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Resumen

Se soportaron particulas de plata u oro en zeolitas sintéticas y se evaluaron como
bactericidas de Escherichia coli y Salmonella typhi. Las variables estudiadas
fueron la cantidad de plata y oro soportada en las zeolitas. Los materiales se
caracterizaron por Difraccion de rayos X (DRX), Resonancia magnética nuclear
(RMN) de 2°Si y 2’Al y Microscopia electrénica de transmision (MET). Los
microorganismos se incubaron en caldo de soya tripticaseina, empleando agar
selectivo para su deteccion y cuantificacion; la determinacion del numero de
unidades formadoras de colonia (UFC) se hizo con la técnica de conteo de

colonias y area de las mismas.

Cantidades de Ag-zeolita y Au-zeolita aproximadamente 0.06 g/18 ml de cultivo,
con una concentracion de 2.1% en peso de plata u oro, eliminaron todas las
colonias de Escherichia coli a tiempos de 30 min. Para la eliminacion de colonias
de Salmonella typhi, se requiri6 mayor cantidad de muestra biocida (0.12 g/18 ml)

para la eliminacién total de la Salmonella typhi en 60 min.

Palabras claves: Zeolita; bactericida; bacteriostatico; Escherichia coli; Salmonella
typhi;
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Abstract

Silver and gold particles were supported in synthetic zeolites and evaluated as
bactericides of Escherichia coli and Salmonella typhi. The variables studied were
the amount of silver and gold supported in the zeolites. The materials were
characterized by X-ray diffraction (XRD), nuclear magnetic resonance (NMR) of
29Si and 27Al and transmission electron microscopy (TEM). The microorganisms
were incubated in tripticase soy broth, using selective agar for detection and
quantification; The determination of the number of colony forming units (CFU) was
done with the colony counting technique and area of them.

Amounts of Ag-zeolite and Au-zeolite approximately 0.06 g / 18 ml of culture, with
a concentration of 2.1% by weight of silver or gold, all colonies of Escherichia coli
at a time of 30 min. For the elimination of Salmonella typhi colonies, a larger
amount of biocidal sample (0.12 g / 18 ml) is required for the total elimination of

Salmonella typhi in 60 min.

Keywords: Zeolite; bactericide; bacteriostatic; Escherichia coli; Salmonella typhi;
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Capitulo 1. Introduccion

La transmision de patdgenos por medio del agua continda siendo un problema
grave. Por ello, 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 toxicos, 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. En la
actualidad, la plata sigue siendo un agente comun en el tratamiento de las heridas
debido a que en muchos casos la prescripcion de antibidticos esta limitada
(Gemmell C., 2006).

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

estos compuestos pueden inhibir la actividad enzimatica de los liposomas.



Capitulo 2. Antecedentes

La contaminacion microbiolégica de las aguas de consumo humano impacta
negativamente a la salud de la poblaciébn. Los riesgos epidemiolégicos,
relacionados con el consumo de agua contaminada por microorganismos
virulentos son causales del célera, de las fiebres tifoideas o de la hepatitis virica.
Una contaminacion microbiolégica puede afectar a algunas personas o0 a
comunidades enteras, dependiendo de la calidad o del tipo de microorganismo, su
modo de transmisién, asi como del perfil de las personas contaminadas. La
contaminacion microbiologica 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 infeccién por microorganismos patégenos depende de
su grado de invasion, de su dosis minima infectante asi como del nivel
inmunologico del organismo huésped. Algunas bacterias patdégenas pueden
incluso multiplicarse en los alimentos y las bebidas, lo que aumenta los riesgos de
infeccion. Debido a estas condiciones, en el caso de los microorganismos
patdogenos 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 ningin
agente patdégeno para los seres humanos (NMX-AA-42-SCFI- 1987, 2000).

Las bacterias patogénicas, como Salmonella typhi (S. typhi) y Escherichia coli (E.
Coli), son de particular interés por ser transmisoras de enfermedades por
alimentos; son causantes de enfermedades peligrosas, como la salmonelosis en el
caso de la S. typhi y el sindrome urémico hemolitico por E. Coli, ambas con

consecuencias graves y permanentes para el ser humano.

2.1 Particulas metalicas de plata y oro como bactericidas

La plata iénica interacciona electrostaticamente con la membrana de la célula,



desalojando los iones de calcio y zinc por intercambio iénico. Sin embargo, los
iones de plata interaccionan con los iones del medio externo a la célula,
disminuyendo la concentracion de iones de plata para interactuar con la
membrana de la célula. Entonces, la plata metalica parcialmente cargada (Ag®"),
puede proponerse como bactericida. En este caso no se tendria el problema de
disminucién en la concentracion por intercambio i6nico con el medio externo a la
célula. Ademas de la plata también existen otras particulas metdlicas que pueden
interactuar con la membrana de la célula, por ejemplo oro, que es también un
metal noble que puede seguir el mismo mecanismo que las particulas de plata
sobre todo las particulas a escala nanométrica, como ya se ha mostrado en
catalisis (Huang et al., 2007).

2.2 Particulas de Ag y Au soportadas como bactericidas

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

bacteriano de E. Coliy S. Typhi.

Existen antecedentes del uso de zeolitas como soportes de materiales para la
desinfeccién de los efluentes de procesos biol6gicos aerobios y anaerobios. Se
aplican para evitar la propagacion 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 concentraciéon 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.

2.3 Los soportes tipo zeolita

Las zeolitas y los materiales zeoliticos son soélidos cristalinos microporosos que
contienen cavidades y canales de dimensiones moleculares (de 3 a 20 A), que
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):
Me" [(AlO2) x (SiO2) y (H20) Z]

Siendo n, X, y, z ndmeros enteros y Me un catibn metalico. No obstante, en
general, los materiales zeoliticos pueden contener ademas de Si y Al otros

elementos como V, Py Ti.

