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RESUMEN

La transmision de patdogenos por medio del agua continda siendo un
problema grave, los riesgos epidemioldgicos, relacionados con el consumo
de agua contaminada por microorganismos virulentos son causales del
cOlera, de las fiebres tifoideas o de la hepatitis virica. Por ello, los agentes
antimicrobianos son necesarios para inhibir la reproduccién de patogenos,
amplia variedad de agentes antimicrobianos se han empleado para este fin,
cuya eficacia esta determinada por varios factores fisico-quimicos.

Por ello la actividad antimicrobiana de especies de plata, los iones en
particular, estd bien documentada y se ha utilizado durante mucho tiempo. El
area superficial de las particulas metalicas en contacto con las bacterias,
esta directamente relacionada con su eficiencia bactericida. Por lo tanto, el
area superficial de las particulas de Ag sera de suma importancia.

Asi mismo se conocié que la clinoptilolita es una zeolita que puede variar
facilmente sus propiedades fisico-quimicas y que la plata soportada en
zeolitas tipo clinoptilolita tiene propiedades bactericidas para los coliformes
fecales.

La incorporacion de la plata a los diferentes soportes se llevo a cabo
mediante intercambio catidénico. En una primera serie de experimentos se
intercambiaron los cationes de las zeolitas (la mayoria de las veces K*, H y
Na") por cationes Ag® presentes en solucion acuosa. En esta primera serie
se obtuvo una coleccion de muestras con diferente contenido de Ag®. En el
caso del sdlido mesoporoso, la plata se impregno a partir de sales
inorganicas y evidentemente sobre la superficie también se conto con la
presencia de aniones compensadores, aungque no se descarto la posibilidad
de preparar un material mesoporoso a base de Si y Al al que pueda
incorporarse Ag” por intercambio cationico.

Y tras pruebas y series de experimentos se observo que la zeolita se
conservo después de la deposicion de plata. A bajas concentraciones, la

plata metdlica estuvo bien dispersada en la zeolita. Con el aumento de la
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cantidad de plata, las particulas pequefias se aglomeran para formar otras
mas grandes, que se localizan principalmente en la superficie externa de la
zeolita.

Los materiales clinoptilolita-Ag son agentes antibacterianos para coliformes
totales.

Su eficacia, reflejada por un radio CMB/CMI menor a 1.2, indica que los
materiales son bactericidas y no bacteriostaticos.

La CMI de los materiales varia en funcion de los soportes, la cantidad de
plata 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. El tratamiento de aguas industriales, urbanas y de
potabilizacién son algunas de las aplicaciones en las que pueden aplicarse
los soportes-Ag 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-SSA1-1994relacionada con el consumo de agua.

PALABRAS CLAVES: Clinoptilolita, plata, coliformes.
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ABSTRACT

Transmission of pathogens by water remains as a serious problem,
epidemiological risks associated with the water intake contaminated by
virulent microorganisms are the causes of cholera, typhoid or viral hepatitis.
Therefore, the antimicrobial agents are needed to inhibit the replication of
pathogens, wide variety of antimicrobial agents have been used for this
purpose, which efficiency is determined by various physicochemical factors.
Therefore, the antimicrobial activity of silver species, ions in particular, is well
documented and has been used for a long time. The surface area of the
metal particles in contact with the bacteria, is directly related to its bactericidal
efficiency. Therefore, the surface area of the Ag particles will be quite
important.

It also became known that the clinoptilolite is a zeolite that can easily vary
their physicochemical properties and silver supported on zeolites clinoptilolite-
like has bactericidal properties for fecal coliforms.

The addition of silver to different supports was performed by cationic
exchange. In a first series of experiments, the cations of the zeolites (most
times K+, H+ and Na+) were exchanged for Ag+ cations present in aqueous
solution. In this first series it was obtained a collection of samples with
different contents of Ag+. In the case of mesoporous solid, silver impregnated
from inorganic salts and evidently the surface also had the presence of
compensating anions, although the possibility of preparing a mesoporous
material based on Si and Al that Ag + can be incorporated by cation
exchange is not discarded.

And after tests and a series of experiments it was observed that zeolite was
retained after silver deposition. At low concentrations, the metallic silver was
well dispersed in the zeolite. With an increasing in the amount of silver, the
small particles agglomerate to form larger regions which are mainly located
on the external surface of the zeolite.

Ag—clinoptilolite materials are antibacterial agents for total coliforms.

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA 3



Inhibicién de coliformes Fecales con nanoparticulas de plata soportadas en materiales
porosos

Its efficacy, as reflected by a CMB/MIC radius less than 1.2 indicates that the
materials are bactericidal and not bacteriostatic.

The MIC of materials varies depending on the support, the amount of silver
supported on the material and the distribution at the surface. The particle size
IS a crucial parameter in its antibacterial performance. Treatment for
industrial, urban and potable water are some applications where the Ag-
supports can be used to satisfy with Mexican Standards like NOM-002-
SEMARNAT-1996 and NOM-033-SEMARNAT-1997, which applies in rates of
organic and biological water pollution and the standard NOM-127-SSA1-1994

related with water intake.

KEYWORDS: Clinoptilolite, silver, coliforms.
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1. INTRODUCCION

La transmision de patdogenos por medio del agua continla 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).
o A R g O

Figura 1. Aguas residuales sin tratar.

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

antibioticos esta limitada (Gemmell C., 2006).
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El &rea superficial de las particulas metélicas en contacto con las bacterias,
esta directamente relacionada con su eficiencia bactericida. Por lo tanto, el
area superficial de las particulas de Ag sera de suma importancia. Por
ejemplo, la alta superficie especifica y alta proporcion de atomos de la
superficie de las particulas de plata da lugar a una gran actividad bactericida,
si se compara con el metal de plata a granel (Chmielewska D., 2006).
Ademas, la plata, cuando se usan en cantidades razonables, no tienen
efectos negativos en el cuerpo humano. Por tanto, esta estrategia podria
utilizarse para preparar particulas de plata soportadas, capaz de inhibir el
crecimiento de patdgenos. Los iones de plata soportada, pueden usarse para
inhibir el crecimiento de patégenos, ya sea afadiéndolos directamente en

agua o incorporandolos en varios materiales, por ejemplo textiles.
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2. ANTECEDENTES

Uno de los mayores problemas asociados con la contaminacion del agua es
la descarga de organismos patdgenos, provenientes de aguas negras sin
tratar, en corrientes de aguas naturales. Para evitar las consecuencias del
uso del agua contaminada con coliformes se han ideado mecanismos de
control temprano para su tratamiento. En la actualidad existen normas que
establecen los rangos permisibles de este tipo de contaminacion, que buscan

asegurar que el agua que se utiliza no sea nociva .

2.1 Contaminacion bacteriana en aguas naturales.

Las enfermedades transmitidas por el agua, que siguen siendo uno de los
problemas de salud més importantes en el mundo, estan asociadas con la
contaminacion producto de la descarga de compuestos toxicos y patégenos
en rios y acuiferos. En términos generales, el mayor riesgo microbiologico
estd asociado con la ingestion de agua contaminada con heces humanas o
animales. Las heces son una fuente de organismos patdgenos como
bacterias, virus y parasitos (protozoos y helmintos). Las enfermedades
contagiosas causadas por estos organismos son las mas comunes y
endémicas.

