar sus
propiedades durante a la prueba de dilucion en caldo y al final de la inhibicién.

6.2.1. Evaluacion del TiO,-Ag al 1.5 % sobre bacterias de Escherichia coli
con y sin presencia de luz UV.

En la Tabla 1 se observa el efecto inhibitorio en placa microbiana de las
bacterias de Escherichia coli expuestas al material de nanoparticulas de plata

soportadas en TiO2.

En la tabla 2 se muestran los valores en el conteo de colonias con respecto al
tiempo de accion de las nanoparticulas de plata soportadas en TiOz al 1.5% contra
las cepas de Escherichia coli utilizando el método de dilucién y siembra en agar para

cada uno de los tiempos de exposicion.
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TABLA 1: inhibicion de colonias por cada prueba (duplicada).
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TABLA 2: Numero de colonias contadas por cada prueba (duplicada).

El crecimiento microbiano y el conteo de colonias de las cepas de Escherichia
coli en presencia del material bactericida, se observé teniendo en cuenta el nimero
de colonias iniciales en la suspension de microorganismos inoculados y las colonias
crecidas o eliminadas, en el transcurso del tiempo de exposicion de 0, 30, 60, 90,
120, 180 y 240 minutos, asi como la valoracion del efecto bactericida del material sin
irradiar e irradiado. Las pruebas se realizaron por duplicado en placas con agar
McConkey. Estas pruebas permitieron definir el momento en el que el agente biocida
actla sobre el ciclo de replicacion bacteriano.

En la figura 24 se observa que los materiales impregnados de plata son
bactericidas para la bacteria de Escherichia coli. Las curvas control demostraron que
con la presencia de las nanoparticulas de plata existe inhibiciébn bacteriana
corroborando que el material de TiO2-Ag sin presencia de luz UV tiene efecto sobre
la bacteria.
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FIGURA 24: Efecto inhibitorio del TiO2-Ag sobre crecimiento de E. coli.

En la Figura 25 se observa que los materiales impregnados de plata e
irradiados con luz UV son bactericidas en periodo mas corto para la bacteria de
Escherichia coli. Las curvas demostraron que con la presencia de las nanoparticulas
de plata y radiacion UV existe inhibicién bacteriana corroborando que el material TiO2
en presencia de luz UV tiene efecto bactericida sobre la bacteria.

——

58

'



300

250

o}
w

z
& S 200
Z S N__—
S & 150
o5
E (%]
o 3 100
x J
s
o)
=4 50

0
0 15 30 60 90 120 180 240
TIEMPO (MIN)
e PATRON TiO2-Ag UV 1 TiO2-Ag UV 2

FIGURA 25: Efecto inhibitorio del TiO2-Ag irradiado con rayos UV sobre crecimiento de E. coli.

En la Figura 26 observamos que los materiales irradiados con luz UV, tienen
mejores efectos bactericidas para la bacteria de Escherichia coli en un menor tiempo
corroborando que el material de TiO2 con presencia de luz UV tiene efectos
bactericidas sobre la bacteria, demostrando que se puede irradiar antes de poner en
contacto con la bacteria, evitando asi exponer a la bacteria a los rayos UV que

también tienen un efecto bactericida.
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FIGURA 26. Comparacion del efecto inhibitorio de los materiales sobre crecimiento de E. coli.

Dado que los datos mostrados anteriormente no muestran una comparacion efectiva
de los datos, ya que estos parten de puntos completamente diferentes, se realizd un
ajuste donde se partié de un 100% de bacterias y consecutivamente la inhibicion de

estas, dando resultados mas accesibles a la hora de graficar y comparar.
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MATERIAL TIEMPO (min)
0 15 30 60 90 120 180 240
PATRON 100 106 111 115 120 124 129 147
TiO2-Ag 1 100 73 56 15 29 27 6 4
TiO2-Ag 2 100 118 60 47 53 45 16 0
TiO2-Ag UV 1 100 80 42 2 0 0 0 0
TiO2-Ag UV 2 100 82 14 4 0 0 0 0
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TABLA 3: Porcentaje de colonias por cada prueba.
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FIGURA 27: Efecto inhibitorio del TiO2-Ag sobre crecimiento de E. coli (Porcentaje)
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FIGURA 28: Efecto inhibitorio del TiO2-Ag irradiado con rayos UV sobre crecimiento de E.

coli(Porcentaje).
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FIGURA 29: Comparacion del efecto inhibitorio de los materiales sobre crecimiento de E. coli
(Porcentaje).
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7. CONCLUSIONES

El material sintetizado irradiado con luz ultravioleta dio buenos resultados en
la inhibicién de la bacteria E. Coli, esto es debido a que la luz UV activo las

nanoparticulas de plata.

Los resultados muestran que efectivamente el material irradiado eliminé la
bacteria E. coli en 90 minutos, un tiempo menor al material sin radiacion que

durd 240 minutos, a pesar de contener este un menor numero de bacterias.

Se pudo sintetizar efectivamente el TiO2 por ambos métodos, sin embargo, el
que muestra menor tiempo de sintesis es el método sol-gel asistido por
microondas asi también cémo su adecuado soporte con nanoparticulas de

plata coloidal por el método humedo incipiente.
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