La sustitucion isomorfica de atomos de silicio por &tomos 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
zeolitica no pueden haber uniones Al-O-Al, es decir dos tetraedros [AlO4] vecinos.
Por tanto, el valor minimo de la relacién 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 iénico en las zeolitas depende de la naturaleza del
cation (tipo, tamafo y carga), de la temperatura, de la concentracion de especies
cationicas en disolucién, del tipo de anidén asociado a la disolucion catidnica, del

disolvente y de las caracteristicas estructurales de la zeolita.



2.4 Estructura de las zeolitas

Estructuralmente, las zeolitas son caparazones de aluminosilicatos constituidos de
una red tridimensional infinita de tetraedros de (SiO4)* y (AlO4)*> unidos a través
de los oxigenos y en los que la carga residual por la presencia de AIP* en la red
de silicio estd neutralizada por cationes mono, di o trivalentes, orgénicos e

inorganicos.

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

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

Las zeolitas que mas se utilizan a nivel industrial son las faujasitas (FAU),
mordenitas (MOR), las silicalitas de tipo MFI y la clinoptilolita (HEU).

2.4.1 Zeolita faujasita (FAU)

Las zeolitas tipo FAU son de poro grande, contienen cavidades casi esféricas de
unos 12 A de diametro (figura 1a) interconectadas por ventanas de 7.4 A (figura
1b). Las faujasitas pueden ser del tipo X o Y segun el contenido de aluminio de la
celda unidad. Las faujasitas con densidad de aluminio entre 96 y 77 Al/celda
unidad seran de tipo X y aquellas con densidades menores de Al son tipo Y. En
consecuencia, el numero de cationes de intercambio es superior en las
Faujasitas tipo X. La zeolita Y es una zeolita sintética isomorfica con la faujasita

existente en la naturaleza.

La unidad estructural basica de la zeolita Y es la sodalita, la cual consiste en un
octaedro truncado, constituido por veinticuatro tetraedros de silicio o aluminio
dispuestos de modo que conducen a seis ventanas de cuatro miembros y a ocho

de seis. La conexion entre las distintas unidades de sodalita se realiza por puentes



de oxigeno a través de las caras con ventanas de seis miembros, resultando la
estructura representada en la figura 1a, caracteristica de la zeolita Y. Presenta una
cavidad central, “la gran cavidad”, que se enlaza tridimensionalmente con las
unidades siguientes a través de canales limitados por ventanas de doce atomos

de oxigeno (Dwyer J., 1984).
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Figura 1. (a) Estructura de la zeolita faujasita (FAU), (b) anillos de 12 tetraedros
gue forman las ventanas de los canales.

2.4.2 Zeolita mordenita (MOR).

La mordenita es una zeolita presente en la naturaleza que posee un sistema de
canales de 12 miembros de dimensiones 6.5 x 7.0 A (figura 2a) que se encuentran
interconectados entre ellos por medio de otro sistema de canales de menor
tamafio (5.7 x 2.6 A), figura 2b.
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Figura 2. (a) Estructura de la zeolita mordenita (MOR), (b) anillos de 12 tetraedros que
forman las ventanas de los canales.

2.5 Plata y oro soportados en zeolitas

Las zeolitas son excelentes candidatas como soportes de Ag y Au porque ademas

de su alta area superficial son versétiles en cuanto a la forma de poros.

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

concentracion de plata, etc. (Rosabal B. Et al, 2005).



Capitulo 3. Objetivos e hipotesis

3.1 Objetivo general

Preparar materiales Faujasita-metal y Mordenita-metal para evaluar las
propiedades bactericidas de nanoparticulas de plata y oro soportadas en
materiales mesoporosos zeoliticos sintéticos, frente a las bacterias E. Coli y S.

Typhi.
3.1.1 Objetivos especificos

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

Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y concentraciones
minimas bactericidas (CMB) de los materiales biocidas en estudio para inhibir la
E. Coliy S. Typhi.

3.2 Hipotesis

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

incorporarlos en zeolitas para tener una mayor area activa.



Capitulo 4. Parte experimental

4.1 Preparacion de Soportes

4.1.1 FaujasitaY

La zeolita de tipo faujasita con una relacion molar de Si/Al de 5.1 y un area
especifica de 925 m?/g, se adquirié en zeolyst International (USA). La zeolita en su
forma amoniacal NH4*-Y se calentdo a 400 °C por 6 h para obtener la forma

protonada, HY.
4.1.2 Mordenita

La zeolita NHs4*-mordenita con una relacion molar Si/Al de 20 se adquirid en
zeolyst internacional (USA). La H*-mordenita (HM) se prepard por calentamiento
de NH4™-mordenita a 400 °C por 6 h.

4.2 Materiales

Se prepararon una serie de materiales de zeolita faujasita Y y mordenita con 2.1y
1.1 % en peso de plata, utilizando AgNOs. Para favorecer la reduccion de la plata
y la incorporacion del metal, los materiales se sometieron a tratamientos térmicos
en flujo de H2 a 500 °C. Los materiales soporte-Ag preparados se pusieron en
contacto con las bacterias para explorar el efecto de la concentracién del metal, la
temperatura de reduccién y el tiempo de contacto en las propiedades biocidas del
material. Asi se definieron los parametros de % en peso del metal y de
temperatura de reduccién para utilizarlos en los otros soportes.



4.3 Soportes-Ag

4.3.1 Faujasita Y-Ag

La zeolita HY (2.5 g) se suspendié en 50 ml de solucion 0.05 M de AgNO:s.
Después de 3 h el solido se separo por centrifugacion, se lavo tres veces con agua
destilada, se sec6 a 80 °C y se redujo a 500 °C en un flujo de Hz (10 ml/min) por 4
h. La cantidad de plata en el sélido fue de 2.1% en peso. La muestra de Ag
preparada se nombro como faujaAg-500-2.1 (Tabla 4.1).

4.3.2 Modernita-Ag

Un gramo de Mordenita se suspendio en 50 ml de una solucién 0.03 M de AgNO:s.
Después de 48 h, el solido se separ6 por centrifugacion, se lavo tres veces con
agua destilada, se sec6 a 80 °C y se redujo a 500 °C en un flujo de Hz (10 ml/min)

por 4 h. La muestra asi preparada se nombré como mordeAg-500-1.1 (Tabla 4.1).

