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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se realizé un prototipo de un filtro donde se trato
agua con bacteria Salmonella typhi empleando un material de nanoparticulas de
plata soportadas en zeolita Clinoptilolita. Los materiales se caracterizaron por las
técnicas de difraccion de rayos X (DRX) y microscopia electrénica de barrido (SEM).
La bacteria se incubé en caldo soya tripticaseina, haciendo uso de agar MacConkey
para su cultivo y cuantificacion. Se logré eliminar la bacteria Salmonella typhi en

tiempos menores a 1 minuto.

Palabras clave: Salmonella typhi, nanoparticulas de plata, filtro, zeolita Clinoptilolita,

prototipo.

ABSTRACT

In this investigation work, a prototype of a filter was made where water was treated
with Salmonella typhi bacteria using a material of silver nanoparticles supported on
clinoptilolite zeolite. The materials were characterized by X-ray diffraction techniques
(XRD) and scanning electron microscopy (SEM). The bacteria were incubated in
trypticasein soy broth, using MacConkey agar for its cultivation and quantification.

The Salmonella typhi bacteria were eliminated in less than 1 minute.

Keywords: Salmonella typhi, silver nanoparticles, filter, Clinoptilolite zeolite,

prototype.
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1. INTRODUCCION

1.INTRODUCCION

Actualmente se cuenta con un mayor control sobre los efluentes que pueden
contaminar el medio ambiente generados en los diferentes procesos. Por ello, se
esta intentando llevar a cabo la sustitucion de los procesos estequiométricos
clasicos con catalizadores basicos homogéneos, que generan una gran cantidad de
contaminantes, por procesos con catalizadores basicos heterogéneos con la
finalidad de lograr una disminucion en el impacto ambiental que estos provocan.
Dentro de los materiales que se pueden utilizar como catalizadores heterogéneos,
las zeolitas son los mas empleados, ya que su estructura porosa presenta buenas
propiedades para su uso tanto en catdlisis como en intercambio i6nico y adsorcion.
Las zeolitas de naturaleza acida son las mas estudiadas por su importancia
industrial. En cambio, las ventajas medioambientales que presentan las zeolitas
basicas hacen que su estudio se encuentre en pleno desarrollo.

En las zeolitas, los centros basicos de la estructura son los oxigenos de la superficie
de los tetraedros (AlOa4) -, que estan cargados negativamente debido a la sustitucién
isomoérfica de Si** por AI**. Estos oxigenos, son accesibles en estructuras abiertas
(anillos de 10-12 lados) debido a que ocupan posiciones fijas en la red y son las
moléculas de los reaccionantes las que tienen que aproximarse, produciéndose una
situacion que es favorable para la formacion de intermedios de reaccion [1].

Para potenciar la basicidad de la zeolita es necesario aumentar el nUmero de cargas
negativas, disminuyendo la relacion molar silicio/aluminio y compensar esas cargas
negativas con cationes de baja electronegatividad (metales alcalinos), de manera
que exista una mayor densidad de carga negativa en los oxigenos [1].

Enrigue Lima et al. compararon la efectividad entre el ion Ag*y el Au3*, denotando
que la Ag*se logré incorporar efectivamente en soportes de materiales bactericidas
con areas superficiales especificas mayores (zeolitas), y una alta fraccion de atomos
de superficie de nanoparticulas de plata dara lugar a una alta actividad bactericida
en comparacion con la plata en particulas grandes. Ademas, se menciona que los

iones Ag*y Au3* son no dafiinos en el cuerpo humano en cantidades razonables,

1
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por lo cual se ha empezado a utilizar al oro como antibacterial contra la E. coli y la
S. typhi, las cuales son bacterias tipicas presentes en agua y alimentos. También
experimentaron con particulas de oro soportadas en zeolitas de Fajausita (-Y),
Mordenita (-M) y Clinoptilolita (-C). Posteriormente se analizaron bajo el método de
rayos X y se concluy6é que no existe diferencia tan significativa entre ellas. Por lo
tanto, el soporte de la zeolita determina la distribucidén de las particulas de oro, el
Au-C y Au-M estabilizan las particulas dentro del rango de 5 a 7.5 nm, pero con una
distribucion muy heterogénea [2].

Adicional a esto, se ha comprobado la capacidad bactericida de las diferentes
muestras de zeolitas resultando en que ningun soporte tiene dicha caracteristica por
si mismo. Con base en ello, se comprob6 que las zeolitas de Au-M y Au-Y son los
mejores materiales biocidas al eliminar el 90% de las colonias en 2 horas, pero que
la Au-M es el material mas efectivo para eliminar a la E. coli que la S. typhi debido
a la rugosidad del material, lo cual indica que la naturaleza de la bacteria y su

membrana plasmatica afecta a su eliminacion [2].

Roberto Guerra et al. compararon la efectividad entre materiales soportados de
plata en contra de zeolitas con particulas de oro, notando que la plata elimina
bacterias mas rapido que el oro al tener rendimientos mayores en tiempos mas
cortos (30 minutos) y a la rugosidad de particulas.

Con base en las pruebas realizadas se observd un comportamiento de resistencia
por parte de las bacterias hacia ambos materiales, el oro con una potencia biocida
del 10 al 25% menor que la plata. Nuevamente se concluyd que es mas dificil
eliminar a la S. typhi que a la E. coli debido a que la S. typhi tiene una membrana
plasmatica mas compleja y resistente donde aproximadamente estan implicadas 3

proteinas [3].

Este trabajo se puso a prueba con otra bacteria, Escherichia coli, trabajo realizado
en conjunto con el PIQ Irvin Said Mariles Regalado, con la finalidad de realizar un
estudio de la inhibicion de las bacterias consideradas las representativas de las

coliformes fecales.
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En 1756, el gedlogo A. Cronstedt [4] observé que las zeolitas eran capaces de
intercambiar sus iones metélicos en disoluciones acuosas y que, una vez anhidros,
tenian la capacidad de adsorber selectivamente diferentes compuestos, razén por
la cual también se les conoce como “tamices moleculares” [5]. Los progresos en la
sintesis de las distintas zeolitas se deben al constante desarrollo de nuevas técnicas
de caracterizacion, por ello contindan apareciendo nuevas zeolitas sintéticas y
materiales relacionados con nuevas topologias y nuevas propiedades en catalisis y
adsorcion [6, 7, 8, 9].

2.1 Zeolitas: estructura.

Las zeolitas son un grupo de aluminosilicatos cristalinos de formula general como

se muestraenlaec. 1
Me,(Al0,),(Si0y),, - (H,0), ...ec.(1)

siendo n, X, y, z nUmeros enteros y Me, un cation metalico. Dichos materiales

pueden contener ademas de Siy Al, otros elementos como V, Py Ti.

La estructura de las zeolitas se basa en tetraedros covalentes TO4 en los que el
atomo T suele ser Si, Al o Ti. Los tetraedros se unen por los a&tomos de oxigeno
formando una red tridimensional con canales y cavidades lo suficientemente
grandes como para albergar cationes y algunas moléculas pequefias tales como
agua o algunos hidrocarburos. La sustitucién isomorfica de atomos de silicio por
atomos de aluminio genera un exceso de carga negativa que se neutraliza por
cationes. Estos cationes ocupan posiciones poco estables y esto le confiere a la
zeolita su capacidad de intercambio catidnico [10]. Las diferentes formas de
coordinacién de los tetraedros, asi como la relacion silicio/ aluminio (valor minimo

de 1) originan los distintos tipos de zeolitas.
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El intercambio i6nico en las zeolitas depende de la naturaleza del cation (tipo,
tamafo y carga), de la temperatura, de la concentracion de especies cationicas en
disolucidn, del tipo de anidn asociado a la disolucién cationica, del disolvente y de

las caracteristicas estructurales de la zeolita [10].

Las zeolitas que mas se utilizan a nivel industrial son las Faujasitas (FAU),
Mordenitas (MOR), las silicalitas de tipo MFI y la Clinoptilolita (HEU), siendo esta

ultima el objeto de estudio de interés.

