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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo la sintesis de 4 distintos materiales bactericidas. Se sintetizo
oxido de cerio por los métodos hidrotérmico y sol-gel asistido por microondas, los otros dos
materiales consistieron en la deposicion de 6xido de cerio en una zeolita natural del tipo
clinoptilolita por medio de los métodos de impregnaciéon himeda incipiente y por depdsito-
precipitacion, los cuales se utilizaron como soporte de nanoparticulas de plata. Los materiales
se caracterizaron por las técnicas de difraccion de rayos X y microscopia electronica de barrido.
El objetivo principal de este trabajo, fue evaluar el poder bactericida de las nanoparticulas de
plata soportadas en 6xido de cerio y en la zeolita modificada con oxido de cerio para eliminar
Escherichia coli. Se determiné el numero de unidades formadoras de colonia mediante la
técnica de conteo de colonias en placa. Se demostré la capacidad bactericida de las
nanoparticulas de plata soportadas en oxido de cerio y zeolita modificada con oxido de cerio
con dosis de 0.006 y 0.01 g de nanoparticulas de plata por mililitro de caldo de cultivo,
respectivamente, dando una concentracion de 1.5% en relacién peso de plata en ambos casos.
Los materiales sintetizados constituyen una buena alternativa como medio de soporte de
nanoparticulas metalicas de plata debido a que permite una deposiciéon homogénea de éstas,
ademas de tener la ventaja de poder reutilizarse. Finalmente, puede concluirse que el método
de sintesis del soporte influye en la eficiencia bactericida del material sobre todo en los primeros

minutos de accidn bactericida.

Palabras clave: clinoptilolita, oxido de cerio, plata, Escherichia coli.




SUMMARY

In the present work, the synthesis of 4 different bactericidal materials was carried out. Cerium
oxide was synthesized by the hydrothermal and sol-gel methods assisted by microwaves, the
other two materials consisted of the deposition of cerium oxide in a natural zeolite of the
clinoptilolite type by means of the incipient wet impregnation methods and by deposition-
precipitation, which were used as support for silver nanoparticles. The materials were
characterized by X-ray diffraction techniques and scanning electron microscopy. The main
objective of this work was to evaluate the bactericidal power of the silver nanoparticles supported
in cerium oxide and in the zeolite modified with cerium oxide to eliminate Escherichia coli. The
number of colony forming units was determined by the plate colony counting technique. The
bactericidal capacity of the silver nanoparticles supported on cerium oxide and zeolite modified
with cerium oxide was demonstrated with doses of 0.006 and 0.01 g of silver nanopatrticles per
milliliter of culture broth, respectively, giving a silver concentration of 1.5% weight in both cases.
The synthesized materials are a good alternative as a support medium for metallic silver
nanoparticles because it allows a homogeneous deposition of these noble metals, as well as
having the advantage of being reused. Finally, it can be concluded that the synthesis method of
the support influences the bactericidal efficiency of the material, especially in the first minutes of

bactericidal action.
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1. INTRODUCCION
Segun cifras reportadas por la organizacion mundial de la salud se estima que existen alrededor
de 1700 millones de casos anuales de diarrea a nivel mundial, siendo las enfermedades
diarreicas la causa de muerte de alrededor de 525 mil nifios menores de cinco afios cada afio
(UNICEF., 2006). La diarrea suele ser un sintoma de una infeccién del tracto digestivo, que
puede estar ocasionada por diversos organismos bacterianos, viricos y parasitos. La infeccion
se transmite por el consumo de alimentos o agua contaminados. Diversas enfermedades suelen
ser causadas por el uso o consumo de aguas contaminadas, de las cuales algunas son
relacionadas con algun tipo de microorganismo. Actualmente la transmisién de patégenos por
medio del agua contintia siendo un problema grave, por lo que, los agentes antimicrobianos son
necesarios para eliminar la reproduccion de patdogenos. Actualmente la bacteria Escherichia coli
(E. coli) continua siendo uno de los principales microorganismos patdgenos causales de
diversas infecciones gastrointestinales, principalmente la diarrea y es el principal indicador de
contaminacion fecal en aguas.
La plata y otros metales pueden llegar a ser muy efectivos en la inhibicion del crecimiento
bacteriano y son preferibles a otros agentes antibacterianos, ya que no representan un alto
riesgo ni cambian las caracteristicas fisicoquimicas del agua, minimizando la formacion de
subproductos durante el proceso de desinfeccién. Los cumulos y nanoparticulas de plata
soportados en diferentes matrices que permiten su liberacion controlada al medio estan siendo
utilizados como bactericidas inorganicos de amplio espectro. Estos productos bactericidas se
desarrollan en matrices como fibras de carbono, particulas de SiO2 y TiO2 y zeolitas
(Concepcidon-Rosabala et al., 2008).
Tomando en cuenta lo anterior, se realizO este proyecto de investigacion orientado a la
aplicacion de materiales con una alta area especifica, a los cuales se les incorporo
nanoparticulas de plata, lo anterior con el objetivo de estudiar su eficiencia como agentes para
eliminar el crecimiento de Escherichia coli (E. coli).
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2. ANTECEDENTES.
Los riesgos epidemioldgicos, relacionados con el consumo de alimentos y agua contaminados
por microorganismos virulentos son causales del cdlera, fiebres tifoideas, entre otras. Una
contaminacion microbiolégica puede afectar a algunas personas o a comunidades enteras,
dependiendo de la calidad o del tipo de microorganismo, su modo de transmisioén, 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 (Pulido et al., 2005) .
El riesgo de contraer una infeccidon por microorganismos patdgenos depende de su grado de
invasion, de su dosis minima infectante asi como del nivel inmunolégico del organismo huésped.
Algunas bacterias patdgenas 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
para el consumo (alimentos y bebidas), y a la higiene personal no debe contener ningin agente
patdgeno para los seres humanos (NMX-AA-42-SCFI, 2000; NOM-127-SSA1,1994) .
En trabajos realizados por Palacios y colaboradores (Palacios et al., 1999) observa que la
presencia de Salmonella persiste en las plantas después de 10 dias de haberlas regado con
aguas a las cuales se les habia afiadido esta bacteria, lo que indica que existe la probabilidad
de que una bacteria pueda sobrevivir durante un periodo relativamente largo en cultivos regados
con aguas contaminadas.
Las bacterias patogénicas, como Salmonella typhi (s. typhi) y Escherichia coli (E. coli), son de
particular interés por ser transmisoras de enfermedades por alimentos; son causantes de
enfermedades peligrosas, como la salmonelosis en el caso de la S. typhi y el sindrome urémico
hemolitico por E. coli, ambas con consecuencias graves y permanentes para el ser humano.
Stoimenov y colaboradores han demostrado que las nanoparticulas elementales oxidantes
altamente reactivas, como oro, plata y cobre, muestran excelentes propiedades bactericidas
contra las bacterias gram negativas y gram positivas (Stoimenov et al., 2002). Debemos de
tener en cuenta que, la meta del tratamiento de aguas residuales nunca ha sido la obtencién de
un producto estéril, si no el hecho de reducir el nivel de microorganismos dafiinos para la salud
del usuario a niveles mas seguros de exposicion.
La desinfeccién es la destruccion de los microorganismos patdgenos del agua ya que su