Tabla 1. Contenido de Ag en los materiales soporte-Ag.

Muestra Temper_atura de | Contenido Ag*
reduccion (°C) (% peso)
FaujaAg-500-2.1 500 2.1
MordeAg-500-1.1 500 1.1

*Determinado por espectroscopia de absorcidén atbmica.

4.4 Soportes-Au

4.4.1 Faujasita Y-Au

La zeolita HY se suspendi6 en una solucion coloidal de oro (5 nm). Después de 30
min, el sélido se separd por centrifugacion, se lavo tres veces con agua destilada,
se secO a 80 °C y se redujo a 500 °C en un flujo de Hz (10 ml/min) por 4 h. La
cantidad de oro en el catalizador fue de 2.1% en peso. La muestra de Au

preparada se nombré como faujaAu-500-2.1 (tabla 4.2).
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4.4.2 Mordenita-Au

La zeolita HM se mezclé con una solucion acuosa conteniendo Au(NH3)4(NOs3)s. El
Au(NH3)4(NO3)s3 se disolvidé en una solucion acuosa sobre saturada de NH4NOs, a
esta solucion se afadio gota a gota una solucién de NH4OH hasta alcanzar un pH
de 7, seguido de una agitacion por 24 h. Las muestras se filtraron y se lavaron con
agua desionizada, en seguida se redujeron a 500 °C en flujo de H2 (20 ml/min)
por 2.5 h. Las muestras preparadas a diferentes concentraciones de Au se
llamaron mordeAu-500-1.7 y mordeAu-500-2.9. La tabla 4.2 resume las muestras

soporte-Au en estudio.

Tabla 2. Contenido de Au en los materiales soporte-Au.

Muestra Tempergtura de | Contenido Au
reduccion (°C) (% peso)
FaujaAu-500-2.1 500 2.1
MordeAu-500-1.7 500 1.7
MordeAu-500-2.9 500 2.9

*Determinado por espectroscopia de absorcidn atbmica.

4.5 Materiales bioldgicos

4.5.1 Preparacion de caldos nutritivos

El caldo soya tripticaseina se prepard segun las indicaciones del fabricante.
Después de esterilizarse en autoclave, se dejé enfriar a temperatura ambiente (en
forma estéril bajo campana de flujo laminar). Se agregaron 18 ml de caldo en

tubos de ensaye con tapa rosca, en condiciones asépticas.

El caldo de Mieller-Hinton se prepar¢ siguiendo las instrucciones 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.
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4.5.2 Preparacion de placas de agar

Los agares soya tripticaseina, Miller-Hinton, macconkey y verde brillante, se
prepararon segun las indicaciones del fabricante. Después de esterilizarse
introduciéndolos en autoclave, se dejaron enfriar en un bafio de agua a 45-50 °C
(en forma estéril bajo campana de flujo laminar). Se vertieron 30 ml de los
preparados en cajas Petri de 100 mm de 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.
4.5.3 Cepas bacterianas

Se utilizaron cepas de E. Coli y S. Typhi, obtenidas de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional (ENCB-IPN), las cuales se

hicieron crecer en cufias de agar soya tripticaseina a 35.5 °C por 48 h.
4.5.4 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 10 mL de caldo de soya tripticaseina a las
condiciones Optimas de temperatura para los microorganismos (35.5 °C). Los
in6culos se resembraron cada 24 h por 3 dias para mantener la fase exponencial

de crecimiento.

4.6 Caracterizacion de los materiales

4.6.1 Difraccion de rayos-X

Los patrones de difraccion de rayos X (por sus siglas en ingles XRD) de las
muestras se obtuvieron en un difractbmetro Siemens D500 que usa un tubo de

cobre de rayos-X. La radiacion Ka (longitud de onda de 0.70930 A) se selecciond
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con un monocromador de haz difractado.
4.6.2 Resonancia magnética nuclear

Los experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN), de %Al y 2°Si en
estado solido se realizaron en un espectrometro Bruker Avance 400 a frecuencias
de 104.2 y 79.4 MHz, respectivamente. Los espectros de RMN de 2°Si se
adquirieron mediante el uso de las técnicas combinadas de giro en el angulo y
desacoplamiento dipolar del proton (HPDEC). Se emplearon pulsos sencillos de
excitacion (3 us) con un tiempo de repeticién entre pulsos de 40 s. Las muestras
sOlidas se empacaron en rotores de zirconio. Los rotores se giraron a una
frecuencia de 5 kHz. Los desplazamientos quimicos se expresan como ppm, con
referencia al tetrametilsilano (TMS). Los espectros de RMN de 2’Al se adquirieron

con pulsos cortos (11/12) y tiempos de repeticion de 0.5 s.

Las muestras se giraron a 10 kHz, y los desplazamientos quimicos se

referenciaron a una solucion acuosa 1 M AICls.
4.6.3 Microscopia electrénica de transmision

Los materiales se observaron en un microscopio electrénico de transmision
JEOLJEM-3000F equipado con un procesador de imagines (STEM). El voltaje de
operacion fue de 300kV, y la resolucién fue de 0.20 nm. Se midieron al menos 200
particulas para determinar el diametro medio mediante el uso de un analizador de

imagenes computarizado (Nippon Avibnica C. Ltd., EXCEL).

4.7 Evaluacion de los materiales como bactericidas

4.7.1 Bactericida en medio liquido

Para valorar la capacidad bactericida de los materiales se emple6 la técnica de
ensayo de dilucion en caldo Miuller-Hinton, la cual proporcioné informacion
preliminar acerca de la actividad antimicrobiana. En los ensayos de dilucion en

caldo, en 6 tubos de ensaye con la misma cantidad de caldo soya tripticaseina (18
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mL), se agreg0 una cantidad de material bactericida, para obtener diluciones
dobles y progresivas de agente microbiano. Los tubos fueron inoculados con una
cantidad calibrada de los microorganismos de prueba (para garantizar una misma
cantidad de bacterias en cada tubo), e incubados por 24 h a una temperatura de
35.5 °C. Uno de los tubos no contenia agente bactericida y se tomd como testigo
o control. En aquellos tubos donde la bacteria se desarroll6, se observé una
turbidez. Cuando el material biocida inhibié el crecimiento el medio de cultivo no
presento turbidez, determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI), que es
un punto de ruptura en el desarrollo bacteriano. Después de la incubacion, los
tubos en donde no hubo crecimiento fueron sembrados en agar Muller-Hinton,

para determinar la concentracion minima de bactericida (CMB).