2.1.1 Zeolita clinoptilolita.

Es una zeolita presente en la naturaleza, la cual posee un sistema de canales de 8
a 10 miembros de dimensiones 7.5 x 3.1 A que se encuentran interconectados entre
si por medio de otro sistema de menor tamafio, 4.6 x 3.6 A, como se muestra en la
figura 2.1 [10].

(b)

3.6

Figura 2.1 (a) Estructura de la zeolita Clinoptilolita, (b) anillos de 8 y 10 tetraedros
que forman las ventanas de los canales [10].
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2.2 Aplicaciones de las zeolitas.

Las

principales aplicaciones de las zeolitas son como adsorbentes,

intercambiadores ionicos, catalizadores y soportes de catalizadores.

Adsorcion.
Esta se debe a sus propiedades de tamiz molecular, gran volumen de huecos
y un caracter hidrofilico/hidrofébico distinto para cada zeolita respecto al

contenido de aluminio que esta posea [11].

Purificacion.
Esta se debe a la selectividad de superficie con la que cuentan para adsorber
moléculas polares o polarizables, recuperacion de metales valiosos y en

procesos de separacion [12, 13].

Intercambio cationico.
Este lo realizan principalmente con metales pesados. También es empleado
en la remocion de metales pesados de aguas residuales industriales y

municipales.

Intercambio ionico.

Presente en la remocién de iones amonio y recuperacion de radiois6topos
14, 15, 16]. O en su uso como aditivos en los procesos de intercambio iénico
para extraer Ca%*y Mg?*, extraccion o recuperacion de metales, remocion de
radioisétopos (%*°Pu, ?'Pu, ¥4Cs, 13°Cs, 1%7Cs, %9Co, °°Sr) en desechos

nucleares, y remocion de NHs* en aguas residuales.

Catélisis.

Se aplican como catalizadores en: conversion de hidrocarburos (alquilacién,
craqueo, hidrocraqueo, isomerizacion), hidrodeshidrogenacion,
hidrodesalquilacion, metanacion, reformado selectivo, deshidratacion,

conversion de metanol en gasolina, catalizadores en reacciones como la
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oxidacion de H2S, en la reduccion de NOx a Nz, la oxidacion de CO, y
catalizadores en reacciones de quimica fina. Y debido a su sistema de poros

bien definido permite llevar a cabo una catélisis selectiva [10].

Algunas ventajas con las que cuentan las zeolitas son: superficies elevadas,
estabilidad térmica elevada, capacidad para adsorber y concentrar hidrocarburos de
cadenas largas, y acidez facilmente controlable. Se pueden mejorar las
propiedades béasicas de la zeolita realizando un intercambio catiénico con cationes
débilmente electronegativos (Rb*, Cs*). Esto permite que la zeolita cuente con una
mayor capacidad de intercambio idnico, con lo que se pueden conseguir centros

bésicos mas fuertes que favorecen su utilizacion en catélisis basica heterogénea.

2.3 Plata: concepto bactericida.

Los iones plata eliminan a la mayoria de bacterias, hongos, virus y protozoos, su
efectividad disminuye frente a las esporas [17], presentan afinidad por el ADN
bacteriano y eucariotico e interactian mayormente con las bases nitrogenadas, y

en menor proporcién con los grupos fosfato [18].

Aunque el mecanismo de la actividad antimicrobiana de la plata no se conoce, se
ha propuesto que en disolucion acuosa interfiere en el transporte electronico, en la
unién al ADN cromosomatico, e interacciona con la membrana celular y con el grupo
tiol de ciertas enzimas, inhibiéndolas [19]. Se sabe que la plata tiene efecto
bactericida por los cambios morfolégicos y estructurales que han sido observados
en la bacteria después de haber sido expuesta a dicho compuesto. La actividad
microbiana de la plata va a depender de los iones plata. La formacion de un
complejo entre iones plata y proteinas puede interferir en el metabolismo de las
células bacterianas y sus funciones, en la permeabilidad y respiracion
principalmente [20], de manera que con inhibir estas funciones se conduce a la

bacteria a su destruccion.
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Los iones plata actian en microorganismos con pH cercanos a 7, en el interior o
exterior de la célula, en altas concentraciones, estos iones reaccionan con los
grupos donadores de electrones, conduciendo a una inhibicién de la mayoria de las
reacciones enzimaticas de la bacteria. La adiciébn de concentraciones micromolares
de Ag* fuera de la membrana induce un colapso total de una amplia variedad de
bacterias [21]. Tiene una actividad antimicrobiana muy alta frente a bacterias

Gramnegativas y moderada frente a bacterias Grampositivas.

Los iones plata estan dentro de la clasificacion “iones toxicos” (toxica a
concentraciones tan bajas como 0.5 uM) [22], los cuales dada la forma en que
interaccionan con las macromoléculas celulares, son altamente nocivos para el
desarrollo bacteriano. Las bacterias interactian con estos metales toxicos mediante

los siguientes mecanismos:

1. Precipitacion extracelular de los iones tdxicos por sustancia excretadas por
las bacterias.

2. La union de los cationes metalicos con las cubiertas celulares.

3. Laacumulacioén intracelular mediante la union de los metales a componentes

citoplasmicos.

4. Las reacciones redox que convierten a algunos iones en especies quimicas

menos toxicas.

5. Los sistemas de expulsion de la membrana que impiden la acumulacion de

los iones nocivos.

Por su parte, la plata coloidal presenta una actividad bactericida que interacciona
de forma distinta a la plata ionica. Esta inactiva las enzimas de las células
bacterianas y hongos que usan oxigeno para su metabolismo. Un aspecto
importante para llevar a cabo dicho mecanismo es la temperatura que se maneja,
se sabe que a temperaturas inferiores a 10°C se requieren tiempos muy largos, lo

que ocasiona el no saber exactamente a que tiempo logra eliminarlas [23].




2. MARCO TEORICO

Se sabe que la forma soluble de la plata es la méas efectiva para el tratamiento de
las bacterias, pero tiene la desventaja de que, tanto el medio ambiente como los
medios de cultivo pueden inducir la formacién de iones complejos con SO4?, PO43,
lo cual conlleva a una disminucién del activo encargado de inhibir el crecimiento

bacteriano [24].

2.4 Salmonella Typhi: caracteristicas generales.

Las bacterias forman parte de un grupo heterogéneo de organismos desde el punto
de vista morfologico. Son procariotas, es decir, presentan un nucleo definido,
contienen un solo cromosoma formado por un ADN circular doble helicoide, carecen

de microtubulos y estructuras de reticulo endoplasmico [25].

Las partes principales con las que cuenta una bacteria son: pared celular,
compuesta por una serie de acidos organicos que la misma bacteria se encarga de
sintetizar, es la responsable de dar rigidez y forma a la célula; membrana
plasmatica, la cual esta conformada por lipidos y proteinas, sus funciones son la
respiracion, transporte de electrones y permeabilidad celular, asi como también
participa en la degradacion biolégica de nutrientes; y citoplasma, el cual esta
formado por un complejo de biomoléculas, enzimas y ribosomas, es participe de la
degradacion primaria de nutrientes por glucoélisis.

Las paredes de las células Grampositivas contienen de 3 a 20 veces mas
peptidoglucano que una especie Gramnegativa, siendo las paredes Grampositivas
capaces de asimilar protones y cuentan con un carbohidrato semejante a la glucosa.
Debido a que los peptidoglucanos pueden asimilar protones, las bacterias
Grampositivas son generalmente menos sensibles a agentes antimicrobianos que

contienen iones de metales pesados que las especies Gramnegativas [26].

Las bacterias Grampositivas mantienen un pH bajo en su pared, impidiendo la
degradacion de la pared celular por una accién de enzimas enddgenas en su etapa

de desarrollo. Cuando las concentraciones de fosfato son bajas, el acido teiénico de




2. MARCO TEORICO

su pared puede sustituirse por acidos teicurdnicos, lo cual le permite a la célula

seguir produciendo adenin trifosfato y algunos otros componentes celulares [27].

La pared celular de las bacterias Gramnegativas es mas compleja que la de las
Grampositivas. La bicapa lipidica externa presenta proteinas (como las adhesinas)

y flagelos que atraviesan esta membrana [28, 29].