presencia en el liquido es perjudicial para la salud. Existen diferentes desinfectantes, que
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pueden eliminar o desactivar los microorganismos patégenos. Entre estos estan el cloro o
sustancias que contienen derivados del cloro, ozono, rayos UV, y plata entre otros.

Para la desinfeccion de aguas el mas utilizado en la actualidad debido a su bajo costo, es el
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 célula de los microrganismos
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 compuestos trihalometanos (THMs) muchos de los cuales se ha
demostrado son téxicos o carcinogénicos (Rook, 1974). Otro inconveniente es la formacién de
clorofenoles en aguas que contienen fenoles, lo que daria lugar a problemas de salud como
alteraciones histopatologicas, genotoxicidad, mutagenicidad, y carcinogenicidad (Backhaus et
al., 2010).

El ozono 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 en un método costoso (Parish et al.,
2003).

La desinfeccion por rayos ultravioleta es un método donde se utilizan ondas cortas de radiacion
ultravioleta que inciden sobre el material genético (ADN) de los microorganismos y los virus
(Montsoriu & de Dios, 1996), destruyéndolos en corto tiempo, sin producir cambios fisicos o
guimicos notables en el agua tratada, sin embargo tiene como desventaja que la luz ultravioleta
también se aplica en el momento. Esto quiere decir que después de la desinfeccion por este
sistema hay que aplicar un compuesto quimico para garantizar la seguridad microbiol6gica.
Los efectos bactericidas de la plata o de las sales de plata son bien conocidos (Silver, 2003),
sin embargo, los métodos de accién no son muy claros. Se ha determinado que la plata tiene
efecto en bacterias Gram negativas como Escherichia coli, Vibrio cholera, y Pseudomonas
aeruginosa (Morones et al., 2005; Sondi & Salopek-Sondi, 2004), Staphylococcus aureus

(Shrivastara et al., 2007), Enterococcus faecalis (Panacek et al., 2006), e incluso se ha
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determinado la capacidad antiviral de nanoparticulas de plata en virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1 (Eechiguerra et al., 2005; Lara et al., 2010).

Los estudios microbioldgicos in vitro han mostrado que las particulas subnanométricas de plata
soportadas en zeolita clinoptilolita natural poseen una alta actividad bactericida y antiviral
comparable con la de los iones de Ag* y son mucho mas activas que nanoparticulas de mayor
tamafo. Guerra y colaboradores han demostrado que las nanoparticulas de plata y oro de
tamanos de 10 a 20 nm soportadas en zeolitas presentan mayor efecto bactericidas para las
bacterias gram negativas, E. coliy S. typhi que nanoparticulas de menor tamafio, sin determinar

sus caracteristicas morfoldgicas (Guerra et al., 2013; Guerra et al., 2012).

2.1. Escherichiacoli.

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

Es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas, no solamente por sus
capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de investigaciones
metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole (Neidhardt & Curtiss, 1999). Se trata
de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion en el suelo, el agua, vegetales y gran
variedad de animales.

Son bacilos gram negativos poco exigentes en sus necesidades nutritivas y relativamente
resistentes a los agentes externos, presenta diferentes factores de virulencia (por ejemplo,
adhesinas, invasinas, y toxinas) que son responsables de una amplia gama de enfermedades
diarreicas(Nataro & Kaper, 1998). Como integrante de la flora normal del hombre y de muchos
animales, se le considera un germen indicador de contaminacion fecal cuando esta presente en
el ambiente, agua y alimento.

Las E. coli diarreagénicas se clasifican en seis patotipos: E. coli enteropatégena, E. coli
enterotoxigénica, E. coli enterohemorragica, E. coli enteroinvasiva, E. coli difusamente
adherente, y E. coli enteroagregativa (Nataro, 2005). La E. coli enteroagregativa se considera

la principal causa de brotes de diarrea en Europa, el Reino Unido, Suiza y Japén. La E. coli
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enteroagregativa y la E. coli enterotoxigénica son causales de diarrea bacteriana y es comun

en los paises en desarrollo (Nataro et al., 2006; Rttler et al., 2002).