Los microorganismos patdégenos pueden causar en el ser humano
enfermedades crénicas como la gastroenteritis severa y eventualmente
fatales como la disenteria, el célera y la fiebre tifoidea. La presencia de estos
microorganismos en el agua se debe principalmente a sistemas de
abastecimiento de agua potable y sanitario inadecuado y/o ineficiente, asi
como de la falta de conciencia en el uso y preservacion de los recursos

hidricos.

2.2. Microorganismos indicadores de la calidad del agua
Los métodos indicadores para detectar microorganismos potencialmente

patogénicos en aguas naturales se basan en el cultivo y enumeracion de
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indicadores fecales de bacterias por ejemplo Coliformes totales, Coliformes
fecales, Escherichia coli y Estreptococos fecales (Ocasio y Lopez, 2004).
Escherichia coli (E. coli) es un bacilo corto Gramnegativo que existe
normalmente como comensal en el intestino delgado de humanos y
animales. Sin embargo, hay algunas cepas de E. coli patégenas que
provocan enfermedades diarreicas.

Este microorganismo se considera el indicador mas representativo de las
fuentes de patégenos de origen fecal por su habilidad de indicar la
contaminacion fecal del agua.

La presencia de coliformes totales en muestras de agua potable, indica la
existencia de fallas en la eficacia de tratamiento de aguas, sin embargo,
aunque se reconoce que la determinacién de la concentracion de estas
bacterias en el agua es un elemento critico para determinar el riesgo de
enfermedades relacionadas al consumo de la misma, no existe una relacion
simple entre el nivel de coliformes en el agua con la presencia de patégenos

en la mismay el riesgo de enfermedades. (Perdomo C.H. et al. 2001)

2.2.1. Coliformes Totales

El grupo coliformes totales son bacterias Gramnegativas en forma bacilar que
fermentan la lactosa a temperatura de 35 a 37 °C, produciendo acido y gas
(CO,) en 24 horas, aerobias o anaerobias facultativas, son oxidasa negativa,
no forman esporas y presentan actividad enzimatico de la B-galactosidasa.
Entre ellos se encuentran los diferentes Escherichia coli, Citrobacter,
Enterobacter y Klebsiella.

La prueba mas relevante utilizada para la identificacion del grupo Coliformes
totales,es la hidrélisis de la lactosa. ElI rompimiento de este disacarido es
catalizado por la enzima B-D-Galactosidasa. Ambos monosacaridos (la
galactosa después es transformada en glucosa por reacciones bioquimicas)
posteriormente son metabolizados a través del ciclo glicolitico y ciclo del
citrato. Los productos metabdlicos de estos ciclos son acidos y/o CO,. Para

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA 8
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la determinacion de la B- Galactosidasa se utilizan medios cromdgenos tales
como chromocult. (MANAFI, 1998).

2.2.2. Enterobacter aerogenes

Genero de bacterias Gramnegativas, anaerobias facultativas, de la familia de
Enterobacterias, muchas son patdégenas y son causa de infecciones
oportunistas en huéspedes comprometidos generalmente hospitalizados,
causa infeccién del tracto urinario y de tracto respiratorio. (Loessner M, et al.
1993)

Se encuentra en el tracto digestivo humano, aunque también libremente en el
suelo y agua; sus colonias son grandes y mucosas, algunas cepas llegan a
formar capsula, como fuente de carbono pueden utilizar glucosa y lactosa, no
forman sulfato de hidrogeno. (Shekhar N.C et al. 2007)

Escherichia coli y Enterobacter aerogenes, son dos bacterias idénticas en
muchas formas superficiales, ambas fermentan lactosa produciendo acido y
gas, son bacilos Gramnegativos pero en agar EMB, E.coli produce un
subproducto del metabolismo de dicho azucar que reacciona produciendo un

brillo metalico en la luz reflejada y Enterobacter aerogenes no lo hace.

2.2.3 Coliformes Fecales

Los coliformes fecales también denominados coliformes termotolerantes,
llamados asi porque soportan temperaturas hasta de 45°C, comprenden un
grupo muy reducido de microorganismos los cuales son indicadores de
calidad, ya que son de origen fecal. En su mayoria estan representados por
el microorganismo E. coli pero se pueden encontrar, entre otros menos
frecuentes, Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae estos ultimos hacen
parte de los coliformes termotolerantes, pero su origen se asocia
normalmente con la vegetacion y solo ocasionalmente aparecen en el
intestino. (HAYES; 1993)

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA 9
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Los coliformes fecales integran el grupo de los coliformes totales, pero se
diferencian de los demas microorganismos que hacen parte de este grupo,
en que son indol positivo, su rango de temperatura 6ptima de crecimiento es
muy amplio (hasta 45°C) y son mejores indicadores de higiene en alimentos
y en aguas, la presencia de estos indica presencia de contaminacion fecal de
origen humano o animal, ya que las heces contienen dichos
microorganismos, presentes en la flora intestinal y de ellos entre un 90% y un
100% son coliformes totales mientras que en aguas residuales y muestras de
agua contaminadas este porcentaje disminuye hasta un 59%. (GOMES;
1999).

2.2.4 Escherichia coli

Originalmente llamada Bacterium comune, fue aislada por primera vez en
1985 a partir de heces de nifios; son bacilos estrechos de 1,1 a 1,5 ym de
diametro y de 2 a 6 ym de longitud, se encuentran solos o0 en parejas,
Gramnegativos, moéviles por flagelos peritricos o inmodviles, anoxigénicos
facultativos, poseen metabolismo respiratorio y fermentativo. (LEMINOR,
1994).

Perteneciente a la familia Enterobariaceae, son coliformes capaces de
producir indol a partir de triptéfano, en 21 +/- 3 horas a 44 +/- 0.5°C. También
poseen la enzima B- Galactosidasa, que reacciona positivamente en el
ensayo del rojo de metilo y pueden descarboxilar el acido L-glutamico, pero
no son capaces de utilizar citrato como unica fuente de carbono o de crecer
en un caldo con cianuro de potasio (KCN). (MILLIPORE; 2005).

E. coli es la unica especie dentro de las Enterobacterias que presenta la
enzima B-D-Glucoronidasa, que degrada el sustrato 4-metilumberiferil-3-D-
glucorénico (MUG), formando 4-metilumbeliferona, este producto tiene la
propiedad de emitir fluorescencia azul/verde cuando se ilumina con luz
ultravioleta. (MANAFI, 1998).

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA 10
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E.coli presenta caracteristicas bioquimicas importantes que permiten la
diferenciacién con otros coliformes, como ser positivo para la prueba de
indol.

El indol es uno de los productos de degradacion metabdlica del aminoacido
triptdfano. Las bacterias que poseen la triptofanasa son capaces de hidrolizar
y desaminar el triptéfano con produccion de indol, acido piruvico y amoniaco.
La prueba de indol esta basada en la formacion de un complejo rojo cuando
el indol reacciona con el grupo aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido.
Este es el principio activo del reactivo de Kovac’s descrito mas adelante. El
medio de cultivo utilizado debe ser rico en triptéfano (HOPKINS,K.L vy
HILTON, A.C. 2000).

Figura 2.1 vista de E.coli.