Las pruebas de turbidez se realizaron en un espectrofotdmetro UV-Vis Varian Cary
4000. Se midié la absorbancia a 590 nm, manteniendo los cultivos a 35.5 °C, para
determinar el crecimiento o inhibicién de los microorganismos. Esta medicion se

realiz6 diariamente por 3 dias.

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

bacteriostatico.

4.7.2 Bactericida en medio sélido

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 S. typhi o 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 inoculacion con el uso del
replicador de Steer, el cual permite sembrar varias cepas en forma rapida vy

simultdnea en el agar.

El replicador se calibr6é para depositar alicuotas de 1-2 uL de cada in6culo sobre la
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superficie del agar.

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

crecimiento (-).

4.8 Crecimiento bacteriano en presencia de los materiales

biocidas

Se determiné el crecimiento de S. typhi y E. coli en presencia de los materiales
biocidas. Para ello, se valoré la capacidad bactericida de los materiales en relacion
con el tiempo y con distintas concentraciones fijas de antimicrobiano. Se enfrentd
un inéculo normalizado a concentraciones fijas de antimicrobiano en un caldo. Las
concentraciones fueron la CMI de cada material biocida. Se inoculé 1 mL de
muestra de los sistemas liquidos con bacterias (S. typhi o E. coli), en 18 mL de
caldo de soya tripticaseina contenido en tubos de ensaye con tapa rosca. Se
agrego una cantidad de material biocida (cantidad determinada como CMI) a cada
tubo incubandose a 35.5 °C con agitacion a 30 rpm. Se tomaron muestras a
diferentes tiempos (0, 5, 30, 60, 90 y 120 min). La muestra tomada se sembro6 en
cajas Petri con 30 mL de agar selectivo (MacConkey para E. coli y verde brillante
para S. typhi) por la técnica de estriado en placa. Como control, una placa se
inoculé con cultivo sin material bactericida, al comienzo y al final. Las placas se
incubaron invertidas a 35.5 °C por 48 h en atmdsfera aerdbica y se realizé el

conteo de colonias.
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Capitulo 5. Resultados y discusion

5.1 Materiales

5.1.1 Propiedades estructurales

5.1.2 Soportes-Ag

5.1.2.1 FaujaAg-500-2.1

El difractograma de rayos X de la muestra FaujaAg-500-2.1, figura 3, muestra los

picos correspondientes a la zeolita faujacita-Y (tarjeta JCPDS45- 0112). Los picos

son intensos y estrechos lo que demuestra la alta cristalinidad de este material.

Ademas de los picos caracteristicos de la zeolita, se observan dos picos a 38.1° y

44.3° que corresponden a la plata metalica. Este resultado sugiere que parte de la

plata se estabilizd sobre la superficie externa de la zeolita como particulas de plata

metalica.
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Figura 3. Patrones de difraccion de rayos X de la muestra FaujaAg-500-2.1.
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La figura 4 presenta el espectro 2°Si RMN de la muestra FaujaAg-500-2.1. Las
sefiales mas intensas son las de Si(2Al) y Si(1Al), sugiriendo que el aluminio se
encuentra homogéneamente distribuido en la red de silicio y que no se presentan
dominios enriquecidos en aluminio (Si(4Al)). No obstante, el espectro ?’Al RMN
(figura 5) muestra que no todo el aluminio esta incorporado a la red zeolitica. En el
espectro de la zeolita sin plata, esta sefial no se observd, por tanto debe
concluirse que la zeolita se desalumin6 durante el proceso de deposicién de la
plata o por el tratamiento térmico.

\

r+- 1+ 1 1 1 1 v 1 r 1T ¥ 1
20 0 -20 -40 -60 -0  -100 120 -140

Desplazamiento quimico (ppm)
Figura 4. Espectro 2°Si RMN de la muestra FaujaAg-500-2.1.
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Figura 5. Espectro 2’Al RMN de las muestras Fauja H y FaujaAg-500-2.1.
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5.1.2.2 MordeAg-500-1.1

El patron de difraccion de rayos X de la muestra mordeAg-500-1.1 (Figura 6) se
indexa al de la mordenita. La muestra fue cristalina y no se detectdé material
amorfo. Adicionalmente, no se observaron los picos de la plata metélica, lo que se
puede interpretar como una buena dispersion de las particulas de plata sobre la
superficie de la mordenita, o bien que el bajo contenido de plata en la muestra

esta por debajo de la sensibilidad de la técnica DRX.

Intensidad (u.a.)
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Figura 6. Patrén de difraccion de rayos X de la muestra MordeAg-500-1.1.

El espectro 2°Si RMN de la muestra Morde (figura 7) se compone de dos sefiales a
-115 y a -117.3 ppm, que revelan una estructura muy ordenada. Con la
incorporacion de plata, el espectro no cambia significativamente, a alto campo

aparece aun como un hombro. La estructura silicea se mantiene.

Este resultado es relevante ya que puede interpretarse como que la incorporacion

de plata no modifica la superficie.
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Figura 7. Espectro °Si RMN de las muestras Morde y MordeAg-500-1.1.

5.1.3 Soportes-Au

5.1.3.1 FaujaAu-500-2.1

El patrén de difraccién de rayos X de FaujaAu-500-2.1 se incluye en la figura 8. El
patron se indexa completamente al de una zeolita faujasita. Los picos de oro a
38.1 y 44.5 no son perceptibles, sugiriendo una excelente dispersiéon de esta fase
metalica sobre la superficie zeolitica. Si se compara este difractograma con el de
la zeolita Y con plata, difieren notablemente en intensidades relativas de los picos.
Debido al método de incorporacion de los metales, es posible que una fraccion de

plata se haya incorporado como cation en posicion de intercambio. En resumen, el
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oro metalico esta mejor dispersado que la plata metalica en la superficie externa

del soporte de tipo faujasita.

f’ | ||
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Figura 8. Patrén de difraccion de rayos X de la muestra FaujaAu-500-2.1.