2.2. INTERACCION BACTERIA-METAL.

La plata y otros metales 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 formacion de subproductos
durante el proceso de desinfeccion (Tortora et al., 2007).

Para llevar a cabo sus funciones metabdlicas, los microorganismos requieren de la presencia
de algunos iones inorgénicos esenciales, como los iones de los metales calcio, magnesio, sodio,
potasio y manganeso. Algunos metales presentes en el ambiente son intrinsecamente toxicos
y carecen de actividad biolégica (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 procesos mas comunes
involucran una interferencia con el transporte y la funcién de los iones fisiol6gicos esenciales, o
la integracion con las macromoléculas celulares tales como las enzimas y los acidos nucleicos.
Los iones que interactian con las células bacterianas pueden clasificarse en tres grupos (Silver,
1983):

+ lones esenciales. Se refiere a aquellos iones que son indispensables para el desarrollo
bacteriano, como Mg?*, K+, PO4*, SO4?, que son considerados como nutrientes; en este
grupo estan también aquellos que la célula requiere en menores cantidades como Mn?*,
Fe?*, Zn?*, que son considerados como micronutrientes o minerales traza.

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

+ lones téxicos. Son iones que, dada su interaccion con las macromoléculas celulares, son
altamente nocivos para el desarrollo bacteriano; incluyen los iones: Hg?*, AsO4*, AsO?,

Cd?*, Ag+, Pb?", CrO4%*, TeOsz*, Cu?*, SbO?, y otros. Las células bacterianas han
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elaborado mecanismos de resistencia a iones téxicos; estos mecanismos son muy

especificos, codificados por genes que se encuentran en plasmidos o en transposones

(Silver et al., 1989).
Los principales mecanismos mediante los cuales las bacterias interactian con los metales
toxicos son (Cervantes & Silver, 1992)
a) La precipitacion extracelular de los iones toxicos por sustancias excretadas por las bacterias.
b) La unién de los cationes metalicos con las cubiertas celulares, por lo general con las cargas
negativas de los constituyentes de la pared celular
¢) 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 toxicas.
e) Los sistemas de expulsion de la membrana que impiden la acumulacién 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 téxicos, pero a la vez las
bacterias pueden desarrollar resistencia al efecto toxico del metal. Los genes que confieren esta
resistencia a los metales pesados generalmente se localizan en los plasmidos, fuera del
cromosoma bacteriano. Las estrategias bacterianas mas eficientes para resistir a los metales
toxicos, son probablemente las que provocan la expulsion del metal (en su forma de ion) desde
el interior de las bacterias hacia el medio externo; de esta forma disminuye la concentracién del
ion dentro de la célula y, por lo tanto, se reduce su toxicidad (Vargas et al., 1998).
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 accién oligodinamica. Este efecto se
produce por la accidn de los iones de los metales pesados sobre los microorganismos. Cuando
estos iones interaccionan con los grupos sulfhidrilo existentes en las proteinas, asi como en el
ADN, se produce su desnaturalizacion por la inhibicién de los procesos respiratorios (Tortora et
al., 2007).
La plata es téxica para las bacterias a concentraciones tan bajas como 0.5 uM (Tuovinen et al.,
1985). Los niveles de tolerancia a iones metalicos dependen de la cepa y del estado fisioldgico
del organismo, de su historia previa a la exposicién del metal téxico y de las condiciones
ambientales (Cooper, 2004). Las paredes de las células gram positivas contienen de 3 a 20

veces mas peptidoglucano que una especie gram negativa. Debido a que los peptidoglucanos
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pueden asimilar protones, las bacterias gram positivas son generalmente menos sensibles a
agentes antimicrobianos que contienen iones de metales pesados que las especies gram

negativas (Kawahara et al., 2000).

2.3. MECANISMOS DE LA PLATA COMO BACTERICIDA.
Aunque el mecanismo de la actividad antimicrobiana de la plata no se conoce del todo, se ha
propuesto que en disolucion acuosa interfiere en el transporte electrénico en la unién al ADN
cromosomatico, e interacciona con la membrana celular y con el grupo tiol de ciertas enzimas,
inhibiéndolas (Thurman et al., 1989). Se asume que la plata tiene efecto bactericida por los
cambios morfoldgicos 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
gue la membrana pierda permeabilidad; la bacteria no es capaz, entonces, de efectuar procesos
de respiracion y muere (Feng et al., 2000).
La actividad antimicrobiana de la plata depende de los iones de plata, que se unen fuertemente
a grupos donadores de electrones en moléculas biologicas que contiene azufre, oxigeno o
nitrégeno (Damm et al., 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 et al., 2006). Ambos efectos dan camino a la destruccion
de la célula. Ademas, los iones de plata pueden interactuar con el ADN de la bacteria,
impidiendo la reproduccion de la célula (Damm et al., 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 eliminando la sintesis del ADN bacteriano. Finalmente, cuando la plata idnica
interactda con los grupos sulfihidrilos (-SH) de la enzima de los microorganismos, se forma un
enlace S-Ag, bloqueando la actividad enzimatica e impidiendo su respiracion, provocando la

muerte del microorganismo (Yan & Cheng, 2005).

2.4. METALES SOPORTADOS 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-

guimicas, que a su vez determinan las propiedades de los metales soportados. Las particulas
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de plata soportada pueden usarse para inhibir el crecimiento de patdégenos, ya sea
afadiéndolas directamente en agua o incorporandolas en varios materiales.