Dentro del grupo de bacilos Gramnegativos se encuentran diferentes familias y
géneros, dentro de las cuales se encuentran las bacterias E. coliy S. typhi, que son

las causantes de las enfermedades transmitidas por alimentos.

La S. typhi, mostrada en la figura 2.2, es la causante de la fiebre Tifoidea, la cual es
una infeccidbn aguda y generalizada del sistema reticulo endotelial, es una
enfermedad mortal. Esta enfermedad es tratada con agentes antimicrobianos
apropiados, pero lamentablemente la Salmonella ha desarrollado resistencia a
dichos agentes, como a la ampicilina, el cloranfenicol, entre otros [30].

Figura 2.2 Bacteria Salmonella typhi, fuente: propia, tomada con microscopio
invertido marca Velab

Los organismos de esta especie pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y
género Salmonella, actualmente las especies mas mencionadas son: S. Bongori y

S. Entérica. Las salmonellas no tienen unas condiciones de vida muy exigentes, se
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multiplican aun cuando estén fuera del anfitrion en el que viven. La temperatura
Optima que propicia el crecimiento de estas bacterias es de 35 °C a 37 °C y un pH
en rangos de 4-9 [31, 32, 33]. La fiebre Tifoidea es la causante de alrededor de 200

000 muertes al aifo y 22 millones de enfermos [34].

2.5 Plata: soporte zeolita-plata.

La plata como complejo organico, particula metélica o bien como cation (Ag*) puede
incorporarse a los soportes con el objetivo de maximizar la superficie activa. Siendo
la forma cationica la mas utilizada por su facilidad para incorporarse con la zeolita
mediante un intercambio i6nico, ésta le proporciona a el material una actividad
antimicrobiana, la cual tendrd mayor eficacia dependiendo del tipo de zeolita, la

concentracion de plata y la interaccion con el metal [35].

Las isotermas de intercambio idnico que se han estudiado para las zeolitas

presentan el siguiente orden de selectividad inicial hacia los diferentes cationes:
Ag*>>Ti* > Cs* 2 Rb* > K*>Na*> Li*

Estos varian ampliamente cuando el 40% del sodio es reemplazado, presentando

el siguiente orden:
Ag*>>Ti*>Na">K*>Rb*=Cs* > Li*

El intercambio i6nico que puede obtenerse en una zeolita va a depender de los
cationes presentes en la misma, de la relacion silicio/aluminio de su estructura, es
decir, de su composicion, de las condiciones en que se realice el intercambio
(temperatura, concentracion, etc.) y de la valencia, peso atomico y tamafo del ion

entrante [10].

A pesar de que las zeolitas presentan buenas propiedades como catalizadores y
adsorbentes, su uso no es recomendable o adecuado cuando el tamafno de los
reactivos supera las dimensiones de los microporos. Una forma de evitar o
contrarrestar esta limitaciéon, manteniendo la estructura, es modificar el tamafio del

poro. Para ello se utilizan distintas moléculas organicas, a modo de plantillas,

10
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alrededor de las cuales se organiza el sustrato inorganico. Las moléculas organicas

se eliminan posteriormente por calcinacion dejando un hueco del tamafio deseado.

Un material mesoporoso se pueden conseguir mediante el uso de materiales
microporosos en los que al haber una ruptura de las paredes de los microporos se

forman cavidades de mayor tamafio.

2.6 Meétodo de impregnacion humeda incipiente.

José Maria Gomez Martin [1] realiz6 2 métodos para el intercambio ionico, el
método convencional y en microondas, utilizé disoluciones acuosas de los
correspondientes cloruros del cation a intercambiar (NaCl, KCI, CsCl) la cual se
afiade sobre la zeolita que se quiere intercambiar. En el método convencional la
suspension se calienta en un reactor de vidrio a presion atmosférica y se mantiene
en agitacion todo el tiempo. Realiz6 varios lavados en la zeolita hasta la ausencia
de cloruros para evitar que parte de la sal del intercambio quedara impregnada en
la estructura. La zeolita lavada se lleva a secar en una estufa y posteriormente se
pulveriza. A continuacién, se realiza una impregnacién a humedad incipiente, se
disuelve el NaOH en una pequefia cantidad de agua para conseguir mojar
completamente toda la masa de zeolita que se quiere impregnar, dicha disolucion
se afiade sobre la zeolita con agitacion y posteriormente se seca en una estufa.
Después de cada intercambio se filtra la suspensién y se afiade disolucion fresca
del NaOH, realizandose después del ultimo intercambio lavados hasta ausencia de

cloruros.

El autor realizé un estudio del intercambio ibnico empleando un diferente tipo de
calefaccion y usando una zeolita X en forma sodica con una relacion molar
silicio/aluminio de 1.4 y con alta cristalinidad. Estas zeolitas se calcinaron a 500°C
para homogenizar y activar por igual todos los materiales. Se utilizaron las
condiciones de intercambio i6nico del método 2, variando el tiempo de intercambio
y los lavados hasta ausencia de cloruros se realizaron utilizando NaOH 0.01 N para

evitar la protonacion.

11
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3.JUSTIFICACION

Actualmente existe la problematica de salud generada por la bacteria Salmonella
typhi (S. typhi), la cual se encuentra cominmente en las aguas y alimentos. Se sabe
gue dicha bacteria ha generado una resistencia en contra de los farmacos que se

utilizan para su tratamiento en el cuerpo humanao.

La combinacién de la zeolita-Ag tiene su mayor funcidn bactericida al rasgar la
membrana de la bacteria, impidiendo asi la reproduccidon inmediata de esta
inhibiendo su metabolismo, todo ello sin crear un efecto memoria en la bacteria, por

lo cual no desarrolla inmunidad respecto a este material.

Se espera obtener un material que elimine en un 100% las bacterias en un periodo
de tiempo menor que los farmacos. De igual manera, que represente una alternativa
viable desde el aspecto econémico y sustentable, con beneficios para la salud que

no genere efectos secundarios.

Para lograr lo descrito anteriormente, se trabajara con nanoparticulas de plata
soportadas en zeolitas naturales (del tipo Clinoptilolita). Se hara un prototipo de un
filtro para el tratamiento de aguas, el cual consistira basicamente en el disefio de un

reactor tipo Batch.

12
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4.0BJETIVOS E HIPOTESIS

Hipotesis
Al soportar nanoparticulas de plata en zeolita Clinoptilolita se incrementara el area

de contacto entre las bacterias y las nanoparticulas (Ag), por lo que se lograra una

inhibicién o eliminacion de las bacterias en corto tiempo.

Objetivo general

Sintetizar materiales con nanoparticulas de plata soportadas en zeolita tipo
Clinoptilolita, como alternativa para la eliminacion de la bacteria Salmonella typhi
(ATCC CDC-99) y el disefio de un filtro para comprobar la efectividad in vitro.

Objetivos particulares

e Soportar las nanoparticulas de plata en una zeolita natural tipo Clinoptilolita.

e Caracterizar el material bajo las técnicas de DRX y SEM.

e Determinar la cinética de eliminacion de la bacteria Salmonella typhi para
comprobar la eficiencia del material.

13
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5.METODOLOGIA

Con base en el método de José GoOmez Martin y algunas adecuaciones

recomendadas por el Dr. Roberto Guerra Gonzélez se realiz0 lo siguiente:

5.1 Preparacion de soluciones de AgNO3z 1M

Para la preparaciéon de la primera solucion de AgNOs 1 M se tomé 5.1713 g del
primer reactivo (Golden Bell) y se disolvié en 30 ml de agua tibia a una temperatura
de 35°C y agitacion constante (agitador magnético a 80 rpm) por 20 minutos como

se muestra en la figura 5.1.

Nota: todas las figuras incluidas en este apartado fueron tomadas por el equipo de

trabajo (fuente propia).