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA 11



Inhibicién de coliformes Fecales con nanoparticulas de plata soportadas en materiales
porosos

2.3 Métodos de desinfeccion del agua

La desinfeccion es la destruccion de los microorganismos patdégenos del
agua ya que su presencia en el liquido es perjudicial para la salud. Existen
diferentes desinfectantes, que pueden eliminar o desactivar los
microorganismos patdgenos. Entre estos estan el cloro o sustancias que

contienen cloro, ozono y rayos UV y plata entre otros.

2.3.1 Desinfeccion por cloracion.

Este proceso de higienizacidn, el mas utilizado en la actualidad debido a su
bajo costo, emplea como agente desinfectante cloro o compuestos clorados
que causan alteraciones fisicas, quimicas y bioquimicas en la pared celular,
de esta forma se destruye la barrera protectora de la celula dejandola
indefensa y disminuyendo sus funciones vitales hasta llevarla a la muerte.
Una de las principales desventajas del uso de cloro y derivados es que
reacciona con mucha materia organica y da lugar a trihalometanos (THM)
muchos de los cuales se ha demostrado son téxicos o carcinogénicos. Otro
inconveniente es la formacion de clorofenoles en aguas que contienen

fenoles, lo que daria lugar a malos olores.

2.3.2 Purificacion por ozono.

En este método de purificacion se emplea como agente inhibidor el oxigeno
enriquecido (O3). Debido a que es la forma mas activa del oxigeno es capaz
de destruir virus, bacterias, parasitos, priones, hongos, mohos, esporas y
muchos otros contaminantes por oxidacion en pocos segundos. Una ventaja
del ozono es que no deja residuos en la sustancia a desinfectar, ya que al
ser muy reactivo, rapidamente se descompone en oxigeno. No obstante la
desventaja del ozono es

que, dada su inestabilidad, es muy dificil almacenarlo, por lo que se tiene que

producir justo en el lugar donde se aplica lo cual resulta un método costoso.
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2.3.3 Desinfeccion por rayos ultravioleta.

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

garantizar la seguridad microbioldgica.

2.3.4 Desinfeccién con nanoparticulas de plata depositadas en fibras.

La plata ha sido conocida desde tiempos inmemoriales como un efectivo
agente antimicrobial, los compuestos que la contienen se han usado para
prevenir el ataque de microorganismos en catéteres, tejidos humanos, entre
otros. Las diferentes propiedades que presentan las nanoparticulas de plata
son bactericidas, coloracion, reactividad y relacion area/volumen, las cuales
dependen de su forma y tamafio.

Los Bionanocompositos representan un grupo de nanoestructuras que son
formados por la combinacién de polimeros naturales y de sélidos
inorganicos.

La sintesis in situ de nanoparticulas de metales nobles (Ag, Au, Pt, Pb), se
lleva a cabo bajo condiciones ambientes; usando los poros de las fibras
como nanoreactores. Este método consiste basicamente en la deposicion de
iones metalicos sobre la matriz, que en este caso corresponde a las fibras de
fiqgue, seguido por la reduccién de estos iones metalicos, generando las
nanoparticulas que iniciaran a depositarse sobre los nanoporos de las fibras.
El proceso de sintesis de las fibras de fique se realiza mediante la
impregnacion por reducciéon de nitrato de plata (AgNO3). Este se reduce en
solucion acuosa desionizada de borohidruro de sodio (NaBH,), para evitar

reacciones secundarias con las sales del agua comun.
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2.4 Interaccion bacteria-metal

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

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

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

a) lones esenciales. Se refiere a aquellos iones que son indispensables
para desarrollo bacteriano, como Mg2+, K+, PO43-, SO42-, que son
considerados como nutrientes; en este grupo estan también aquellos que la
célula requiere en menores cantidades como Mn2+, Fe2+, Zn2+, Ni2+, Cu2+
y Co2+, que son considerados como micronutrientes o minerales traza.

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

C) lones toéxicos. Son iones que, dada su interaccion con las

macromoléculas celulares, son altamente nocivos para el desarrollo
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bacteriano; incluyen los iones: Hg**, AsO,¥, AsO%, Cd*", Ag*, Pb*, CrO,,
TeOs%, SbO", BiO+ y otros (Silver S., 1983). Las células bacterianas han
elaborado mecanismos de resistencia a iones toxicos; estos mecanismos son
muy especificos, codificados por genes que se encuentran en plasmidos o en
transposones (Silver S. et al., 1989).

Los principales mecanismos mediante los cuales las bacterias interactdan
con los metales toxicos son (Cervantes C., 1992): a) la precipitacion
extracelular de los iones toxicos por sustancia excretadas por las bacterias;
b) la union de los cationes metalicos con las cubiertas celulares, por lo
general con las cargas negativas de los constituyentes de la pared celular; c)
la acumulacion intracelular mediante la union de los metales a componentes
citoplasmaticos; d) las reacciones redox que convierten a algunos iones en
especies quimicas menos téxicas; y, e) los sistemas de expulsion de la
membrana que impiden la acumulacion de los iones nocivos.

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

Varios metales pesados, como la plata, el mercurio y el cobre, son
germicidas o antisépticos. Cantidades muy pequefias de metales pesados,
en especial de plata y cobre, son capaces de ejercer actividad
antimicrobiana, lo que se conoce como accion oligodinamica. Este efecto se
produce por la accion de los iones de los metales pesados sobre los

microorganismos. Cuando estos iones interaccionan con los grupos
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sulfhidrilo existentes en las proteinas, asi como en el ADN, se produce su
desnaturalizacion por la inhibicion de los procesos respiratorios (Tortora G.,
2007).

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

Los niveles de tolerancia a iones metélicos dependen de la cepa y del estado
fisiolégico del organismo, de su historia previa a la exposicion del metal
toxico y de las condiciones ambientales (Cooper R., 2004). La efectividad de
los agentes antimicrobianos depende de la especie de bacteria. Las paredes
de las células Grampositivas contienen de 3 a 20 veces més peptidoglucano
gue una especie Gramnegativa, siendo las paredes Grampositivas capaces
de asimilar protones y cuentan con un carbohidrato semejante a la glucosa.
Debido a que los peptidoglucanos pueden asimilar protones, las bacterias
Grampositivas son generalmente menos sensibles a agentes antimicrobianos
gue contienen iones de metales pesados que las especies Gramnegativas
(Kawahara K., 2000).

2.4.1 Plata i6nica como bactericida

La plata se usa actualmente en filtros de carbdn activado para purificar el
agua o evitar su contaminacién. Las sales de plata poseen efectos
bactericidas y fungicidas, ademas son efectivas como agente antiviral.
Tienen afinidad por los grupos sulfhidrilos de los sistemas enzimaticos de la
pared celular bacteriana, a través de la cual interfieren en la transferencia de
energia transmembrana y en el transporte de electrones (Murray R., 2010).
Las sales de plata, como el nitrato, se usan como antiséptico y astringente
dermatoldgico; el sulfato de plata, por su parte, se usa en el tratamiento de
gquemaduras y heridas abiertas (Landeen K., 1989). La plata ionica ha
demostrado una actividad antimicrobiana muy alta frente a bacterias
Gramnegativas y moderada frente a bacterias Grampositivas. La sulfadiazina

de plata, un compuesto polimérico insoluble que libera plata lentamente,
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actla como bactericida a la mayoria de las bacterias Grampositivas,
Gramnegativas y levaduras, por lo que se aplica en forma de crema como
fungicida y antimicrobiano en quemaduras severas (Sadler P., 1991).