Existen antecedentes del uso de zeolitas como soportes de materiales para la desinfeccion de
los efluentes de procesos bioldgicos aerobios y anaerobios. Se aplican para evitar la
propagacion de ciertos organismos que producen patologias al hombre. Se han realizado
numerosos estudios con zeolitas naturales, demostrandose sus efectos bactericidas sobre
aquellos organismos presentes en las aguas residuales y en los efluentes de desechos sélidos.
Los metales soportados en zeolitas naturales son elementos que, dependiendo de su naturaleza
y su concentracion en un medio determinado, pueden ejercer diferentes efectos sobre los
microorganismos, por ejemplo, a partir de determinadas concentraciones, son inhibidores
microbianos (De la Rosa-Gomez et al., 2008; Rivera-Garza et al., 2000).

Los cumulos y nanoparticulas de plata soportados en diferentes matrices que permiten su
liberacion controlada al medio estan siendo utilizados como bactericidas inorganicos de amplio
espectro. Estos productos bactericidas se desarrollan en matrices como fibras de carbono,
particulas de SiOz, TiO2 y zeolitas (Concepcion-Rosabala et al., 2008).

Se ha encontrado en estudios microbioldgicos “in vitro” que las particulas sub-nanométricas
soportadas en la zeolita clinoptilolita natural cuentan con una actividad bactericida y antiviral
comparable con la de los iones de Ag* y mucho mas activas que las nanoparticulas de mayor
tamano (Bogdanchikova et al., 2000).

En 2011, Kamyar Shameli y colaboradores encontraron actividad antibacteriana de zeolitas
dopadas con nanoparticulas de plata, la cual se le realizo contra bacterias gram negativas
(Escherichia coli y Shigella dysentriae) y bacterias gram positivas (Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina y Staphylococcus aureus) por el método de difusion en disco
usando agar Mueller-Hinton (Shameli et al., 2011).

Sobre los mecanismos de accion bactericida de la zeolita dopada con plata son dos los que se
proponen. En uno la accion es a través de la liberacion de iones de plata de la zeolita (CHEUN,
1996), y en el otro es la generacion de especies reactivas de oxigeno generadas a partir de
plata de la matriz (KOURAI, 1994; Miyoshi, Kourai, & Maeda, 1998; Miyoshi, Kourai, Maeda, et
al., 1998). Es por eso que algunos investigadores sefialan que el oxigeno es necesario para la
actividad bactericida del sistema plata-zeolita (Inoue et al., 2002).
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2.5. ZEOLITAS.
Las zeolitas son solidos cristalinos microporosos que contienen cavidades y/o canales de
dimensiones moleculares (de 3 a 20 A), que pueden acomodar moléculas en esos poros. Segin
la definicidn clasica, las zeolitas son aluminosilicatos cristalinos cuya celda unitaria tiene por
férmula general:

Men [(AIO2)x (SiOz2)y (H20);]

siendo n, X, y, Zz nUmeros enteros y Me un catidn metalico. No obstante, en general, los
materiales zeoliticos pueden contener ademas de Siy Al, otros elementos como V, P y Ti (Bosch
et al., 2003; Carranza & Montero, 2016).
Las zeolitas se utilizan a nivel industrial en procesos de adsorcion, separacion de gases,
catalisis e intercambio i6nico (Flanigen et al., 1991). La estructura de las zeolitas se basa en
tetraedros covalentes TO4 en los que el &omo T suele ser Si, Al o Ti. Los tetraedros se unen
por los atomos de oxigeno formando una red tridimensional con canales vy cavidades los
suficientemente grandes como para albergar cationes y algunas moléculas pequefias tales
como agua o algunos hidrocarburos. La sustitucion 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 cationico. La regla de Lowenstein establece que en una estructura zeolitica no
pueden haber uniones Al-O-Al, es decir dos tetraedros [AlO4] vecinos. Por tanto, el valor minimo
de la relacion Si/Al es 1. Una relacion Si/Al baja implica un elevado nimero de cationes en los
poros de la zeolita que originan fuertes campos electrostaticos locales e interacciones fuertes
con los adsorbatos mas polares. El intercambio i6nico en las zeolitas depende de la naturaleza
del cation (tipo, tamafio y carga), temperatura, concentracion de especies catidnicas en
disolucion, tipo de anién asociado a la disolucién cationica, disolvente y las caracteristicas
estructurales de la zeolita (Bosch & Schifter, 2003).
Varias zeolitas naturales se han usado como intercambiadores ionicos en la remocion de iones
amonio de aguas residuales, de iones de cesio y estroncio de desechos radioactivos y de
metales pesados en aguas residuales (Kesraoui-Ouki et al., 1994; Leyva-Ramos et al., 2004,
Ramos et al., 2001).




y MCIA
Maestria en Cienciag
an Ingenieria Ambeants

2.6. ZEOLITA CLINOPTILOLITA.

Desde el punto de vista mineral, la clinoptilolita pertenece al grupo heulandita. Son cristales
monoclinicos isoestructurales del grupo espacial C2/m a temperatura ambiente. Los parametros
de su celda unitaria son aproximadamente los siguientes: a=17.67 A, b=17.87 A, c=7.41 A,
y 3 =116.39° (Concepcion-Rosabala et al., 2008).

La clinoptilolita presenta tres tipos de canales limitados por el sistema de anillos tetraedricos.
Los canales a y b con ventanas de anillos de 10 y 8 tetraedros respectivamente, estan
interconectados por el canal ¢ que esta formado por sistemas de anillos de 8 miembros y que
corre paralelo a los planos [100] y [102]. Las dimensiones de los canales de una zeolita tipo
HEU 9 son: en la direccién [001] el canal consiste de anillos de 10 tetraedros 3.1 x 7.5 A (figura
2.1 a) y para la direccién [010] consiste de anillos de 8 tetraedros 3.6 x 4.6 A (figura 2.1 b) y en
la direccién [100] consiste de anillos de 8 tetraedros 2.8 x 4.7 A (Baerlocher et al., 2001).