El espectro 2°Si RMN de la muestra FaujaAu-500-2.1 (figura 9) contiene tres picos
atribuibles a unidades de silicio Si(3Al), Si(2Al) y Si(1Al). Las intensidades relativas
de estas sefales difieren de las observadas en el espectro correspondiente para la
muestra FaujaAg-500-2.1, lo cual confirma no solo que la plata y el oro se
dispersan diferentemente en este soporte sino que ademdas las unidades
estructurales de la zeolita se modifican. En este sentido, el proceso de
impregnacion sugiere una redistribucion de los aluminios en la red zeolitica,
mientras que en la muestra con plata existen mayoritariamente unidades Si(1Al),
en la muestra con oro las unidades predominantes son Si(2Al). Este
comportamiento debe estar condicionado por la cantidad de aluminio en la red

zeolitica.
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Figura 9. Espectro 2°Si RMN de la muestra FaujaAu-500-2.1.

5.1.3.2 MordeAu-500-1.7 y MordeAu-500-2.9

Los patrones DRX en la figura 10 muestran que, al aumentar la cantidad de oro, la
cristalinidad de la muestra disminuye. Los picos DRX de oro metalico (38.4° y
44.5°) se observan en el patrén de las dos zeolitas MordeAu-500-1.7 y MordeAu-
500-2.9. Se debe concluir que la incorporacion de oro en la mordenita se
acompafa de una destruccion parcial de la red zeolitica y de la estabilizacion de

particulas metalicas de oro grandes en la superficie externa.
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Figura 10. Patron de difraccion de rayos X de las muestras a) MordeAu-500-1.7 y b)
MordeAu-500-2.9.

e —

Los espectros 2°Si y 2’Al RMN de la muestra MordeAu-500-1.7, figuras 11 y 12,
respectivamente, muestran que la zeolita mordenita, en efecto presenta cambios
estructurales como lo sugirié la difraccién de rayos X. Por un lado, el espectro 2°Si
RMN se compone de dos sefiales con desplazamientos quimicos, lo que sugiere
una red deficiente en aluminio. Por otro lado, el espectro 2’Al RMN se compone de
una sola sefial de especies aluminio tetraédricas (a 54.8 ppm). No obstante, la
seflal es ancha y asimétrica, lo que sugiere que algunas particulas de oro,
probablemente iones, estan cerca de los aluminios estructurales, es decir dentro

de los canales de la zeolita.
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Figura 11. Espectro 2°Si RMN de la muestra MordeAu-500-1.7.
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Figura 12. Espectro 2’Al RMN de la muestra MordeAu-500-1.7.

5.2 Propiedades texturales

5.2.1 Soportes-Ag-Au

En las figuras 13 y 14 se reportan los tamafios de particulas de plata y oro
soportadas, en los materiales faujasita y mordenita respectivamente. En ambas
muestras se obtuvo una distribucion multimodal, observandose particulas de 3

hasta 27.5 nm, con la mayor parte de las particulas en el intervalo de 12.5 a 17.5
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nm (diametro) para la FaujaAg-500-2.1 y en el intervalo de 10 a 15 nm para la
MordeAg-500-1.1. Comparando el tamafio de las particulas en ambos materiales,
se observa que la MordeAg-500-1.1 presenta mayor cantidad de particulas de

tamano de 10 a 12.5 nm.
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Figura 13. Histogramas de distribucion de tamafio de particula de FaujaAg-500-2.1 Y
FaujaAu-500-2.1.
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Figura 14. Histogramas de distribucion de tamafio de particula de MordeAg-500-1.1y
MordeAu-500-1.7.

Siguiendo con las propiedades texturales de las muestras soporte-Ag, sus valores
de area especifica se presentan en la tabla 3. Como se observa, los materiales
con plata reducen su area especifica cuando la plata se incorpora al soporte. Las
areas especificas dependen del contenido de plata, presentando el valor mas alto
de area especifica el material MordeAg-500-1.1 (397 m?/g), el cual contiene la

menor cantidad de Ag.
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Tabla 3. Areas especificas de los materiales soporte-Ag.

Muestra Area eszpecmca Muestra Area eszpemflca
(m~/g) (m?/g)
Fauja 925 Morde 439
FaujaAg-500-2.1 166 MordeAg-500-1.1 397

5.3 Evaluacion de materiales como bactericidas

5.3.1 Ensayo de concentraciones minimas inhibitorias para materiales
soporte-Ag como biocida de E. Coliy S. typhi
Se realizd un primer sondeo para determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de los materiales soporte-Ag como biocida de E. coli. En el ensayo se
incluyeron 4 aislados de E. coli, los que fueron expuestos a los materiales soporte-
Ag para obtener suspensiones con concentraciones (gramos de material por
mililitro de caldo de cultivo) de 2.2 x 102 g/mL, 3.3 x 103 g/mL y 4.4 x 102 g/mL;
después de la incubacion por 72 h se determind el poder inhibitorio de los
materiales soporte-Ag. Finalizado el tiempo de incubacién, se obtuvieron los

resultados de las pruebas que se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Ag para E. coli.

biocida
Fauja;\gly—SOO— + + _ _ _ _ _ +
Mordeff—soo- + + + _ _ _ _ +

+: Crecimiento bacteriano, -: Ausencia de crecimiento bacteriano

Para la S. typhi se requiri6 un segundo barrido donde se utilizaron
concentraciones de 5.5 x 103 g/mL, 6.6 x 103 g/mL, y 7.7 x 103 g/mL; después de
la incubacion se determind la inhibicion de la S. typhi frente a las concentraciones
de los materiales soporte-Ag. A una concentracién de 5.5 x 10-3g/mL se dejé de
notar crecimiento bacteriano, por lo que se prosiguio con el cultivo de una muestra
de ese tubo y de los demas que siguieron presentando ausencia de turbidez. Los

resultados de los antibiogramas se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Ag para S. typhi.