Figura 5.1 Agitador CORNING: Proceso de agitacion de la solucion de AQNO3

Posteriormente se realiz6 la medicién del espectro de absorcién de la solucién en
el espectrofotometro UV-VIS (Velab) mostrado en la figura 5.2 desde 300 nm hasta
los 400 nm con intervalos de 10 nm con la finalidad de observar la presencia de las

nanoparticulas de plata.
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Figura 5.2 Espectrofotometro Velab: Equipo utilizado para la medicion de
absorbancia de la solucion de AgNO3

Se almacend la solucién por 24 horas resguardandola de la luz solar. Se tomé una
sal precursora de AgNOs para preparar una solucién 1 M en 30 ml, pero ahora del
segundo reactivo (Baker Analyzed reactivos) y se repitié el mismo procedimiento

antes descrito.

5.2 Sintesis del material

Se pesaron 50 g de zeolita del tipo Clinoptilolita para posteriormente realizar varios
lavados con agua destilada como se muestra en la figura 5.3 con la finalidad de
eliminar impurezas y particulas finas, se dejé reposando la zeolita en agua destilada
por 24 horas; posterior a ello, se realizé un segundo lavado repitiendo el mismo

procedimiento.

—

Figura 5.3 Zeolita: Proceso de lavado
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Se dividio la cantidad de zeolita en 2 partes iguales (25 g) colocandolas en cipsulas
de porcelana que se llevaron al horno a una temperatura de 120°C durante 3 horas
como se muestra en la figura 5.4 con la finalidad de eliminar la materia organica

presente, posteriormente se colocaron las capsulas dentro de un desecador.

Figura 5.4 Horno Felisa: Equipo empleado en el proceso de secado de la zeolita.

Se prepar6 una soluciéon de NaCl 1 M con 5.844 g del reactivo mostrado en la figura
5.5y se disolvié en 100 ml, con la finalidad de protonar la zeolita dejando remojar
esta Ultima en la solucién por 48 horas. Después se realizaron varios lavados con
agua destilada hasta que el pH de la zeolita fue alcalino, hasta que se eliminaron
los iones CI- presentes. Para asegurar que la soluciéon preservara su alcalinidad (pH
8+5), se dejo rebosando en agua destilada, se colocaron 4 gotas de agua

oxigenada (3% comercial) y se dej6 en reposo por 24 horas.

Figura 5.5 Reactivo de NaCl utilizado (Reactivos LABESSI)
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Nuevamente se llevo la zeolita al horno a 120°C durante 1 hora y 30 minutos para
eliminar la humedad presente, posterior al secado se afiadieron ambas soluciones
de AgNOs 1 M hasta que reboso la cantidad de zeolita, se dejé en reposo durante
10 dias (se cubri6 la solucion para evitar la exposicion a la luz solar) para que

ocurriera el intercambio catiénico.

Se programo la mufla a un ciclo triple desde 55°C, 120°C y 500°C para la eliminacién
de la materia orgénica y la sinterizacion de la plata a la zeolita, al dia siguiente se
colocaron las cépsulas con el material en un desecador para evitar la humedad

ambiental.

5.3 Pruebas de eficiencia bactericida del material

Para realizar las pruebas de eficiencia bactericida del material se prepararon placas
de agar MacConkey, se pesaron 5 g y se disolvieron en 100 ml de agua destilada

para obtener 10 placas.

Se tomaron 4 muestras: Material 2 “tamiz U.S. STD. Sieve abertura de 2 mm”;
Material 2” tamiz 6 U.S. STD. Sieve abertura de 3.35 mm”; Material 1 “tamiz U.S.
STD. Sieve abertura de 2 mm”; y mezcla de material 1y 2 “tamiz 10 U.S. STD. Sieve

abertura de 2 mm”, las cuales fueron anadidas a los discos como se muestra en la

?7_'

3
s

figura 5.6.

|5

saw

)

Figura 5.6 Material contenido en discos
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Se sembro la bacteria S. typhi (ATCC CDC-99), simultaneamente se colocaron los
discos boca abajo para que el material tuviera contacto con las bacterias, se repitid
este paso 4 veces para que cada placa correspondiera a una muestra del material
con la finalidad de tener la medida promedio del halo de inhibicion del material. De
forma adicional se realiz6 un sembrado més en una placa con 3 muestras molidas;
material 2, material 1 y mezcla de ambos materiales, una vez realizado esto, se

dejaron en la incubadora a 37°C por 24 horas como se muestra en la figura 5.7.

|

Figura 5.7 Incubadora Felisa: Equipo utilizado para el crecimiento bacteriano

5.4 Experimento 1 (cinética microbiana)

Para la prueba de la cinética microbiana se prepar6 el material para el disefio del
filtro, el cual consta de un recipiente de plastico que se perford en el fondo, al cual
se afiadi6é una varilla de vidrio con una manguera de latex y pinzas para controlar el
flujo de salida. Se construyeron cartuchos a partir de papel filtro y se monté a un

soporte universal como se muestra en la figura 5.8.
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Figura 5.8 Prototipo de filtros utilizados en las pruebas cinéticas

Se realizé un resembrado de la bacteria en caldo nutritivo de tripticaseina (50 ml) y
se dej6 en la incubadora durante 24 horas, para después aforar a 500 ml. Se sembro
una placa con la muestra patrén. Para realizar cada uno de los experimentos se
emplearon los 2 filtros disefiados, el filtro 1 contenia material 1 y el filtro 2 material
2 como se muestra en la figura 5.9, esto con la finalidad de comparar la eficiencia

de cada reactivo de AgNOs utilizado en la elaboracién de las soluciones.

Figura 5.9 Materiales dentro del filtro
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Se midio el pH de los materiales, posterior a ello se colocaron los materiales dentro
de los cartuchos, y después la muestra con bacteria dentro del mismo, se dejo filtrar
y se continud afiadiendo volumen hasta rebosar el material. Es de importancia
mencionar que se consideraron las medidas de seguridad biologicas

correspondientes en la realizacion del experimento.

Simultdneamente se cronometro el tiempo desde el momento en que se vacio el
cartucho y se siguié afadiendo volumen, se tom6 muestra del agua tratada en el
filtro a los 15, 30 y 45 minutos (antes de tomar la muestra se desecho el volumen
gue no estaba en contacto con el material para garantizar tomar la muestra correcta,
manteniendo el volumen constante afladiendo mas muestra) y se sembrd cada
muestra en una placa, a la vez que se tomo6 cada muestra se midio su absorbancia
en el espectrofotometro UV-VIS mostrado en la figura 5.10 a 600 y 625 nm con la
finalidad de identificar los componentes presentes de la membrana celular de la
bacteria, asi como la plata del material. Se dejaron todas las placas en la incubadora
a 37°C por 24 horas.

Figura 5.10 Espectrofotometro UV-VIS Biochrom: Medicion de absorbancia de los
experimentos
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5.5 Experimento 2 (cinética microbiana)

Para el experimento 2 se realiz6 el mismo procedimiento antes descrito con la
diferencia de un intervalo menor en la toma de muestras siendo en 5, 10, 15, 25,
40, y 60 minutos respectivamente como se muestra en la figura 5.11, con la finalidad

de observar el comportamiento del filtro en tiempos de residencia menores.

Figura 5.11 Filtro utilizado en los experimentos

5.6 Experimento adicional de recirculacion

Se realiz6 un experimento adicional de recirculaciéon con la finalidad de descartar
gue los resultados obtenidos anteriormente fueran erréneos, ya que se lleg6 a
pensar que la bacteria pudo haber quedado en el fondo del filtro, dentro de los poros
del material o en zonas muertas dentro del filtro. Al no obtener crecimiento
bacteriano, se puede confirmar la eficiencia del material respecto a la bacteria E.
coli. Debido a los resultados obtenidos de esta prueba, no se considerd necesario

realizar la prueba con la bacteria Salmonella typhi.
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5.7 Experimento 3 (cinética microbiana)

Para el experimento 3, se realizo el mismo procedimiento que para el experimento
1y 2, con la diferencia de que se tomaron intervalos de tiempo aun menores a los
anteriores, siendo estos 30 segundos, 1, 2, 3, 5y 10 minutos, con la finalidad de

comprobar que la bacteria es eliminada a tiempos menores a 5 minutos.