La clinoptilolita es utilizada gracias a sus propiedades adsorbentes, tiene una estructura
tridimensional cristalina y cuenta con una sola celda tipica; la clinoptilolita tiene algunos iones
intercambiables, tales como, Na* K*, Ca?* y Mg?*, situados en canales que a su vez le
proporcionan una alta capacidad de intercambio idnico a dicho material; estos cationes pueden

ser intercambiados por cationes organicos e inorganicos.

(b)

3a

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
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2.7. OXIDO DE CERIO
El 6xido de cerio puro tiene una estructura tipo flourita, es de color amarillo claro, cuando se
encuentra no estequiometrico su coloracién es azul y cuando se encuentra reducido se torna
color negro.
Las aplicaciones del éxido de cerio son amplias y entre ellas se encuentra su uso en producto
para el pulido de cristales y lentes opticos, en la fabricacion de sensores de gases como el NO2
y CO, como soporte catalitico o aditivo en catalizadores industriales, se utiliza cominmente para
fabricar conductores i6nicos, condensadores, semiconductores y catodos, inhibidores de
corrosion en aluminio (Salazar-Banda et al., 2009), agentes en tratamiento de aguas residuales
(K.-S. Lin & Chowdhury, 2010), dispositivos electrocromicos (Stangar et al., 1997). Avances
recientes en la composicion del convertidor catalitico es la incorporacion del éxido de cerio
(Ce02), cuya funcion es la de estabilizar térmicamente al catalizador asi como su alta capacidad
de adsorcion y almacenamiento de oxigeno (Zhang et al., 2003). Ademas las nanoparticulas de
oxido de cerio son capaces de adsorber proteinas e incorporarse en células, lo cual indica que
se pueden utilizar en aplicaciones médicas (Patil et al., 2007).
En catalisis su utilizacion se encuentra relacionada con la reversibilidad entre sus formas
oxidada y reducida. EI CeO2 puede proporcionar o retirar oxigeno del medio segun las
necesidades del proceso, y esta propiedad le permite regular la presién de Oz en una corriente,
0 proporcionar oxigeno en alguna reaccion catalitica. Las propiedades, especificas para cada
aplicacion, dependen de su método de sintesis.
(Contreras et al., 2015).
Las propiedades redox del CeO2 (Dowding et al., 2013) han motivado su interés en otras areas
de investigacién como lo es la médica, en afos recientes el estudio sobre la aplicacién de
nanoparticulas de oxido de cerio (CeOz) ha llevado a considerarlas como un posible agente
terapéutico, ya que datos actuales sobre sus aplicaciones meédicas revelan una disminucion de
la viabilidad de células cancerigenas (Asati et al., 2010; Kumari et al., 2014; W. Lin et al., 2006).
Khan y colaboradores indican el potencial citotoxico de nanocumulos de CeO: para la reduccién
de la viabilidad celular de células HT29, asi como, un efecto minimo en los glébulos rojos
humanos (Khan et al., 2017).
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Sobre la actividad antibacteriana del 6xido de cerio se ha reportado la influencia del tamafio de
las nanoparticulas y el pH del medio en la inhibicion del crecimiento de E.coli (Alpaslan et al.,
2017; Pelletier et al., 2010; Thill et al., 2006).
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3. JUSTIFICACION

El crecimiento en el desarrollo industrial, asi como, el desmedido crecimiento de la poblacién
en México y en el mundo han ocasionado la multiplicacion de contaminantes en las aguas para
consumo. La contaminacion microbioldgica del agua ocurre por lo general a través de aguas
residuales con heces de origen humano o animal. Se debe tener en cuenta que una
contaminacion microbiolégica puede afectar a algunas personas o a comunidades enteras, lo
cual depende del tipo de microorganismo, su modo de transmision, asi como del perfil de las
personas contaminadas. Actualmente el surgimiento de cepas de bacterias resistentes a los
actuales antibioticos se ha convertido en otro problema de salud de relevancia, debido a que
esto compromete la eliminacién de los patdogenos que dafian la salud de la poblacién.

El uso o consumo de aguas contaminadas influye en la vida cotidiana de la poblacion afectando
sus derechos humanos; como el derecho a una vida digna, derecho a la salud, derecho al agua,
derecho a un ambiente sano y derecho a una alimentacion adecuada. Esta preocupaciéon ha
llevado a una investigacién intensa de nuevas alternativas que nos permitan la eliminacion de
patdgenos y el desarrollo de tecnologias sustentables, al igual que, normatividades cada vez
mas estrictas.

Dentro de las alternativas se encuentra el uso de plata y otros metales, los cuales han
demostrado tener la capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos.

El CeO2 tiene una variedad de aplicaciones como en la industria vidriera y catalizadores de
autos, sin embargo, se ha encontrado que el uso de la asociacién de CeO2y nanoparticulas de
plata permite la eliminacion de microorganismos patégenos.

Cabe resaltar que la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de 6xido de cerio ha sido
poco investigada, mientras que el efecto de la actividad antibacteriana del 6xido de cerio
soportado en un material poroso (zeolita) no se ha reportado, por lo que este trabajo brinda
informacion sobre la influencia de la sintesis y tipo del soporte, asi como la eficiencia para
eliminar la bacteria con la que cuentan los materiales aqui estudiados.

Asi pues, se pretende la implementacion de zeolitas dopadas con el fin de eliminar el
crecimiento de microorganismos causales de enfermedades en la sociedad. La deposicion de
nanoparticulas de plata en un soporte, también nos permite la recuperacion del material

evitando gastos adicionales y costosos.