Cena/M ial Control | 2.2x10° | 3.3x10° | 4.4x10% | 5.5x10° | 6.6x10° | 7.7x10° | Control
epa gterla 1 g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL 2
biocida
FaujaAg-500-
s + + + + - - - +
MordeAg-500-
% + + + + - - - +

+: Crecimiento bacteriano, -: Ausencia de crecimiento bacteriano

5.3.2 Ensayo de concentraciones minimas inhibitorias para materiales
soporte-Au como biocida de E. Coliy S. typhi

Siguiendo con el procedimiento para determinar la CMI, 4 aislados de E. coli
fueron expuestos a los materiales soporte-Au, se utiliz6 un intervalo de
concentraciones de 2.2 x 102 g/mL hasta 4.4 x 10 g/mL. En el primer sondeo
después de incubacién por 72 h, la E. coli presenté crecimiento frente a los
materiales soporte-Au, a este intervalo se presentd tolerancia para todos los
materiales, se plante6 un segundo sondeo a concentraciones de 5.5 x 102 g/mL,
6.6 x 103g/mL, y 7.7 x 103 g/mL.

En la Tabla 6 se reporta la concentracion minima inhibitoria de los materiales

soporte-Au para E. coli.

Tabla 6. Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Au para E. coli.

Cepa/Material | Control | 2.2x10° | 3.3x10° | 4.4x10° | 5.5x10° | 6.6x10° | 7.7x10° | Control
biocida 1 g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL 2
FaujaAu-500-2.1 + + + + + - - +
Mordel/j\;J-SOO- + + + + + _ _ +
MordeZA.;-SOO- + + + + + _ _ +

+: Crecimiento bacteriano, -: Ausencia de crecimiento bacteriano

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

los materiales soporte-Au se muestra en la Tabla 7.

27




Tabla 7. Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Au para S. typhi.

Cepa/Material | Control | 2.2x10° | 3.3x10° | 4.4x10° | 5.5x10° | 6.6x10° | 7.7x103 | Control
biocida 1 g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL 2
FaujaAu-500-2.1 + + + + - - - +
MordelA.\;J-SOO- + + + + _ _ _ +
MordezA.\;-SOO- + + + + _ _ _ +

+: Crecimiento bacteriano, -: Ausencia de crecimiento bacteriano

5.4 Materiales como inhibidores del crecimiento bacteriano

Debido a que la técnica turbidimétrica depende del tamafio de las células
bacterianas, asi como de la presencia de células dafiadas (Skandamis P. et al.,
2001), se realizaron pruebas microbiolégicas para obtener curvas de crecimiento
de los microorganismos en estudio (E. coli y S. typhi) en presencia de los
materiales soporte-Ag y soporte-Au como agentes antimicrobianos, debido a que
algunos materiales tienden a quedar suspendidos en soluciones acuosas y por
tanto afectan las mediciones de turbidez. En la figura 15 se observa el efecto
inhibitorio en placa microbiana de las bacterias en estudio expuestas a los

soportes zeolita y a los soportes-Ag (figura 16), respectivamente.

Antes de evaluar el caracter bactericida de los materiales se realizaron los
controles de calidad a las cepas de trabajo por microdiluciones. Los resultados de
los controles de calidad (viabilidad y pureza) de E. coli y S. typhi, empleados en la
evaluacion bactericida, cumplieron con los criterios de aceptacién al obtenerse
valores de viabilidad del orden de 108, de modo que los resultados de pureza para
ambos microorganismos cumplen con la condiciébn de cultivos libres de

contaminacion microbiana.

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

microorganismos inoculados (No) y las colonias crecidas (N), Ecuacion 1.

Log (No) — Log (N) = Reduccién logaritmica. Ecuacion 1

28




Tiempo (min)

Faujasita

15

Mordenita

30

60

90

120

Figura 15. Crecimiento de colonias de E. coli expuestas a los soportes sin material

biocida.
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Figura 16. Crecimiento de colonias de E. coli expuestas a 0.06 g/18 ml de los materiales

con Plata.
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5.4.1 Soporte-Ag como biocidas de E. Coli

En la figura 17 se grafica el nimero de colonias de E. coli en funcion del tiempo,
en presencia de los materiales Fauja y FaujaAg-500-2.1. Los resultados de las
evaluaciones de crecimiento bacteriano indican que la E. coli fue capaz de tolerar
la presencia del material Fauja. Por otra parte, el material FaujaAg-500-2.1 inhibi6
por completo el crecimiento de E. coli. De acuerdo con la figura 17, a los 5 min de
exposicion, a una CMI de 3.3 x 103 g/mL se present6 toxicidad, eliminando el 95%
del nimero de colonias iniciales y el 100% después de 30 min. Este resultado
evidencia que las particulas de plata en el soporte son accesibles para las
bacterias.
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Figura 17. Efecto inhibitorio de (—m-) Fauja y (—e—) FaujaAg-500-2.1 a CMIs de 3.3 x
103 g/mL sobre el crecimiento de E. coli.

Numero de colonias

En las pruebas con material MordeAg-500-1.1, a una CMI de 4.4 x 103 g/mL, se
observa un efecto bactericida sobre E. coli. El efecto es notable desde el primer
momento en que se pone en contacto a la bacteria con el material biocida. Esta

inhibicion inmediata se debe al tamafo de particulas que predominan en el
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material (10-15 nm) las cuales son accesibles a la bacteria. El area especifica del
soporte también tiene un papel importante en la accion bactericida. Esto lo
confirma la accién bactericida de los materiales con mayor area especifica, casos
de MordeAg-500-1.1 y FaujaAg-500-2.1, que eliminaron mas rapidamente las
bacterias, lo que también es una consecuencia de la alta dispersion de las
particulas en la alta area superficial de estos materiales (R. Guerra et al, 2012). En
relacion a los resultados previamente comentados, el material MordeAg-500-1.1
con una CMI mayor al material FaujaAg-500-2.1 elimina totalmente las colonias
después de 30 min. Sin embargo, el contenido de plata del material MordeAg-500-
1.1 representa apenas el 5.24% respecto al contenido de plata en el material
FaujaAg-500-2.1. La figura 18 presenta la curva del nimero de colonias que
sobrevivieron al paso del tiempo en los medios de cultivo y en presencia de la
muestra de MordeAg-500-1.1.
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Figura 18. Efecto inhibitorio de (—m—) Morde y (—e—) MordeAg-500-1.1 a CMIs de
4.4 x 103 g/mL sobre el crecimiento de E. coli.