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

La plata coloidal (suspension de particulas de plata metalica)y la plata idnica
(disolucion de iones de plata)tienen poder bactericida, pero su
comportamiento y efectos como inhibidor de bacterias son muy distintos. La
plata coloidal inactiva las enzimas de las células bacterianas y hongos que
usan oxigeno para su metabolismo, aunque en tiempos muy variables y
dependientes de la temperatura. A temperaturas inferiores a 10° C se
requieren tiempos muy largos, lo que hace dificil determinar el poder
germicida con exactitud. La plata coloidal no elimina a los virus, pero es
eficaz para destruir diversas bacterias (E. Coli, Staphyloccus Aureus,
Pseudomonas, Aspergilus, fecales). El efecto de la actividad bactericida de
la plata coloidal no se puede generalizar a una amplia variedad de
microorganismos y tampoco se puede utilizar una dosis Unica. Se ha
demostrado que el efecto bactericida de la plata coloidal es reducido cuando
se le compara con el efecto de la cal o hipoclorito de sodio (Mufioz R., 1995)
y que tiende a ser eficiente en la reduccion de cargas bacterianas de
coliformes (Garcia J., 2004).

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

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

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

Los iones de plata actian sobre los microorganismos a pH cercanos a 7, ya
sea en el exterior o interior de la célula. En el exterior de la célula, los
cationes de plata son atraidos electrostaticamente por la carga negativa de la
membrana, en la que causan alteraciones drasticas en la pared celular y en
la membrana citoplasmatica (Goodman A., 1982). En el interior de la célula,
la inactivacion se produce por su interaccion con las proteinas y en los
acidos nucleicos. La interaccion de la plata con grupos sulfhidricos y las
enzimas es uno de los origenes de su capacidad biocida. Al parecer puede
romper los enlaces N-H de las aminas purinas y pirimidinas causando la
desnaturalizacion, evitando de este modo la replicacion.

La forma soluble de la plata es la mas toxica para las bacterias. Sin embargo,
tanto el medio ambiente como los medios de cultivo pueden inducir la
formaciéon de complejos con SO.*, PO,* o CI, disminuyendo asi la forma
activa que inhibe el crecimiento bacteriano. La plata idnica mata células
bacterianas sensibles por efectos en la superficie de la membrana celular,
inhibiendo la respiracién celular y desacoplando la sintesis de ATP (Belliveau
B., 1987).

Se ha reportado que la eficiencia del material bactericida depende del tipo

de microorganismo. En estudios con coliformes totales (Gramnegativa) y
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Staphylococcus aureus (Grampositiva), se reportdé que la elevada eficiencia
bactericida de las particulas de plata para coliformes totales se debe a la
diferencia de las estructuras de la pared de la célula en microorganismo
Gramnegativo y Grampositivo (Sondi [., 2004). Sin embargo, no hay
suficiente evidencia para soportar dichas conclusiones debido a que la
mayoria de las investigaciones sobre el efecto bactericida de nanoparticulas
s6lo se ha hecho en un nimero muy limitado de cepas (Sondi I., 2004; Cho
K., 2005).

2.4.2 Plata como antibiético

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

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

El uso de apdsitos es muy util cuando las bacterias resistentes a los
antibiéticos representan un problema. Una combinacién de plata con
sulfadiazida, se utiliza como crema tépica para uso en quemaduras graves
(Tortora G., 2007). Los catéteres recubiertos con sulfadiazina de plata,
proporcionan una proteccion contra el crecimiento de una amplia gama de
microorganismos Grampositivos y Gramnegativos. Este recubrimiento no
parece causar la aparicion de resistencia bacteriana (Esteban A., 2005). El
uso de manguitos de colageno impregnados en plata i6nica disminuye la
carga microbiana en el lugar de aplicaciéon, protegiendo mediante dos vias la
actividad antimicrobiana y es una barrera fisica que dificulta la migracién de
las bacterias (Torres M., 2002).
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2.4.3 Mecanismos de la plata como bactericida

Aunque el mecanismo de la actividad antimicrobiana de la plata no se
conoce, se ha propuesto que en disolucidén acuosa interfiere en el transporte
electronico, en la union al ADN cromosomatico, e interacciona con la
membrana celular y con el grupo tiol de ciertas enzimas, inhibiéndolas
(Thurman R., 1989).Se asume que la plata tiene efecto bactericida por los
cambios morfologicos y estructurales observados en la bacteria después de
exponerse a sus compuestos. La plata reacciona con los grupos azufrados
de las membranas de las enzimas, provocando que la membrana pierda
permeabilidad; la bacteria no es capaz, entonces, de efectuar procesos de
respiracion y muere (Feng Q., 2000).

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

El mecanismo probable de la plata como bactericida puede ser el siguiente:
Los iones de plata (Ag+) en contacto con las bacterias penetran la membrana
celular, destruyendo la proteina de la bacteria suspendiendo la sintesis del
ADN bacteriano. Finalmente, cuando la plata i6nica interactia con los grupos
sulfihidrilos (-SH) de la enzima de los microorganismos, se forma un enlace
S-Ag (Ecuacion 2.5), bloqueando la actividad enzimética e impidiendo su
respiracion, provocando la muerte del microorganismo (Yan J., 2005). Las

bacterias no pueden propagarse mas.
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2.5 Particulas de Ag soportadas como bactericidas

El objetivo de utilizar un soporte para dispersar el metal es maximizar la
superficie activa. Los soportes, sin embargo, son muchos y muy diferentes
con respecto a sus propiedades fisico-quimicas, que a su vez determinan las
propiedades de los metales soportados. Las particulas de plata soportada
pueden usarse para inhibir el crecimiento de patégenos, 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 soportada en zeolitas naturales como un sistema para
evitar el desarrollo bacteriano de coliformes totales.

Existen antecedentes del uso de zeolitas como soportes de materiales para
la desinfeccion de los efluentes de procesos biolégicos aerobios vy
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 solidos. Los metales soportados en zeolitas naturales son
elementos que, dependiendo de su naturaleza y su concentracion en un
medio determinado, pueden ejercer diferentes efectos sobre los
microorganismos por ejemplo, en pequefias cantidades son catalizadores del
crecimiento microbiano pero a partir de determinadas concentraciones, son

inhibidores microbianos.

2.5.1 Los soportes tipo zeolita

Las zeolitas y los materiales zeoliticos son sélidos cristalinos microporosos
gue 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 férmula general (Kesraoui-Ouki, 1994):
Me, [(AIO,) (SiOy), (H20),]
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siendo n, X, y, z nUmeros enteros y Me un cation metalico. No obstante, en
general, los materiales zeoliticos pueden contener ademas de Si y Al otros
elementos como V, Py Ti.