5.8 Experimento extra (filtro de campo)

Por ultimo, se realizdé un experimento extra, el cual consistié en hacer interaccionar
el material con el agua directamente. Para ello, dentro de una botella de plastico de
1.5 L, se colocaron 12 g de material 2, 10 ml de bateria Salmonella typhi y el
volumen de agua fue de 1 L como se muestra en la figura 5.12. Cada 5 minutos se
agito lentamente con la finalidad de que el material tuviera el contacto suficiente con
la bacteria, posterior a cada agitacién se realiz6 un sembrado en placa de una
muestra tomada del interior de la botella para observar si las bacterias lograban

sobrevivir al efecto bactericida del material.

Figura 5.12 Filtro de campo (experimento extra)

Se llevé a cabo la cinética donde se observo la inhibicidn bacteriana con respecto

al tiempo para cada experimento, tomando los tiempos de 0, 15, 30, 45, 60 minutos

22



5. METODOLOGIA

para el experimento 1; 0, 5, 10, 15, 25, 40, 60, 90 minutos para el experimento 2 vy,

0, 0.5,1, 2, 3,5, 10 minutos para el experimento 3.

Para graficar los resultados se utilizé el software Matlab R2017a.

5.9 Caracterizacion de los materiales
5.9.1 Difraccion de rayos X (DRX).

Por medio de este método se identifican las fases cristalinas y la determinacion de
la cristalinidad de las muestras. Las condiciones que se aplican en este método para

obtener los espectros de difraccion son:

e Tamafio de paso
e Tiempo de contaje por paso
¢ Intervalo de barrido

e Duracion del anélisis.

Al interpretar los espectros, se debe tener en cuenta que en las zeolitas al disminuir
la relacibn molar silicio/aluminio aumenta la intensidad de los picos del

difractograma mientras que la presencia de potasio lo atenta [36].

5.9.2 Microscopia electronica de barrido (SEM).

La microscopia electronica proporciona informacion acerca de la morfologia,
distribucion de tamafio de los cristales y composicidon de las muestras que se
sintetizaron. Esta implica raspar un haz de electrones estrecho sobre una superficie
y determinar el rendimiento de electrones secundarios o retrodispersados como una
funcién del haz de electrones primario. Los electrones secundarios tienen en su

mayoria bajas energias y origen en la superficie de la muestra [37, 38, 39].
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6.ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Las caracterizaciones de los materiales se llevaron a cabo en el Centro de

Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (Cinvestav).

6.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Los patrones de difraccion de rayos X de las muestras se obtuvieron en un
difractometro Siemens D500 que usa un tubo de cobre de rayos-X. La radiacién Ka
(longitud de onda de 0.70930 A) se selecciond con un monocromador de haz

difractado.

En el difractograma 1 de la figura 6.1, se observan los picos caracteristicos de la
zeolita en 8, 11.5, 15, 19.5, 21.8, 24 y 25.2 medidos a 26 antes de realizar las
pruebas experimentales. Los picos atribuibles a la plata se encuentran en 9, 12,
12.3,16.5y 20.
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Figura 6.1 Difractograma 1; Material zeolita (Clinoptilolita)-Ag antes de someterse
a las pruebas de inhibicion.
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En el difractograma 2 de la figura 6.2, se muestra el material después de someterse
a las pruebas de inhibicion, donde se observan los picos caracteristicos atribuibles
a la zeolita en 4, 12, 15, 17, 20, 24.5y 26. Y para la plata los picos caracteristicos
estan en 11, 12, 14.5, 16.5, 20 y 24.5. La linea amarilla vertical dentro del
difractograma nos demuestra que la plata estd en la intensidad de las
nanoparticulas de plata adecuada. A diferencia del primer difractograma, en este se
observa que los picos son mas finos, esto se atribuye a la pérdida de plata y el

aumento de cristalinidad de la zeolita.
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Figura 6.2 Difractograma 2; Material zeolita (Clinoptilolita)-Ag después de
someterse a las pruebas de inhibicion.

6.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido se realiz0 en un microscopio de barrido
modelo JSM-6400 JEOL Noran Instruments a 15keV y 10® mmHg. Antes de
introducir la muestra a analizar se realiz6 un recubrimiento metalico con cobre para
gue haya conductividad eléctrica. Una vez metalizadas, las muestras se adhirieron
con cinta de carbono en un porta muestras para finalmente ser introducidas en el

microscopio.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la figura 6.3 se muestra que la zeolita Clinoptilolita en la cual se puede demostrar

gue es un material mesoporoso.

lpm  CINVESM
SEM

Figura 6.3 Microfotografia de la zeolita (Clinoptilolita) a un aumento de 5000X

En la figura 6.4 se muestra dos micrografias del método de mapeo coloreado por
SEM, en la figura a) se muestra la zeolita, la cual presenta una estructura rugosa,
por su parte, la figura b) nos muestra que la plata esta homogéneamente distribuida

sobre la superficie del material.

Figura 6.4 a) Zeolita Clinoptilolita b) Plata sobre la superficie del material
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Posterior a la realizacion de las pruebas inhibitorias se volvié a realizar el estudio
del SEM con el objetivo de observar si sufrié la zeolita algin cambio morfolégico o
textural. En la figura 6.5 se puede observar que la zeolita no sufrid ningin cambio
en su estructura, cuenta con una superficie menos rugosa debido probablemente a
las membranas de las bacterias que se inhibieron, sin embargo, se observa que la

plata continia homogéneamente distribuida en el soporte.

Figura 6.5 Microfotografia del material zeolita (Clinoptilolita)-Ag a un aumento de
1000X

Una vez que se realizaron las pruebas experimentales, se caracterizd nuevamente
el material por SEM con el método de mapeo coloreado como se muestra en la
figura 6.6, en el inciso c) se muestra la zeolita, y en el inciso d) se muestra la

distribucion de la plata sobre la zeolita.

d)

Figura 6.6 c) Zeolita después de las pruebas experimentales d) Plata sobre la
superficie del material después de las pruebas experimentales.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.3 Pruebas de eficiencia bactericida

En la figura 6.7 se muestra el acomodo que se siguié para realizar las pruebas

correspondientes del material 1y 2:

Figura 6.7 Esquema del material 1 y 2 para las placas: 1) Material 2 ‘tamiz 10 U.S.

STD. Sieve abertura de 2 mm”; 2) Material 2 “tamiz 6 U.S. STD. Sieve abertura de

3.35 mm” 3) Material 1 “‘tamiz 10 U.S. STD. Sieve abertura de 2 mm”; 4) Mezcla
de material 1y 2 “tamiz 10 U.S. STD. Sieve abertura de 2 mm”

Resultando lo siguiente:

1) Material 2 tamiz 10 U.S. STD. Sieve abertura de 2 mm”

Se observo un halo de inhibicion de aproximadamente 6 mm medido a partir del

centro del disco, como se indica con la flecha roja en la figura 6.8. El halo es del

tamarno del disco.

Figura 6.8 Interaccion de la bacteria S. typhi frente al material 2
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2) Material 2 ‘tamiz 6 U.S. STD. Sieve abertura de 2 mm”

Se observo un halo de inhibicion de 7 mm medido a partir del centro del disco como

se muestra en la figura 6.9.

Figura 6.9 Interaccion del material 2 con la bacteria S. typhi
3) Material 1 ‘tamiz 10 U.S. STD. Sieve abertura de 2 mm”

El halo de inhibicibn mostrado en la figura 24 medido a partir del centro del disco

fue de 6 mm.

Figura 6.10 Interaccién del material 1 frente a la bacteria S. typhi
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4) Mezcla del material 1y 2 “tamiz 10 U.S. STD. Sieve abertura de 2 mm”

El halo de inhibicion medido a partir del centro del disco fue de 6 mm como se

muestra en la figura 6.11. Al momento de destapar la placa, un disco se movié.

Figura 6.11 Interaccion de la mezcla del material 1 y 2 frente a la bacteria S. typhi

Por ultimo, se realiz6 una prueba moliendo el material 2, con la finalidad de observar
la interaccion del material en forma de “roca” y molido, mostrado en la figura 6.12.