' MCIA
i i
Maestria an Clensias
an Ingenieria Ambeants

4. OBJETIVO GENERAL
Sintetizar materiales que cuente con la capacidad para eliminar Escherichia coli, que tengan
como ventaja tiempos de accion cortos, estabilidad térmica y mecanica, amplia area superficial,

asi como la no generacién de residuos téxicos.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES

e Sintetizar oxido de cerio por los métodos sol-gel e hidrotérmico.

e Obtener un soporte mixto (zeolita clinoptilolita - oxido de cerio)

e Soportar nanoparticulas de plata mediante la técnica de impregnacion humeda incipiente
en el soporte mixto.

e Realizar la caracterizacién de los materiales (soporte-metal) para obtener su estructura
composicion superficial.

e Evaluar la capacidad antimicrobiana con que cuentan los distintos materiales sintetizados

previamente para eliminar E. coli.
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5. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata soportadas en 6xido de cerio se dispersan homogéneamente sobre
la superficie dependiendo del método de sintesis del soporte. Esta dispersion homogénea
facilita el proceso bactericida en contra de la bacteria E. coli. La dispersion adicional del soporte
de 6xido de cerio en otro material soporte como la zeolita clinoptilolita provoca que las particulas
de oxido de cerio no formen cumulos, pero reduce el area de 6xido de cerio disponible para
soportar nanoparticulas de plata porque parte de la superficie del 6xido de cerio queda
bloqueada por la superficie de la zeolita, y estos dos efectos pueden o no incrementar la

actividad bactericida, lo cual se debe esclarecer.
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6. METODOLOGIA

Se realizo la sintesis de 6xido de cerio (CeOz2) por los métodos sol-gel e hidrotérmico. En ambos
casos se utilizé acetato de cerio (lll) hidratado grado reactivo (Sigma Aldrich) como precursor.
Se deposit6 plata a una concentracion de 1.5 % en relacion peso por el método de impregnacion
himeda incipiente usando como precursor de plata el nitrato de plata de grado reactivo (Sigma
Aldrich). Para favorecer la reduccion de la plata, los materiales se sometieron a tratamientos
térmicos en flujo de Hz (30 ml/min) a 400°C.

Posteriormente se prepararon materiales de zeolita Clinoptilolita con cerio y plata, donde se
llevd a cabo la deposicion de cerio utilizando los métodos de impregnacion himeda incipiente
por el cual se incorporara un porcentaje de 1.5 % en relacion peso de cerio, y se sintetizo otro
material también con una deposicion de cerio utilizando el método de precipitacion, para ambos
casos se tuvo como precursor el nitrato de cerio amoniacal (NH4).[Ce(NOs)s] grado reactivo.
Una vez obtenidos los soportes se procedié a depositar plata a una concentracion de 1.5 % en
relacion peso por el método de impregnacién himeda incipiente usando como precursor nitrato
de plata (AgNO3) grado reactivo (Sigma Aldrich). Con el fin de favorecer la reduccion de la
plata, los materiales se sometieron a un tratamiento térmico en flujo de Hz (30 ml/min) a 400°C.
Por ultimo, los materiales preparados fueron expuestos a las bacterias E. coli para explorar las
propiedades biocidas del material.

Para el presente trabajo los materiales se nombraran siguiendo la siguiente nomenclatura:

X-M%-S
Donde:
X=a el soporte
M= metal incorporado
%= porcentaje de metal en relacion peso que se le incorporo
S= primera letra del método de sintesis del soporte
Asi los materiales quedan con la siguiente nomenclatura:

a) Plata al 1.5% en peso sobre oxido de cerio sintetizado por el método hidrotérmico: CeO2-
Ag1.5%-H
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b) Plata al 1.5% en peso sobre oxido de cerio sintetizado por el método sol-gel: CeO2-
Agl.5%-S

c) Plata al 1.5% en peso sobre oxido de cerio sobre zeolita clionoptilolita sintetizado por el
método de impregnacion humeda incipiente: CLIPCe-Ag1.5%-I

d) Plata al 1.5% en peso sobre oxido de cerio sobre zeolita clionoptilolita sintetizado por el
método de depdsito-precipitacion: CLIPCe-Agl.5%-P.

Como experimentos de control también se estudié su capacidad bactericida, asi los soportes
sin nanoparticulas de plata se nombraron:

a) Oxido de cerio sintetizado por el método hidrotérmico: CeO2-H

b) Oxido de cerio sintetizado por el método sol-gel: CeO2-S

c¢) Oxido de cerio sobre zeolita clionoptilolita sintetizado por el método de impregnacion himeda
incipiente sin reducir: CLIPCeO2-I

d) Oxido de cerio sobre zeolita clionoptilolita sintetizado por el método de impregnacién himeda
incipiente reducido: CLIPCeO2-IR

e) Oxido de cerio sobre zeolita clionoptilolita sintetizado por el método de depdsito precipitacion
sin reducir: CLIPCeO2-P

f) Oxido de cerio sobre zeolita clionoptilolita sintetizado por el método de depadsito precipitacion
reducido: CLIPCeO2-PR

6.1. SINTESIS DE CeO2POR EL METODO SOL-GEL ASISTIDO POR MICROONDAS
Para la sintesis de 6xido de cerio CeO: por el método sol-gel, se disuelve acetato de cerio con
11.6 ml de agua calentandolo a una temperatura de 60°C con agitacion constante durante 4
horas, en otro vaso de precipitado se tiene el etilenglicol con 21.6 ml de agua, bajo las mismas
condiciones, la funcién del etilenglicol sera como agente gelificante. Una vez cumplido y
efectuada la hidrolisis, se procede a mezclar poco a poco las dos soluciones con agitacion
continua, a una temperatura de 80°C hasta la obtencién de un gel. Posterior a esto se somete
a una temperatura de 150°C durante 20 minutos en el microondas. Se somete a calcinacion
durante 4 horas a una temperatura de 400°C permitiendo que el material se enfrié en el horno,

y el polvo es nuevamente molido y tamizado.