Las zeolitas se utilizan a nivel industrial en procesos de adsorcion, de
separacion de gases, de catdlisis e intercambio i6nico (Bekkum H., 1991).La
estructura de las zeolitas se basa en tetraedros covalentes TO,4 en los que el
atomo T suele ser Si, Al o Ti. Los tetraedros se unen por los atomos de
oxigeno formando una red tridimensional con canales Yy cavidades los
suficientemente grandes como para albergar cationes y algunas moléculas
pequefias tales como agua o algunos hidrocarburos. La sustitucion
isomorfica de atomos desilicio por atomos de aluminio genera un exceso de
carga negativa que se neutraliza por cationes. Estos cationes ocupan
posiciones poco estables y esto le confiere a la zeolita su capacidad de
intercambio cationico. La regla de Lodwenstein establece que en una
estructura zeoliticano pueden haber uniones AI-O-Al, es decir dos tetraedros
[AlIO4] vecinos. Por tanto, el valor minimo de la relacion Si/Al es 1. Una
relacion Si/Al baja implica un elevado niumero de cationes en los poros de la
zeolita que originan fuertes campos electrostaticos locales e interaccionan
fuertemente con los adsorbatos mas polares. El intercambio i6nico en las
zeolitas depende de la naturaleza del cation (tipo, tamafio y carga), de la
temperatura, de la concentracion de especies catidnicas en disolucion, del
tipo de anién asociado a la disolucién cationica, del disolvente y de las

caracteristicas estructurales de la zeolita.
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Figura 2.2 .Zeolita faujasita X observada en el microscopio electrénico de barrido.

Los cristales son de 50 [ aproximadamente. Las particulas esféricas son de zeolita P.

2.5.2 Zeolita clinoptilolita

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

de canales de menor tamafio (4.6 x 3.6 A) figura 2.3 b.
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(b)

7.5

KR

Figura 2.3 (a) Estructura de la zeolita clinoptilolita, (b) anillos de 8 y 10 tetraedros que forman

las ventanas de los canales.

2.6. Técnica de filtracion por membrana para deteccidn de coliformes totales

y fecales.

La técnica de filtracion por membrana utiliza un mecanismo mediante el cual
se atrapan en la superficie de una membrana microorganismos cuyo tamafo
es mayor que el tamano del poro (0.45 um); esto gracias a una bomba
eléctrica que ejerce una presion diferencial sobre la muestra de agua
haciendo que se filtre. Los microorganismos de tamafio menor que el
especifico del poro pasan la membrana o quedan retenidos en su interior, las
bacterias quedan en la superficie de la membrana y luego esta es llevada a
un medio enriquecido, selectivo o diferencial, quien a través de intercambio
metabdlico y una incubacion, evidencian el crecimiento de microorganismos y

Unidades Formadoras de Colonia.
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Esta técnica es altamente reproducible y proporciona resultados numéricos,
es una manera rapida y simple de estimar las poblaciones bacterianas en el
agua, y especialmente util al evaluar grandes volumenes o al realizar
diariamente muchas.

pruebas de Coliformes (HACH, 2000).

2.6.1. Filtros de membrana

Se deben utilizar filtros de membrana con un diametro de poro que permita
una completa retencion de las bacterias coliformes. Solo se emplean filtros
en los que se haya comprobado, mediante una adecuada prueba de control
de calidad y por garantia del fabricante, que permita una retencion de las
bacterias coliformes totales. (APHA, 1992).

Se debe tener en cuenta, que dichos filtros deben ser libres de quimicos
susceptibles de inhibir el crecimiento y desarrollo bacteriano, que posean una
velocidad de filtracion satisfactoria, ausencia de influencias significativas
sobre el pH del medio (no mas de +/- 0.2 unidades) y que no produzcan un
aumento en el numero de colonias confluentes o expansivas, en
comparacion con los filtros de membrana de control (APHA, 1992).

Se recomienda utilizar filtros de membrana preesterilizados cuyos fabricantes
garanticen que la técnica de esterilizacion no ha inducido toxicidad ni
alterado las propiedades fisicas o quimicas de la membrana, si estas se
esterilizan en el laboratorio se deben someter al autoclave por 10 minutos a
121°C. (APHA, 1992).

El mecanismo de accién es muy simple: retienen todas las particulas que
posean un tamafo mayor que los poros, estos poros quedan formados por
los espacios que resultan de la super posicion de las fibras de las distintas
capas que forman la membrana, asi algunas particulas de menor tamafno son
retenidas por otros mecanismos como las fuerzas de Van der Waals o por la

suma de particulas retenidas previamente (PEARCE, 2007)

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA 25



Inhibicién de coliformes Fecales con nanoparticulas de plata soportadas en materiales
porosos

2.6.2. Filtros de profundidad

Estan elaborados por un material fibroso (papel, asbesto o fibra de vidrio)
dispuesto al azar, de manera que dentro de la estructura del filtro se crean
vias tortuosas donde pueden quedar retenidos la mayoria de los
contaminantes presentes.

Presenta ventajas como la alta capacidad de retencion de particulas sobre su
superficie y a través de toda su estructura y que permiten filtrar grandes
volumenes. Presenta desventajas en cuanto a que no presentan un tamano
de poro uniforme y existe la liberacion, hacia el material filtrado, de particulas

y microorganismos que hayan crecido dentro del filtro.

Figura 2.4 Filtros en profundidad.
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3. JUSTIFICACION

La contaminacion microbiolégica de las aguas de consumo humano impacta
negativamente a la salud de la poblacion. Los riesgos epidemiol6gicos,
relacionados con el consumo de agua contaminada por microorganismos
virulentos son causales del colera, de las fiebres tifoideas o de la hepatitis
virica. Una contaminacion microbioldgica puede afectar a algunas personas o
a comunidades enteras, dependiendo de la calidad o del tipo de
microorganismo, su modo de transmision, asi como del perfil de las personas
contaminadas. La contaminacion microbiolégica 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
inmunolégico del organismo huésped. Algunas bacterias patbgenas 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 patégenos 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 ningln agente patdgeno para los seres humanos (NMX-
AA-42-SCFI-1987, 2000).

Las bacterias patogénicas, son de particular interés por ser transmisoras de
enfermedades por alimentos; son causantes de enfermedades peligrosas,
como la salmonelosis y el sindrome urémico hemolitico, ambas con
consecuencias graves y permanentes para el ser humano.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
e Evaluar la eficiencia de materiales porosos para soportar
nanoparticulas de plata inhibidoras del crecimiento de Coliformes
Fecales.

4.2 Objetivos particulares
e Soportar nanoparticulas de plata en materiales porosos.

e Estudiar el efecto de la forma y tamafio de las nanoparticulas plata en

el soporte.

5. HIPOTESIS.
La clinoptilolita es una zeolita que puede variarse facilmente sus propiedades

fisico-quimicas. La plata soportada en zeolitas tipo clinoptilolita tiene

propiedades bactericidas para los coliformes fecales.
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6. METODOLOGIA Y MATERIALES

La incorporacién de la plata a los diferentes soportes se llevo a cabo
mediante intercambio catidnico. En una primera serie de experimentos se
intercambiaron los cationes de las zeolitas (la mayoria de las veces K* y Na*)
por cationes Ag® presentes en solucion acuosa. En esta primera serie se
obtendra una coleccién de muestras con diferente contenido de Ag*. En el
caso del solido mesoporoso, la plata se impregné a partir de sales
inorganicas y evidentemente sobre la superficie también se contara con la
presencia de aniones compensadores, aungue no se descarta la posibilidad
de preparar un material mesoporoso a base de Si y Al al que pueda
incorporarse Ag* por intercambio cationico.