Se obtuvo lo siguiente:

Figura 6.12 Interaccion del material 2 molido frente a la bacteria S. typhi

En la cual, el halo medido fue de 8 mm medido a partir del centro del disco.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El material utilizado fue el siguiente:

Figura 6.13 Material 1 y 2 (roca y molido)

6.4 Experimento 1

Figura 6.14 Patrén de S. typhi en experimento 1 a tiempo 0

En la figura 6.14 se muestra que al inicio del experimento 1 la bacteria estaba
presente y tuvo un crecimiento adecuado.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Figura 6.15 Pruebas microbioldgicas del experimento 1

Los resultados arrojados del experimento 1 en la figura 6.15, muestran que la
inhibicion de la bacteria, propiciada por el material 1 (fila superior) fue en un tiempo
menor a 15 minutos, al igual que en el material 2 (fila inferior). Por lo cual se opt6
por realizar un segundo experimento, con la finalidad de observar el comportamiento

del material frente a la bacteria a tiempos menores.

Figura 6.16 Residuo del experimento 1
El residuo del experimento 1 present6 una coloracion café atribuible a la plata del
material que tuvo interaccion con la bacteria S. typhi, como se muestra en la figura
6.16.
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6.5 Experimento 2

Figura 6.17 Muestra patron en el experimento 2 tomada a un tiempo 0

Prueba realizada con la finalidad de comprobar que al inicio del experimento 2 se

contaba con la presencia de la bacteria, como se indica en la figura 6.17.

Figura 6.18 Pruebas microbiolégicas del experimento 2

En el experimento 2, se observé que en ambos materiales la bacteria fue inhibida a
tiempos menores a 5 minutos, como se muestra en la figura 6.18. Por lo cual se
considerd hacer un tercer experimento a lapsos de tiempo aun menores con la

finalidad de descartar si la bacteria crecia a tiempos menores a los antes medidos.
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6.6 Experimento adicional de recirculacién

Se realizd un experimento adicional comparativo con la bacteria E. coli, con la
finalidad de demostrar que la bacteria no se encontraba dentro de los poros del
material, o asentada al final del filtro, sino que si estaba interactuando con el

material.

Figura 6.19 Residuo del experimento 2

En la figura 6.19 el residuo del experimento 2 presentd una coloracién café claro

atribuible a la plata que se desprendi6 del material al momento de realizar la prueba.

6.7 Experimento 3

Figura 6.20 Patrén de S. typhi en el experimento 3 a un tiempo 0.
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En la figura 6.20 se muestra nuevamente que al inicio del experimento 3 se contaba

con la presencia de la bacteria.

Figura 6.21 Pruebas microbiologicas en el experimento 3

Se comprob6é nuevamente que el material actué de forma adecuada contra la

bacteria en un tiempo menor a 1 minuto.

6.8 Experimento extra (filtro de campo)

Figura 6.22 Pruebas microbiolégicas en el experimento adicional

Nuevamente, para este experimento adicional se demuestra la efectividad del
material respecto a la bacteria Salmonella typhi, la cual fue inhibida como se puede
observar en la figura 6.22, al igual que en los casos anteriores en menos de 5

minutos.
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6.9 Espectrofotogramas de los experimentos

La absorbancia se midio con el objetivo de identificar los elementos presentes en la
solucion, y poder observar el rompimiento de la membrana bacteriana, fendmeno
en el cual se liberan compuestos de fosforo y azufre. Como se muestra en las

gréficas que hay un aumento en la absorbancia.

En la grafica 1 se presenta el espectro fotograma UV-VIS del nitrato de plata
concentracion 1 M donde se puede apreciar un pico a la longitud de 300 nm, el cual

es atribuible a la plata, con una absorbancia de 2.549 nm.
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Grafica 1 Espectro UV-VIS de la solucion de AgNOs (reactivo 1 Golden Bell
Reactivos)
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En la grafica 2 se presenta el espectro fotograma UV-VIS del nitrato de plata
concentracion 1 M donde se puede apreciar un pico a la longitud de 300 nm, el cual

es atribuible a la plata, con una absorbancia de 2.69 nm.
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|

Grafica 2 Espectro UV-VIS de la solucién de AgNOs (reactivo 2 Baker Analyzed
Reactivos)
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En la gréfica 3 se presenta el espectro UV-VIS a la longitud de 600 nm en el
experimento 1, donde se compara la efectividad del material 1 respecto al material
2. Ambos presentan un comportamiento similar, siendo el material 1 el que presenta
una mayor absorbancia, lo cual nos indica que esta siendo mas efectivo al detectar
una presencia mayor de grupos funcionales como fosfato y sulfhidrilos. Los puntos
a un tiempo de 30 minutos corresponden a las absorbancias de 0.142 y 0.116 nm,

para el material 1y 2, respectivamente.

0.16 T T T T T T T T T T T
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—@— Absorbancia material 2
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-
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0.02 ! ! ! ! | ! ! ! ! ! !
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Gréfica 3 Comparativo de los espectros UV-VIS de los grupos funcionales fosfato
y sulfhidrilos a 600 nm en el Experimento 1 del material 1y 2.
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En la gréfica 4 se presenta el espectro UV-VIS a la longitud de 625 nm en el
experimento 1, donde se compara la efectividad del material 1 respecto al material
2. A diferencia de la grafica anterior, el material 1 presenta un pico mayor
correspondiente a la plata a un tiempo de 45 minutos con un valor de absorbancia
de 0.447 nm, mientras que el material 2 tiene su pico maximo a un tiempo de 30
minutos con un valor de absorbancia de 0.123 nm. Lo cual nos indica que el material
2 libera una cantidad de plata menor que el material 1, es decir, que es mas efectivo,
ya que la plata contenida dentro de este se sinteriz6 de mejor manera y no se

desprende tan facilmente.
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Grafica 4 Comparativo de los espectros UV-VIS de la plata a 625 nm en el
Experimento 1 del material 1y 2.
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En la gréfica 5 se presenta el espectro UV-VIS a la longitud de 600 nm en el
experimento 2, donde se compara la efectividad del material 1 respecto al material
2. El material 1 presenta un pico mayor correspondiente a los grupos funcionales
fosfato y sulfhidrilos a un tiempo de 5 minutos con un valor de absorbancia de 0.16
nm, mientras que el material 2 tiene su pico maximo a un tiempo de 10 minutos con
un valor de absorbancia de 0.116 nm. Lo cual nos indica que el material 1 es mas

efectivo que el material 2.
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Gréfica 5 Comparativo de los espectros UV-VIS de los grupos funcionales fosfato
y sulfhidrilos a 600 nm en el Experimento 2 del material 1y 2.
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En la gréfica 6 se presenta el espectro UV-VIS a la longitud de 600 nm en el
experimento 2, donde se compara la efectividad del material 1 respecto al material
2. El material 1 presenta un pico mayor correspondiente a la plata a un tiempo de 5
minutos con un valor de absorbancia de 0.141 nm, mientras que el material 2 tiene
Su pico maximo a un tiempo de 15 minutos con un valor de absorbancia de 0.177
nm. Lo cual nos indica que el material 1 libera una cantidad de plata menor que el

material 2, por lo cual es mas efectivo.
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Gréfica 6 Comparativo de los espectros UV-VIS de la plata a 625 nm en el
Experimento 2 del material 1y 2.
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En la grafica 7 se presenta el espectro UV-VIS a las longitudes de 600 y 625 nm en
el experimento adicional de recirculacion utilizando el material 1. A 625 nm se
observa que a un tiempo de 20 minutos se tiene un valor de absorbancia de 0.13
nm que respecta a la plata. Y a 600 nm a un tiempo de 20 minutos con un valor de
absorbancia de 0.145 nm, lo cual corresponde a los grupos funcionales de fosfato y

azufre presentes.
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Gréfica 7 Espectro UV-VIS de la plata y grupos fosfato y sulfhidrilos a 600 y 625
nm en el experimento adicional de recirculacion con la bacteria E. coli.
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En la grafica 8 se presenta el espectro UV-VIS a las longitudes de 600 y 625 nm en
el experimento 3 utilizando el material 2. A 625 nm se observa que a los 5 minutos
se tiene una absorbancia de 0.079 nm, la cual corresponde a la plata que no se
sinterizé al material, y a 600 nm a un tiempo de 5 minutos se tiene una absorbancia
de 0.091 nm, lo cual corresponde a los grupos funcionales, fosfato y sulfhidrilos que

aparecen debido al rompimiento de la membrana de la bacteria.
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Grafica 8 Espectro UV-VIS de la plata y grupos fosfato y sulfhidrilos a 600 y 625
nm en el Experimento 3 material 2.
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6.10 Cinética quimica

Tabla 1. Efecto inhibitorio de la bacteria Salmonella typhi en el experimento 3

Tiempo 0 minutos 0.5 minutos 1 minutos 2 minutos 3 minutos 5 minutos

Muestra

La tabla 1 ilustra que la inhibicion de la bacteria se dio a tiempos menores a 1
minuto. Por lo cual se puede deducir que la eficiencia del material con el que se
trabaj6é es mejor que otros materiales que se han usado con este fin [10], los cuales

acttan en un tiempo de 30 minutos aproximadamente.