Hasta ahora se ha demostrado que la plata soportada en diferentes zeolitas tiene
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propiedades bactericidas para E. coli. Otros autores (Shahverdi A., 2007; Lara H.,
2010), ya habian reportado a la plata ionica como elemento bactericida. No
obstante, la plata i6nica reacciona con los elementos del medio disminuyendo asi
su probabilidad de contacto con la bacteria, por lo que se requiere de una alta
concentracion de plata ionica. Asi, los resultados que se acaban de exponer
prueban que la plata parcialmente cargada, soportada en diferentes zeolitas, es
igualmente eficiente como bactericida y se requiere una menor cantidad para
inhibir el crecimiento bacteriano, ademas de que el material soporte-Ag puede

reutilizarse.

5.4.2 Soporte-Ag como biocidas de S. typhi

En la figura 19 se aprecia que el material Fauja no inhibi6 el crecimiento de la S.
typhi. En cambio, el crecimiento de S. typhi en presencia de FaujaAg-500- 2.1, con
una CMI de 5.5 x 102 g/mL, se redujo hasta en un 75% en los primeros 5 min, y a
los 30 min ya se habia inhibido un 85%. Al cabo de 120 min de exposicion de

eliminé el 100% de las colonias.
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Figura 19. Efecto inhibitorio de (—m—) Fauja y (—e—) FaujaAg-500-2.1 a CMIs de
5.5 x 10-3g/mL sobre el crecimiento de S. typhi.
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Las curvas de crecimiento de la S. typhi en presencia de Morde y MordeAg-500-
1.1 se muestran en la figura 20. Nuevamente, se observa que la curva
correspondiente a las bacterias que interactian con el material sin plata (Morde)
no tiene efecto bactericida para S. typhi. La curva obtenida del crecimiento de la S.
typhi, expuesta a MordeAg-500-1.1 a una CMI de 5.5x10°2 g/mL, estAd muy por
debajo de la correspondiente al control, mostrando que este material inhibe el
crecimiento en un 65% en los primeros 5 min, 92% a los 60min y el 100% a los

120 min. ElI material MordeAg-500-1.1 mostr6 en todo momento un efecto

bactericida.
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Figura 20. Efecto inhibitorio de (—ms—) Morde y (—e—) MordeAg-500-1.1 a CMls de
5.5 x103g/mL sobre el crecimiento de S. typhi.

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

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

bacterias presentes al prolongar el tiempo de exposicion o al incrementar la CMI.

Los soportes sin plata permitieron el desarrollo de las bacterias de E. coli y S.
typhi. De entre todos los soportes evaluados, la Morde presenté mayor crecimiento
de bacterias en el periodo de los 120 min de exposicion. Este resultado por
supuesto debe atribuirse a la mayor area superficial de la mordenita. De los
resultados de inhibicidn del crecimiento bacteriano con los materiales soporte-Ag,
se observo que en los materiales FuajaAg-500-2.1 y MordeAg-500-1.1 con mayor
area especifica 166 m?/g y 397 m?/g, respectivamente, eliminan mas rapidamente
a las bacterias. Comparando el tamafio de particula en estos dos materiales, en el
MordeAg-500-1.1, donde predomina el tamafio de 10-12.5 nm, la eliminacién de

las colonias bacterianas fue mas répida.

5.4.3 Soporte-Au como biocidas de E. Coli

En la figura 21 se grafica el nimero de colonias de E. coli que sobrevivieron en
funcién del tiempo en presencia de los materiales Morde, MordeAu-500-1.7 y
MordeAu-500-2.9. EI material Morde no presentd ningun efecto bactericida sobre
el crecimiento de E. coli. Por el contrario, los materiales MordeAu-500-1.7 y
MordeAu-500-2.9 tienen propiedades bactericidas, con una inhibicién significativa
de 56% y 62%, respectivamente, a los 5 min de exposicion. A diferencia del
material MordeAu-500-2.9, el material MordeAu-500-1.7 presentd un
comportamiento bacteriostatico en el intervalo de 5 a 60 min, seguido de una
moderada inhibicién bactericida. ElI material MordeAu-500-2.9 present6 una
inhibicion bacteriana moderada en el intervalo de 5 a 90 min debido a que las
bacterias no entran en contacto con todas las particulas porque los sedimentos de
algunas bacterias muertas formaron una pelicula en la superficie del material. Este
resultado fue exclusivo de este material y la caracterizacion llevada a cabo no

permite concluir sobre este comportamiento.

35



El mayor poder bactericida de MordeAu-500-2.9 puede atribuirse al tamafio de las
particulas de oro, en su mayoria de 20 nm. Parece ser las bacterias tienen
acceso directo a estas particulas, reduciendo el numero de las colonias

bacterianas en los primeros 5 min.

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

al tamafio de las particulas de Au.
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Figura 21. Efecto inhibitorio de (—m—) Morde, (—e—) MordeAu-500-1.7 y (—A—)
MordeAu-500-2.9 a CMIs de 6.6 x 10-3g/mL sobre el crecimiento de E. coli.
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En la figura 22 se presentan las curvas del numero de colonias de E. coli en
funcion del tiempo en presencia de los materiales Fauja y FaujaAu-500-2.1. Los
resultados de las evaluaciones de crecimiento bacteriano indican que la E. coli fue
capaz de tolerar la presencia del material Fauja, por otra parte el material
FaujaAu-500-2.1 inhibié por completo el crecimiento E. coli en un corto tiempo. De
acuerdo con la figura 22, el material FaujaAu-500-2.1, a una CMI de 6.6 x 103
g/mL presento toxicidad, y elimind el 55% del nimero de colonias iniciales y el

92% después de 5y 120min, respectivamente.