Los aspectos estructurales y morfolégicos de los materiales sintetizados se
caracterizaran mediante técnicas fisicoquimicas y espectroscopicas:
difraccion de rayos-X (DRX) y microscopia electrénica de transmision. Estas
caracterizaciones permitieron tener una vision amplia de las propiedades
fisicoquimicas de los sistemas metal-soporte y correlacionarlas con su

eficiencia como materiales inhibidores del crecimiento bacteriano.

6.1 Materiales

Se prepararon una serie de materiales de Clinoptilolita con 2.5y 5.0 % en
peso de plata, utilizando AgNO3. Para favorecer la reduccion de la plata y la
incorporacion del metal, los materiales se sometieron a tratamientos térmicos
en flujo de H, a 500 o 700 °C. Los materiales soporte-Ag preparados se
pusieron en contacto con las bacterias para explorar el efecto de la
concentracion del metal, la temperatura de reduccién y el tiempo de contacto

en las propiedades biocidas del material.
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6.1.1 Preparacion de la clinoptilolita

Se molié y tamiz6 (0.15 mm) una toba rica en clinoptilolita, el material de
zeolita se tratd con una solucion 5 M de NaCl por 8 dias, se lavé con agua
desionizada hasta que no hubo presencia de iones cloruro. La clinoptilolita

tratada con Na* se sec6 a 80 °C por 12 h.

6.1.2 Clinoptilolita-Ag

Solucion usada )
_ Temperatura de Contenido Ag
Material durante el .
_ ) reduccion (°C) (% peso)
intercambio Na-Ag
ClinoAg-500-2.1 AgNO50.05 M 500 2.1
ClinoAg-700-2.1 AgNO50.05M 700 2.1
ClinoAg-500-4.0 AgNO350.10 M 500 4.0
ClinoAg-700-4.0 AgNO50.10 M 700 4.0

Tabla 6.1 Contenido de Ag en Ag-clinoptilolita preparada bajo diferentes condiciones.

5 g de zeolita clinoptilolita s6dica se agitaron por 3 h en 100 mL de solucién
0.1 Mo 0.05 M de AgNOs. Las muestras se separaron por centrifugacion y se
secaron a 80 °C. Posteriormente, las muestras se redujeron a 500 (o 700) °C
en Hidrogeno (5 mL/min) por 4 h. La tabla 6.1 resume las muestras en
estudio, la nomenclatura adoptada es CIlinoAg-X-Y, donde X es la
temperatura de reduccién y Y es la cantidad de plata (% en peso), segun se

determind por espectroscopia de absorcion atémica.
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6.2 Caracterizacion de los materiales

6.2.1 Difraccion de rayos-X

Los patrones de difraccion de rayos X (por sus siglas en ingles XRD) de las
muestras se obtuvieron en un difractdmetro Siemens D500 que usa un tubo
de cobre de rayos-X. La radiacion Ka (longitud de onda de 0.70930 A) se
selecciond con un monocromador de haz difractado.

6.2.2 Dispersion de rayos X a bajos angulos

Las curvas de dispersion de rayos X (SAXS) a angulos pequefios se
adquirieron en una camara Kratky, acoplada a un tubo de anodo de cobre.
Los datos de SAXS se procesaron con el programa ITP(Glatter O.,1984),
donde el parametro angular (h) se define como h =41 sin 8/ A, siendo 8y A

el angulo de dispersion de rayos X y la longitud de onda, respectivamente.

6.2.3 Microscopia electronica de transmision

Los materiales se observaron en un microscopio electronico de transmision
JEOLJEM-3000F equipado con un procesador de imagenes (STEM). El
voltaje de operacién fue de 300kV, y la resolucion fue de 0.20nm. 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).

6.3 Materiales bioldgicos

6.3.1 Preparacion de caldos nutritivos

El caldo soya tripticaseina se prepard segun las indicaciones del fabricante.
Después de esterilizarse en autoclave, se dej6 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.
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El caldo de Mdueller-Hintonse preparé 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.

6.3.2 Preparacion de placas de agar

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

6.3.3 Cepas bacterianas

Se utilizaron cepas de E. coli, 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.

6.3.4 Preparacion de los inoculos

Para la preparacion de los indculos 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.
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6.4 Evaluaciéon de los materiales como bactericidas

6.4.1 Bactericida en medio liquido

Para valorar la capacidad bactericida de los materiales se empleé la técnica
de ensayo de dilucion en caldo Muller-Hinton, la cual proporcion6
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 mL),se agregd una cantidad de material bactericida,
para obtener diluciones dobles y progresivas de agente microbiano. Los
tubos fueron inoculados con una cantidad calibrada de los microorganismos
de prueba (para garantizar una misma cantidad de bacterias en cada tubo), e
incubados por 24 h a una temperatura de 35.5 °C. Uno de los tubos no
contenia agente bactericida y se tomé como testigo o control. En aquellos
tubos donde la bacteria se desarrolld, se observo una turbidez. Cuando el
material biocida inhibié el crecimiento el medio de cultivo no presento
turbidez, determinando la concentraciéon 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 Miiller-
Hinton, para determinar la concentracién minima de bactericida (CMB).

Las pruebas de turbidez se realizaron en un espectrofotbmetro UV-Vis
Varian Cary 4000. Se midi6 la absorbancia a 590 nm, manteniendo los
cultivos a 35.5 °C, para determinar el crecimiento o inhibicion 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.

6.4.2 Bactericida en medio soélido

La CMB de los materiales se determiné a través de la técnica de difusiéon en
agar (método de Kirby-Bauer). Para ello, se inoculé una cantidad

estandarizada de bacterias sobre la superficie de una placa de agar Muller-
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Hinton. Se pusieron en contacto con discos de papel filtro impregnados con
diferentes cantidades conocidas del material bactericida a evaluar.

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

El replicador se calibr6 para depositar alicuotas de 1-2 pyL de cada in6culo
sobre la superficie del agar.

En cada ensayo se inoculo, 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 inoculo. Luego se incubaron invertidas
a 35.5 °C por 24 h en atmoésfera aerébica. Se midieron los halos de inhibicion
de desarrollo, interpretandose los resultados como crecimiento (+) o

ausencia de crecimiento (-).

Figura 6.1 crecimiento bacteriano en agar tripticaseina
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6.5 Crecimiento bacteriano en presencia de los materiales biocidas

Se determing el crecimiento de coliformes en presencia de los materiales
biocidas. Para ello, se valor6 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 inocul6 1 mL de muestra de los sistemas liquidos con
bacterias, en 18 mL de caldo de soya tripticaseina contenido en tubos de
ensaye con tapa rosca. Se agreg6 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 sembr6é en cajas Petri con 30 mL de agar
selectivo por la técnica de estriado en placa. Como control, una placa se
inocul6 con cultivo sin material bactericida, al comienzo y al final. Las placas
se incubaron invertidas a 35.5 °C por 48 h en atmdsfera aerdbica y se realizd
el conteo de colonias.