» MCIA
Maestria an Clensias
an Ingenieria Ambeants

6.2. SINTESIS DE CEO,POR EL METODO DE HIDROTERMICO
En la sintesis por el método hidrotérmico, se disuelve el acetato de cerio en 10 ml de agua,
calentandolo a una temperatura de 60°C durante 2 horas, y se agrega gota a gota 10 ml de
solucién de hidréxido de sodio. Una vez homogeneizado se somete a un tratamiento térmico
por 48 horas a una temperatura de 180°C; el polvo se saca del horno y se lava con agua hasta
obtener una solucién con un pH de 7. Se somete a un segundo tratamiento térmico durante 12
horas a una temperatura de 120°C. Se calcina por 4 horas a una temperatura de 400°C, y por

tltimo se macera y tamiza.

6.3. METODO DE IMPREGNACION HUMEDA INCIPIENTE

Para la deposicion de plata en el oxido de cerio se realiza por el método de impregnacion
humeda incipiente, para la cual se hace una solucién con 0.071 g de nitrato de plata (AgNO3)
en 3 ml de agua, con agitacion constante hasta disolucién a una temperatura de 70°C. Se coloca
en bafio maria a una temperatura de 70°C el polvo de 6xido de cerio y se impregna gota a gota
con una solucion de nitrato de plata durante 2 horas; se agita y se evita que se seque la muestra.
El polvo de CeO2-Ag se seca durante 12 horas a una temperatura de 100°C y se macera el
polvo. Se calcina el polvo de CeO2-Ag durante 2 horas a una temperatura de 400°C.

6.4. PREPARACION DE LA ZEOLITA CLINOPTILOLITA COMO SOPORTE
Se muele y tamiza (0.15 mm) la zeolita tipo clinoptilolita. Con el fin de eliminar toda clase de
impurezas y homogeneizar su capacidad de intercambio catidnico, la zeolita se convierte a la
forma homoionica de sodio: el material de zeolita se trata con una solucion 5 M de NaCl por 8
dias para asegurarse de que el cation predominame dentro de la red cristalina sea el sodio. La
zeolita se lava con agua desionizada para eliminar la presencia de iones cloruro, y al término
de cada lavado se separa el sélido del liquido utilizando una centrifuga a 80 rpm. La zeolita

clinoptilolita tratada con Na+ se seca a 80°C por 12 hr.

6.4.1. OXIDO DE CERIO SOPORTADO EN CLINOPTILOLITA POR IMPREGNACION
HUMEDA INCIPIENTE.
El CeO: es depositado en la zeolita clinoptilolita a una relacion de 1.5 % en relacion peso
mediante la técnica de impregnacion humeda incipiente.
Se deposito la clinoptilolita antes tratada en un crisol de ceramica, y se procedio a realizar la

impregnacion en un solo ciclo, a una temperatura de 70°C. Una vez alcanzado el punto final, se
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seco el solido impregnado durante 12 horas en horno marca Felisa a una temperatura de 100°C.
Tras la impregnacion, se hizo una molienda de la muestra y se tamiz6. A continuacion, se

sometié a un tratamiento térmico en una mufla a una temperatura de 400 °C durante 2 horas.

6.4.2. OXIDO DE CERIO SOPORTADO EN CLINOPTILOLITA POR DEPOSITO-
PRECIPITACION

Consiste en hacer precipitar los precursores de una sal en disolucion sobre la superficie de un
soporte poroso, el incremento gradual del pH de una disolucién &cida, que contiene al soporte
en suspension, evita que los iones precipiten en la disolucién o en las bocas de los poros del
soporte. La dispersion metalica es homogénea y el tamafio de particula es pequefio, en algunos
casos similares a los obtenidos por intercambio idnico.
Para este trabajo se tuvo como precursor el nitrato de cerio amoniacal, zeolita natural del tipo
clinoptilolita pre-tratada con una solucion de cloruro de sodio al 5 M y por ultimo, una solucion
de NaOH al 0.5 N como agente basificante.
Se deposito la clinoptilolita en un vaso de precipitado con una solucién de nitrato de cerio
amoniacal al 0.5 N y con un pH 2.5, para lo cual se le incorporo NaOH al 0.5 N como agente
basificante para ajustar el pH a 5. La solucién se mantuvo en agitacion constante durante 4
horas a temperatura ambiente alrededor de 27 °C, transcurridas 4 h se recuperé el precipitado
y se sometié a un secado en un horno marca Felisa a una temperatura de 100 °C durante 12
horas. Posteriormente se hizo una molienda de la muestra y se tamiz6. A continuacion, se

sometié a un tratamiento térmico en una mufla a una temperatura de 400 °C durante 2 horas.