Al comparar el poder inhibitorio del crecimiento bacteriano de los materiales
FaujaAu-500-2.1 y MordeAu-500-1.7, se observé que ambos tienen una inhibicion
porcentual similar a los 5 min, sin embargo, el material FaujaAu-500-2.1 presentd
mayor inhibicion después de este tiempo, esto sugiere que la mayor area
especifica del material FaujaAu-500-2.1 permite a la bacteria estar mas facilmente

en contacto con el material y asi se elimina mas rapido.

280 -
260 -
240
220 -
200
180 -
160 -
140 -
1204
100 3=
80
60
40
20 ©
0 T T T T y T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Numero de colonias

tiempo (min)

Figura 22. Efecto inhibitorio de (—m—) Fauja y (—e—) FaujaAu-500-2.1 a CMIs de
6.6 x103g/mL sobre el crecimiento de E. coli.
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Es importante sefalar que, en todas las evaluaciones del sistema como
bactericidas de E. coli, las colonias adquieren una coloracién rosa, lo cual indica
que el Au se incorpor6 a la bacteria, aunque haria falta un estudio que profundice
en los mecanismos a través de los cuales tiene lugar este fendmeno. Ademas este
resultado sugiere que el oro se libera del material, lo cual no es del todo
satisfactorio para un buen material bactericida. Aun asi el material podria

utilizarse varias veces y después recargarse de oro.

5.4.4 Soporte-Au como biocidas de S. typhi

En la figura 23 se grafica el nimero de colonias de S. typhi que sobrevivieron
frente a los materiales Morde, MordeAu-500-1.7 y MordeAu-500-2.9. El material
Morde, como se esperaba, no tuvo efecto bactericida. La MordeAu-500-1.7 y la
MordeAu-500-2.9 presentaron similitud en la inhibicién a los 5 min, eliminando a la
bacteria en 52% y 61% respectivamente, demostrando que con una CMI de 5.5 x
10-3g/mL ambos materiales son bactericidas para S. typhi. A diferencia del material
MordeAu-500-2.9, el material MordeAu-500-1.7 presentd un comportamiento
bacteriostatico de los 5 hasta los 60 min, seguida de una moderada inhibicion
bactericida. ElI material MordeAu-500-2.9 presentd una inhibiciobn bacteriana
moderada entre los 5 y los 90 min, continuando con un bajo poder bactericida. La
MordeAu-500-2.9, con mayor concentraciéon de oro, elimind mas rapido a la S.
typhi. La concentracion de Au en ambos materiales no fue suficiente para inhibir
por completo el crecimiento de colonias bacterianas en 1os120 min del ensayo, sin
embargo, ambos materiales eliminaron mas del 80% de las colonias del patégeno.
La actividad bactericida de los materiales MordeAu-500-1.7 y la MordeAu-500-2.9
para la S. typhi fue muy similar en el periodo de evaluacion, en ambos casos el
namero de colonias disminuyd muy rapido en los primeros 5 min y después, en un

periodo de 60 min solo disminuye el 8 %.
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Figura 23. Efecto inhibitorio de (—m—) Morde, (—e—) MordeAu-500-1.7 y (—A—)
MordeAu-500-2.9 a CMIs de 5.5 x 10-3g/mL sobre el crecimiento de S. typhi.

En la figura 24 se aprecia que, el material Fauja no inhibié el crecimiento de la S.
typhi. La curva control demostr6 que sin la presencia de Au en el soporte no existe

inhibicidbn bacteriana.

El crecimiento de S. typhi en presencia de FaujaAu-500-2.1, con una CMI de 5.5 x
103g/mL se redujo hasta en un 65% en los primeros 5 min, y a los 30 min ya se
habia inhibido un 75%. Al cabo de 120 min de exposicién se elimino el 84% de las

colonias.
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Figura 24. Efecto inhibitorio de (—m—) Fauja y (—e—) FaujaAu-500-2.1 a CMIs de
5.5 x 10-3g/mL sobre el crecimiento de S. typhi.

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

bactericidas esta en funcién de la CMI determinada.
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Capitulo 6. Conclusiones y perspectivas

Conclusiones

Las nanoparticulas de plata u oro soportadas en el soporte faujasita presentaron
un mejor efecto bactericida frente a las bacterias, su mayor area especifica
permiti6 una mejor homogeneidad en dispersion y distribucion de los tamarfios de

las nanoparticulas como se muestra en las caracterizaciones por MET.

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

ser los mejores materiales para dispersar la fase activa metalica.

Los materiales soporte-Ag y soporte-Au son agentes antibacterianos para E. coli y
S. typhi. Su eficacia, reflejada por un radio CMB/CMI menor a 1.2, indica que los

materiales son bactericidas y no bacteriostaticos.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los materiales varia en funcion de los
soportes, la cantidad de plata u oro soportada en el material y la distribucion de
ésta en la superficie. El tamafio de las particulas es un parametro crucial en su

eficiencia antibacteriana.

La plata soportada en una matriz zeolitica sintética, en particular en faujasita, fue
el mejor biocida para la E. coli y S. typhi. El oro en el mismo soporte requiere de

concentraciones mayores para eliminar totalmente a los microorganismos.
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Perspectivas

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

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

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

biologica del agua y con la norma NOM-127-SSA1-1994 relacionada con el

consumo de agua.

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

bactericidas:

Eliminan las bacterias en un unico proceso “in situ” a tiempos cortos.
El proceso se desarrolla a temperatura ambiente.

Pueden ser usados como tratamiento terciario, en combinaciéon con
cualquier otro tipo de tratamiento convencional, lo que permite su facil

integracion en procesos de potabilizacién de agua.

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

industria de bioconservantes de origen natural.

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

toxicidad y minimos efectos secundarios.
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