Por su parte, realizando las gréficas correspondientes al comportamiento cinético
de cada experimento se observa que de la gréfica 9-13 tienen un comportamiento
de primer orden, lineal. Como la inhibicion de la bacteria fue inmediata, no se puede
realizar un calculo cinético, basta con observar el decaimiento lineal de cada grafica

gue se presenta a continuacion.

Todas las graficas nos representan que la eficiencia del material fue buena, la
incertidumbre entre cada experimento fue menor a 1, por lo cual no se incluye como

calculo, al igual que la varianza, entre otros.
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Concentracion de bacteria (UFC)
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Gréfica 7 Cinética de inhibicion en el experimento 1
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Grafica 8 Cinética de inhibicion en el experimento 2.
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Gréfica 11 Cinética de inhibicion en el experimento adicional de recirculacion (E.

coli).
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Gréfica 12 Cinética de inhibicion en el experimento 3.

46



6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Concentracion de bacteria (UFC)
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Grafica 13 Cinética de inhibicion en el experimento adicional (filtro de campo).
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7.CONCLUSIONES

Se logré soportar a las nanoparticulas de plata en la zeolita de tipo Clinoptilolita
formando un material con propiedades bactericidas, asi como el disefio y uso del
filtro para la eliminacion de la bacteria Salmonella typhi, la cual fue eliminada en

tiempos menores a 1 minuto.

La zeolita en forma de roca junto a la plata tiene una alta eficiencia, al igual que si

se usara en forma de polvo.

El material conservé su eficacia después de usarlo 5 veces, esto es la principal

ventaja con la que cuenta, el ser un material reutilizable.

La cinética de inhibicién fue de primer orden, lineal, debido al rapido decrecimiento
de la bacteria S. typhi en tiempos cortos, con una concentracion inicial de bacteria
(UFC) de 1.5x108.
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8.PERSPECTIVAS FUTURAS

Se recomienda investigar los siguientes aspectos en estudios posteriores:

e Porcentaje Optimo de plata impuesta en la zeolita para evitar desperdicios.

e Mecanismo de reaccidn exacto que ocurre al interaccionar el material
obtenido con la bacteria.

e Tiempo en el cual la bacteria es eliminada completamente.

e Aplicacion del filtro en el tratamiento de agua en Ooapas para el cumplimiento
de las normas mexicanas NOM-002-SEMARNAT-1996 y NOM-033-
SEMARNAT-1997, las cuales tratan lo referente a los indices de
contaminacion organica y biologica del agua.

e Uso de un mejor método de homogenizacion al momento de adherir la plata

a la zeolita.
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10. GLOSARIO

Catalizador basico homogéneo: compuesto que proporciona velocidades de
reaccion altas, tiende a formar emulsiones, y requiere que sus condiciones

de reaccion sean controladas.

Catalizador basico heterogéneo: compuesto que posee una actividad similar
a la que presentan los catalizadores basicos homogéneos, se presentan

como oxidos.

Zeolita: sélido aluminosilicato cristalino microporoso que contiene cavidades

y canales de dimensiones moleculares (de 3 a 20 A).

Concentracion minima inhibitoria (MIC): es la menor concentracion de un

antibiotico en particular donde se registré la ausencia de crecimiento visible.

Concentracion bactericida minima (MBC): es definida como la menor
concentracion que necesita un agente bacteriolégico para matar a una

bacteria en particular.

Zeolita Fajausita: zeolita de poro grande, con cavidades casi esféricas de

unos 12 A de diametro interconectadas por ventanas de 7.4 A.

Zeolita Clinoptilolita: zeolita con un sistema de canales de 8 a 10 miembros
de dimensiones 7.5 x 3.1 4 que se encuentran interconectados entre si por

medio de otro sistema de canales de menor tamario (4.6 x 3.6 A).

Zeolita Modernita: zeolita con un sistema de canales de 12 miembros de
dimensiones 6.5 x 7.04 que se encuentran interconectados entre ellos por

medio de otro sistema de canales de menor tamarfio (5.7 x 2.6 A).
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10. GLOSARIO

Plata coloidal: pertenece al grupo de los coloides, con propiedad
desinfectante, compuesto por nanoparticulas de plata cargadas

eléctricamente.

Plata ionica: ion que solo puede existir en una solucion.

Material biocida: es un material que tiene como finalidad destruir, neutralizar
o impedir la accidn sobre cualquier organismo dafiino por medios quimicos o

bioldgicos.

Membrana plasmatica: separa el interior de las células con el ambiente

exterior.

Sustitucién isomorfica: es aquella que implica que el sitio que ocupa un catiéon
formador de una red cristalina sea ocupado por otro catién, que de igual

manera forme una red y tenga un tamafio similar.

Acido pipemidico (Ci4H17NsO3): farmaco sintético que deriva de las
quinolonas. Interfiere con la polimerizaciéon del ADN de la mayoria de las

bacterias gramnegativas.

Hidréxido doble laminar (LDH): Compuesto sintético que presenta una

estructura anéloga a la hidrocalcita.

Hidrodesalquilaciéon: proceso en el cual el tolueno reacciona con el hidrégeno

para producir benceno y metano.

Bacteria Gramnegativa: son cominmente patdégenas Yy contienen

endotoxinas dentro de sus membranas exteriores.
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10. GLOSARIO

Bacteria Grampositiva: son aquellas que se tifien de azul oscuro o violeta por

la tincién de Gram.

Reticulo endopldsmico: 6rgano celular encargado de elaborar las proteinas

que la célula requiere.

Peptidoglicanos: cadena de aminoazucares unidos entre si por péptidos de
bajo numero de aminoé&cidos, que forman una trama que rodea a la

membrana plasmatica para dar forma y resistencia osmotica a la bacteria.

Enzimas enddgenas: sustancias de alta especificidad que permiten que las
reacciones poco probables se lleven a cabo. Permiten el avance de

reacciones vitales.

Acido teidnico (teicoico): polimero de un polialcohol, unido por enlaces

fosfodiéster presentes en la pared celular de las bacterias Grampositivas.

Acido teicurénico: polimero aniénico formado por la alternancia de acidos

urénicos y azlcares.

Enterobacterias: familia grande y diversa de bacilos gramnegativos, crecen
con rapidez bajo condiciones aerobias o anaerobias y tienen actividad
metabolica.

Sinterizacion: proceso en el cual se crean enlaces fuertes entre particulas,

para adherirse a las superficies.