Figura 6.2 Crecimiento de E.coli frente a los materiales biocidas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Materiales

7.1.1 ClinoAg-X-Y

La figura 7.1 muestra los patrones de difraccion de rayos X (DRX) de cuatro
muestras ClinoAg-X-Y. Todos los difractogramas exhiben los picos asociados
a la zeolita clinoptilolita. Las muestras con plata presentan picos estrechos
bien definidos, atribuibles a plata metalica, etiquetados con Ag. Entre mayor
fue la cantidad de plata, mas intenso fue el pico DRX de Ag. No se
observaron diferencias significativas, dentro de los limites de la técnica de
DRX, entre las muestras con el mismo contenido de plata reducida a una
temperatura diferente. Estos resultados indican claramente que la estructura
de la zeolita se conservd después de la deposicion de plata. A bajas
concentraciones, la plata metalica estuvo bien dispersada en la zeolita. Con
el aumento de la cantidad de plata, las particulas pequefias se aglomeran
para formar otras mas grandes, que se localizan principalmente en la

superficie externa de la zeolita.
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Figura 7.1 Patrones de difraccién de rayos X de las muestras ClinoAg-X-Y.

La distribucién de tamafio de las particulas se calculé por microscopia
electrénica de transmision (MET). En la figura 7.2 se muestran los
histogramas de las muestras de clinoptilolita preparadas con diferentes
cantidades de Ag y a diferentes temperaturas de reduccién. En la muestra
reducida a 500°C con la menor cantidad de plata se obtuvo una distribucion
multimodal observandose particulas de 3 hasta 15 nm, con la mayor parte de
las particulas de 12.5 nm de diametro. Cuando la temperatura de reduccién
fue 700°C se observaron particulas de 3 hasta 20 nm, predominando
particulas de 7.5, 10 y 15 nm (diametro). De los histogramas de distribucion

de tamafio se percibe que el tamafio de las particulas es dependiente del

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA 37



Inhibicién de coliformes Fecales con nanoparticulas de plata soportadas en materiales

porosos

contenido de Ag y la temperatura de reduccion. Un aumento en la

concentracion de metal genera particulas mas grandes. En las muestras

reducidas a 500°C el diametro de particula predominante aumenta de 12.5 a

17.5 nm aumentando el contenido de Ag de 2.5 a 5.0 %. Para las muestras

reducidas a 700°C el diametro de particula mas probable aumenta de 15 nm

a 17.5 nm. Con el aumento de la temperatura de reduccion se observa un

incremento en el tamafo de las particulas. Incluso, en la muestra ClinoAg-

700-5.0 la alta temperatura de reduccion y alto contenido de plata,

combinados, provocan una distribucion mas heterogénea de las particulas

grandes que se forman.
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Figura 7.2 Histogramas de distribucion de tamafio de particula de ClinoAg-X-Y: a) ClinoAg-
500-2.5 b) ClinoAg-500-5.0 c¢) ClinoAg-700-2.5 y d) ClinoAg-700-5.0.
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7.2 Evaluaciéon de materiales como bactericidas

7.2.1 Ensayo de concentraciones minimas Inhibitorias para materiales

soporte-Ag como biocida de Coliformes totales.

Se realiz6 un primer sondeo para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los materiales soporte-Ag como biocida de Coliformes
totales. En el ensayo se incluyeron 4 aislados de Coliformes totales, 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 103 g/mL, 3.3 x 10°%g/mL y 4.4 x 10° g/mL; después de la incubacién
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 4.2. En este primer sondeo, la cepa de
coliformes totales mostro crecimiento frente a los materiales ClinoAg-700-2.5
y ClinoAg-500-2.5, indicando una tolerancia a concentraciones de 4.4 x 1073
g/mL para estos materiales. Por otra parte, los materiales ClinoAg-700-5.0 y
ClinoAg-500-5.0 inhibieron el crecimiento de coliformes totales a
concentraciones de 3.3 x 103g/mL. A partir de estos resultados, fue posible
plantear un segundo sondeo para encontrar la concentracion minima
inhibitoria de coliformes totales frente a los materiales ClinoAg-700-2.5 y
ClinoAg-500-2.5. En el segundo barrido se utilizaron concentraciones de 5.5
x 10°g/mL, 6.6 x 10°g/mL, y 7.7 x 10°g/mL (Tabla 7.1); después de la
incubacion se determind la inhibicion de coliformes totales para los
materiales soporte-Ag a diferentes concentraciones. Se observdo una
inhibicion del crecimiento de coliformes totales frente a los materiales
ClinoAg-700-2.5 y ClinoAg-500-2.5 a una concentracién de 5.5 x 10°g/mL.
En los ensayos con CIlinoAg-X-Y, se detectd que la efectividad de los
materiales para inhibir el crecimiento de coliformes totales fue dependiente

de la concentracién de Ag.
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Cepa/ Material

biocida

Control
1

2.2x10°%
g/mL

3.3x10°3
g/mL

4.4x10°
g/mL

Control
2

ClinoAg-700-2.5

+

+

+

ClinoAg-700-5.0

+

+

+

ClinoAg-500-2.5

+

+

+

ClinoAg-500-5.0

+

+

+

Cepa/ Material
biocida

Control
1

55x 107
g/mL

6.6 x 10°
g/mL

7.7x 107
g/mL

Control
2

ClinoAg-700-2.5

+

+

ClinoAg-700-5.0

+

+

ClinoAg-500-2.5

+

+

ClinoAg-500-5.0

+

+

Tabla 7.1 Concentraciones minimas inhibitorias de los materiales soporte-Ag paraE. coli.

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

7.3 Materiales como inhibidores del crecimiento bacteriano

Debido a que la técnica turbidimétrica depende del tamafio de las células
bacterianas, asi como de la presencia de células dafiadas (Skandamis P. et
al., 2001), se realizaron pruebas microbioldégicas para obtener curvas de
crecimiento de los microorganismos en estudio en presencia de los
materiales soporte-Ag 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 7.3 se observa el efecto
inhibitorio en placa microbiana de las bacterias en estudio expuestas a los

soportes y a los soportes-Ag, respectivamente.
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Figura 7.3. Crecimiento de colonias de coliformes expuestas a 7.7 x 10 g/mL del material a)

soportes sin plata y soportes con plata(ClinoAg-X-Y).

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 coliformes,
empleados en la evaluacion bactericida, cumplieron con los criterios de
aceptacion al obtenerse valores de viabilidad del orden de 108, de modo
que los resultados de pureza para ambos microorganismos cumplen con la
condicion de cultivos libres de contaminacion microbiana.
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7.3.1 Clinoptilolita-Ag como biocidas de Coliformes totales

La figura 7.4 presenta el efecto biocida de las muestras de ClinoAg-X-Y
sobre Coliformes totales. Como una muestra de referencia, la zeolita sin plata
también se evalud. En este ultimo caso, el nimero de colonias aumento
rapidamente con el tiempo, mostrando que el soporte no es bactericida. En
cambio, con una carga de 5% en peso de Ag a una CMI de 3.3 x 10°g/mL,
independientemente de la temperatura de reduccion, se elimind la Coliforme
total a un tiempo de 30 min. Por el contrario, las muestras con menor
cantidad de plata permiten la reproduccién de las bacterias durante los
primeros 30 min. A partir de los 60 min hubo una disminucién en el nimero
de colonias, pero fue hasta los 120 min cuando las colonias fueron
eliminadas por completo. Por tanto, parece que la distribucion de la plata en
la superficie del material es un parametro crucial para obtener materiales
eficientes como inhibidores del crecimiento bacteriano. Por un lado, en un
material con un alto contenido de Ag, las bacterias estan en contacto
rapidamente con las particulas de plata grandes y densas, dispersas en la
superficie externa de la zeolita. Por otro lado, con un contenido de Ag de
2.5% en peso en las zeolitas, las bacterias se dispersan en la zeolita
mejorando su desarrollo, pero con el tiempo las bacterias se ponen en
contacto con los sitios de plata situada en la entrada de los canales de la
zeolita y algunos otros en la superficie externa.