ATCC: es una clasificacion de cultivos con base a la American Type Culture

Collection (Coleccién Americana de Cultivos).
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10. GLOSARIO

Agar MacConkey: reactivo que tiene la funcion de servir como medio de
cultivo para bacterias gramnegativas, como Escherichia coli o Salmonella
typhi. Compuesto por sales biliares, colorante cristal violeta, indicador rojo

neutro. Lactosa, peptona y cloruro de sodio.
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Apéndice A. Tablas de resultados de absorbancia
Tabla 2. Absorbancia del AQNO3 (Reactivo 1 Golden Bell)

nm
300
320
330
340
350
360
370
380
390
400
450
500

Absorbancia
2.549
2.444
1.767

0.51
0.101
0.015
0.001

0

0
0
0
0

%T
17.0873431
18.3773417
29.3819082
70.2222438
93.2386486
98.9656656
99.9307093

100

100

100

100

100

Tabla 3. Absorbancia del AgNO3 (Reactivo 2 Baker Analyzed Reactivos)

nm
300
320
330
340
350
360
370
380
390
400
450
500

Absorbancia
2.69
2.545
1.884
0.576
0.132
0.042
0.022
0.017
0.022
0.019
0.027
0.027

%T
15.4963462
17.1347851
27.0931492
67.0821112
91.2565489
97.1307496
98.4866443
98.8285652
98.4866443
98.6916546
98.1459064
98.1459064
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Tabla 4. Absorbancia material 1 experimento 1

Muestra Absorbancia
(600 nm)
Patrén (0 min) 0.031
15 min 0.111
Material 1 30 min 0.142
45 min 0.137
Residuo 1 0.149

Tabla 5. Absorbancia material 2 experimento 1

Muestra Absorbancia
(600 Nm)
Patrén (0 min) 0.031
15 min 0.093
Material 2 30 min 0.116
45 min 0.1
Residuo 2 0.11

Tabla 6. Absorbancia material 1 experimento 2

Muestra Absorbancia
(600 Nm)
Patrén (0 min) 0.031
5 min 0.16
10 min 0.154
. 15 min 0.135
sEtErel 25 min 0.105
40 min 0.128
60 min 0.128
Residuo 1 0.148

Absorbancia
(625 nm)
0.016
0.105
0.243
0.447
0.199

Absorbancia
(625 nm)
0.016
0.081
0.123
0.09
0.096

Absorbancia
(625 nm)
0.028
0.141
0.139
0.12
0.125
0.11
0.112
0.126
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Tabla 7. Absorbancia material 2 experimento 2

Muestra Absorbancia Absorbancia
(600 Nm) (625 nm)
Patrén (0 min) 0.031 0.028
5 min 0.109 0.105
10 min 0.116 0.103
ol 2 15 min 0.105 0.177
Materia 25 min 0.107 0.086
40 min 0.108 0.09
60 min 0.11 0.101
Residuo 2 0.129 0.116

Tabla 8. Absorbancia material 1 experimento 3

Muestra Absorbancia Absorbancia
(600 Nm) (625 nm)
Patron (0O min) 0.013 0.012
30s 0.041 0.037
1 min 0.043 0.038
Material 1 2 min 0.05 0.044
3 min 0.071 0.063
5 min 0.091 0.079
Residuo 1 0.104 0.091

Tabla 9. Absorbancia material 1 prueba de recirculacién demostrativa con la
bacteria E. coli

Muestra Absorcién Absorcién
(600 nm) (625 nm)
5 min 0.095 0.079
10 min 0.118 0.108
Material 1 15 min 0.135 0.114
20 min 0.145 0.13
30 min 0.172 0.145
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Apéndice B. Espectrofotogramas de los experimentos

En la gréfica 14 se presenta el espectro UV-VIS a las longitudes de 600 y 625 nm
en el experimento 1, donde se observa que a los 45 minutos se tiene una
absorbancia de 0.447 a 625 nm, la cual corresponde a la plata, a 600 nm a un tiempo
de 30 minutos se tiene una absorbancia de 0.142 nm, lo cual corresponde a los
grupos funcionales fosfato y sulfhidrilos presentes cuando ocurre el rompimiento de

la membrana de la bacteria.
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Grafica 9 Espectro UV-VIS de la plata y grupos fosfato y sulfhidrilos a 600 y 625
nm en el Experimento 1 material 1.
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En la gréfica 15 se presenta el espectro UV-VIS a las longitudes de 600 y 625 nm
en el experimento 1, donde se utilizé el material 2. A 625 nm se observa que a los
30 minutos se tiene una absorbancia de 0.123 nm, la cual corresponde a la plata
desprendida durante el experimento, y a 600 nm a un tiempo de 30 minutos se tiene
una absorbancia de 0.116 nm, lo cual corresponde a los grupos funcionales, en este
caso, a los grupos fosfato y sulfhidrilos, los cuales aparecen debido al rompimiento
de la membrana de la bacteria. Se observa también que, al utilizar el material 2, las
graficas tienen un comportamiento mas ordenado, tanto asi, que su punto maximo

a 600 y 625 nm es a un mismo tiempo, 30 minutos.

0.13 T T T T T T T T T

012 F —@— Absorbancia a 600 nm
—@— Absorbancia a 625 nm

0.1

)

a
o
o
®©

Absorbancia (u.
o
o
(e}

0.04

0.02

0 I I I \ I I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tiempo (min)

Grafica 10. Espectro UV-VIS de la plata y grupos fosfato y sulfhidrilos a 600 y 625
nm en el Experimento 1 material 2.
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En la gréfica 16 se presenta el espectro UV-VIS a las longitudes de 600 y 625 nm
en el experimento 2 utilizando el material 1. A 625 nm se observa que a los 5 minutos
se tiene una absorbancia de 0.141 nm, la cual corresponde a la plata desprendida
durante el experimento, y a 600 nm a un tiempo de 5 minutos se tiene una
absorbancia de 0.16 nm, lo cual corresponde a los grupos funcionales, fosfato y
sulfhidrilos, los cuales aparecen debido al rompimiento de la membrana de la

bacteria.
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Gréfica 11 Espectro UV-VIS de la plata y grupos fosfato y sulfhidrilos a 600 y 625
nm en el Experimento 2 material 1.
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En la grafica 17 se presenta el espectro UV-VIS a las longitudes de 600 y 625 nm
en el experimento 2 utilizando el material 2. A 625 nm se observa que a los 15
minutos se tiene una absorbancia de 0.177 nm, la cual corresponde a la plata que
no se sinterizd al material y aparecio en el residuo, y a 600 nm a un tiempo de 10
minutos se tiene una absorbancia de 0.116 nm, lo cual corresponde a los grupos

funcionales, fosfato y sulfhidrilos.
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Grafica 12 Espectro UV-VIS de la plata y grupos fosfato y sulfhidrilos a 600 y 625
nm en el experimento 2 material 2.
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Apéndice C. cCalculos y datos utilizados

1. Concentracion de la solucion de AgNOs3
De acuerdo a la siguiente férmula se tiene que:

. Mgoluto
Masa molar - Vyopycion

Entonces

5.1713 g
M= =1.0147~1M

169.87-2-.0.03L
mol

2. Concentracion de la solucion NacCl

Mediante la ecuacion 1, se tiene que:

5844 g Y

5844-9_.01L
mol

(D)

(2

- (3)

3. Porcentaje en peso (%) de Ag en la zeolita (reactivo 2 Baker Analyzed).

Sabiendo que la masa molar del AgNOs es de 169.87 g/mol y el de la Ag es de

107.8682 g/mol, de acuerdo a la férmula 4 se tiene que:

Masa molar de Ag

0 =
fopeso Masa molar de AgN O3

Entonces

" _107.8682 g/mol 0.6350
0PSO ="169.87 g/mol

(4

. (5)

De acuerdo a lo anterior, se deduce que el 63.50% del peso del compuesto

corresponde Unicamente a la plata.
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De este reactivo se tomaron 5.1713 g, se puede obtener la relaciéon de plata

mediante la siguiente formula:

g de AgNO;3 - %peso de Ag
100 %

g de Ag utilizados = ..ec.(6)

Entonces

5.1713 g - 63.50 %
100 %

g de Ag utilizados = =3.2837gdeAg ..ec.(7)

Finalmente, calculando el % en peso de Ag presente en el material, se tiene que:

mAg

% en pesode Ag = ...ec.(8)

Myeolita T mAgNO3

% en peso de Ag = 328379 = 0.1088 ..ec.(9)
25g+5.1713 g

Es decir, 10.88% de Ag = 11%

NOTA: Para el reactivo 1 (Golden Bell) se realizaron los mismos calculos mostrados

anteriormente, y el porcentaje de plata total obtenido también fue de 11%.

4. Dimensiones del filtro utilizado.

Tabla 10 Dimensiones del prototipo del filtro

Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen util
(bote sobre varilla)  (varilla) (botella + varilla) (bote) (bote)
22 ml 1.7 ml 125 mi 123.3 ml 100 ml

Figura 4.1-Apéndice C Esquema
del prototipo del filtro
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