La relacion masa de Ag-zeolita/volumen de medios de cultivo, para el caso
de la zeolita cargada con un 5% en peso de plata, parece ser muy eficiente y
las bacterias sobrevivieron s6lo por muy poco tiempo. Cuanto menor es la
cantidad de Clino-Ag mas largo es el tiempo para alcanzar el menor nimero
de colonias sobrevivientes. Como se mostro por MET, la mayoria de las
particulas de plata tienen tamafio menor a 10nm de diametro, parece asi,
que estas particulas no son inmediatamente accesibles a las bacterias,
posiblemente porque estas particulas se estabilizan en la entrada de los

canales. Aunque estas particulas no son en un primer momento accesibles,

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA 42



Inhibicién de coliformes Fecales con nanoparticulas de plata soportadas en materiales
porosos

las bacterias utilizan la superficie externa para reproducirse, aumentando el
namero de colonias, pero son rapidamente eliminadas cuando las particulas

de plata son accesibles.

Numero de colonias

—8— -~ .

i
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Figura 7.4 Efecto inhibitoriode ClinoAg-X-Ya CMls de 3.3 x 10'39/mL sobre el crecimiento de
E. coli: (—m—) ClinoNa, (—e—) ClinoAg-500-5.0, (—e—) ClinoAg-500-2.5, (—A—) ClinoAg-700-
5.0, (—V¥—) ClinoAg-700-2.5.

La Coliformes totales en contacto con los materiales ClinoAg-X-2.5 presenté
una fase larga (aproximadamente 60 min) de inactivacién bactericida, lo cual
se atribuye a que las particulas de tamafio menor a 7.5 nm no son accesibles
inmediatamente, propiciando que el soporte favorezca la reproduccion de las
bacterias, pero después de este intervalo estas particulas entran en contacto

con la bacteria, superando los mecanismos de defensa celular.
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Hasta ahora se ha demostrado que la plata soportada en clinoptilolita tiene
propiedades bactericidas para Coliformes totales. Otros autores (Shahverdi
A., 2007;Lara H., 2010), ya habian reportado a la plata i6nica como elemento
bactericida. No obstante, la plata idnica 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 cliniptilolita, 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.
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

8.1 Conclusiones

Los materiales Clinoptilolita-Ag son agentes antibacterianos para
coliformes totales. Su eficacia, reflejada por un radio CMB/CMI menor
a 1.2, indica que los materiales son bactericidas y no bacteriostaticos.

La CMI de los materiales varia en funcién de los soportes, la cantidad
de plata soportada en el material y la distribuciéon de ésta en la
superficie. El tamafio de las particulas es un pardmetro crucial en su

eficiencia antibacteriana.

8.2 Perspectivas

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

de las aplicaciones en las que pueden aplicarse los soportes-Ag para cumplir

con

las normas mexicanas NOM-002-SEMARNAT-1996 y NOM-033-

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

organica y biolégica del agua y con la norma NOM-127-SSA1-1994

relacionada con el consumo de agua.

Los materiales clinoptilolita-Ag presentan las siguientes ventajas como

bactericidas:

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

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

El efecto bactericida de los materiales en cepas de distintos tipos y

con un variado perfil de resistencias, el tiempo minimo de exposicién
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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
guemaduras. En la industria de alimentos, los materiales servirian de
apoyo en la aplicacion de bioconservantes alimentarios en la industria
lactea y céarnica siendo un punto de partida en la industria de
bioconservantes de origen natural.

e Un buen complemento a las ventajas del uso de la plata es su baja

toxicidad y minimos efectos secundarios.
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9. TERMINOS

OPS: Manual para el control de las enfermedades transmisibles.
UFC: Unidades formadores de colonia.

APHA: Asociacion Americana de Salud Publica .

YV V V VY

Cromogeno: Nombre dado a ciertas sustancias incoloras
por si mismas, pero capaces, bajo diversas influencias (oxidacion) de
originar productos coloreados.

» Nano: (simbolon) es un prefijo del Sistema Internacional de
Unidades que indica un factor de 107,

» Transposon. Secuencia de DNA que puede moverse de un lugar a
otro del cromosoma, insertar copias adicionales de ella misma en
otros puntos o pasar de un cromosoma a otro. Tramo de DNA que
puede incorporarse en otras moléculas de DNA en lugares donde no
hay homologia de secuencia. Tienen un tamafio entre 1y 40 kb.

» Isomorfica: tiene la misma forma en sus lados.

» Biocidas: sustancias quimicas sintéticas o de origen natural
0 microorganismos que estan destinados a destruir, contrarrestar,
neutralizar, impedir la accidon o ejercer un control de otro tipo sobre
cualquier organismo considerado nocivo para el hombre.

» ADN: 4cido desoxirribonucleico.

» NMX-AA-42-SCFI-1987,2000:Calidad del agua.-determinacion del
numero mas probable (nmp) de coliformes totales, coliformes
Fecales (termotolerantes) y escherichia coli presuntiva.

» Zeolita: se trata de un aluminosilicato (pues estan constituidos por Al,

Si, Na y O) hidratado y altamente cristalino (ya que los grupos de

atomos estan dispuestos ordenadamente). La estructura es porosa y

los diametros de poro son minimos, o sea de 3 a 10 A.
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11. GLOSARIO

ADN: El Acido Desoxirribonucleico es una macromolécula que codifica los
genes de las células, bacterias y algunos virus. Esta informacion genética del
ADN se usa para fabricar las proteinas necesarias para el desarrollo y

funcionamiento del organismo.

Patogeno: Agente biolégico externo que se aloja en un ente biologico
determinado, dafiando de alguna manera su anatomia, a partir de

enfermedades o dafos visibles o no.

Cromogeno: Nombre dado a ciertas sustancias incoloras por si mismas,
pero capaces, bajo diversas influencias (oxidacién) de originar productos

coloreados. Ejemplo: cromégeno de la urobilina.

Acido piruvico: EIl acido piravico es un &cido incoloro, de aroma similar
al &cido acético. Es miscible en aguay soluble en etanol y dietiléter. En el
laboratorio, puede ser sintetizado por calentamiento de una mezcla de acido
tartarico y bisulfato de potasio; o por la hidrdlisis de cianuro de etanoilo,
formado por la reaccion de cloruro de etanoilo y cianuro de potasio:
CH3-CO-Cl + KCN — CH3-CO-CN + KClI
CH3-CO-CN — CH3—-CO-COOH

Zeolita: Es un aluminosilicato (pues estan constituidos por Al, Si, Na y O)
hidratado y altamente cristalino (ya que los grupos de atomos estan
dispuestos ordenadamente). La estructura es porosa y los diametros de poro

son minimos, o sea de 3 a 10 A.
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