6.4.3. Ag SOPORTADA EN EL SOPORTE MIXTO (CLINOPTILOLITA - OXIDO DE
CERIO)

La plata fue soportada mediante el método de impregnaciébn huameda incipiente a las

condiciones ya antes mencionadas en el punto 7.3. Finalmente el material se tratd

térmicamente a 400°C con flujo de Hz (30 ml/min) para reducir el metal y obtener las

nanoparticulas de plata soportadas en su forma metalica.
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6.5. CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES
Con el fin de conocer algunos aspectos estructurales y morfolégicos de los materiales
sintetizados se analizaron por las técnicas de difraccion de rayos x (por sus siglas en ingles
XRD), microscopia electrénica de barrido (SEM), EDS (Energy Dispersive Xray spectroscopy)
con un detector OxfordISIS acoplado a un microscopio electronico de barrido (modelo JSM-

7600 JEOL Noran Instruments). El area superficial se caracterizé mediante la técnica BET.

6.5.1. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La Difraccion de Rayos X (DRX o XRD) es un método no destructivo efectivo para identificar las
fases presentes en polvos policristalinos desconocidos. Su aplicacion fundamental es la
identificacion cualitativa de la composicion mineralégica de una muestra cristalina mediante el
analisis de patrones de difraccion recopilados de una muestra desconocida y la comparacion
con los patrones de difraccion de compuestos conocidos.
Otras aplicaciones son el analisis cuantitativo de compuestos cristalinos, la determinacion de
tamafos de cristales, calculos sobre la simetria del cristal y en especial la asignacion de
distancias (interplanares) a determinadas familias de planos, asi como la obtencion de los
parametros de la red. Las estructuras cristalinas poseen planos, producidos por ordenamientos
repetitivos de atomos, que son capaces de difractar rayos-X. El fundamento de esta técnica se
debe a la ley de Wiliam Bragg para interferencias constructivas. Bragg desarroll6 una
explicacion de lo que sucedia cuando un haz monocromatico de rayos-X llegaba a un cristal.
Cuando un haz de rayos-X incide con un angulo 8 en una estructura ordenada la ley establece
gue para que las ondas reflejadas estén en concordancia de fase, y por tanto den lugar a una
interferencia constructiva (difraccion), es necesario que la diferencia de camino recorrido de las
dos reflexiones sea multiplo entero de la longitud de onda del haz incidente. Estas
observaciones se traducen matematicamente en la siguiente ecuacion:

2d sen 6=n A
Donde d es la distancia interplanar, n un namero entero que representa el orden de difracciéon
y A la longitud de onda de la fuente de rayos-X.
Los solidos que poseen suficiente orden periddico son cristalinos y por tanto dan lugar a
patrones de difraccion bien definidos. Las distancias entre los diferentes planos que definen la

red cristalina determinan el valor del angulo de Bragg, cuya posicion se considera como “huella
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unica” del solido ordenado. De este modo, los patrones de difraccion suministran informacion
inequivoca de la estructura cristalina. La posicion angular de los maximos de difraccion se
relaciona con los paradmetros de la celda unitaria mientras que las intensidades reflejan la
simetria de la red y la densidad electronica dentro de la celda unitaria.

Para este trabajo la caracterizacion de los materiales se hizo en un equipo de difraccién de
rayos-X modelo D8 ADAVANCE DAVINCI usando radiacion CuKa (A = 1.54 nm), Las
condiciones de operacion fueron con un tamafio de paso de 0.046° en un intervalo de analisis

de 15-85°, a un voltaje de 35 KeV y una corriente de 30 mA.

6.5.2. MICROOSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (SEM)

El microscopio electronico de barrido o SEM (de Scanning Electron Microscopy) es un
instrumento de gran utilidad para examinar y analizar caracteristicas morfol6gicas de muestras
sélidas. Las razones de esta utilidad son la alta resolucion, la gran profundidad de foco que le
da apariencia tridimensional, asi como la facil preparacion de las muestras e interpretacion de
los resultados.

Las espectroscopias electrénicas (MEB, MET, etc.) se basan en el analisis de la distribucion de
energia de los electrones emitidos desde la superficie de un soélido, presentando energias
caracteristicas propias que dependen de los tipos de atomos que hay en la superficie y de las
interacciones electronicas que existen entre ellas. La microscopia electrénica es una técnica
gue permite obtener informacién local de la muestra objeto de estudio. En un microscopio
electrénico de barrido, el haz pasa a través de las lentes condensadoras y objetivos, y es barrido
a lo largo de la muestra por las bobinas de barrido, mientras que un detector cuenta el nimero
de electrones secundarios de baja energia emitidos por cada punto de la superficie dando
morfologia y topografia a la superficie de estudio. Para el andlisis se us6 un microscopio
electrénico de barrido modelo JSM-7600 JEOL Noran Instruments a 15keV y 10°®* mmHg.
Antes de introducir la muestra a analizar se realizé un recubrimiento metalico con cobre para
gue exista conductividad eléctrica. Una vez metalizadas, las muestras se adhirieron a cinta de

carbono como porta muestras para finalmente ser introducidas en el microscopio.
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6.5.3. ESPECTROSCOPIA DE DISPERSION DE RAYOS X (EDS)

La espectroscopia de dispersion de rayos X es una herramienta analitica usada para la
caracterizacion quimica, esta permite la especificacién de los elementos presentes del area que
se encuentre bajo observacion en el microscopio (SEM o TEM).

Su funcionamiento se basa en la captacion de los fotones de alta energia que emite cada
elemento al ser bombardeado por el haz primario (rayos X caracteristicos). Este tipo de sefiales
es especifico de cada elemento de la superficie de la muestra y siendo captada por un detector
especial que posee la propiedad de transducir cada sefial en un pulso especifico, que es
conducido a un sistema que compara esta informacion con un banco de datos de los diferentes
elementos de la tabla periddica. La ocupacion de las vacancias por electrones de capas mas
externas es un proceso que le es caracteristico a cada tipo de elemento y es lo que permite
identificarlos (Bozzola & Russell, 1999).

El sistema esta dotado de un programa que nos permite la realizacién grafica del espectro de
picos de energia correspondientes a cada uno de los elementos que constituyen el area
estudiada, ademas de ser posible conocer de manera semicuantitativa el porcentaje de cada
uno de ellos. El andlisis cualitativo determina cuales elementos estan presentes en la muestra
al identificar los picos en el espectro, mientras que el andlisis cuantitativo es usado para
determinar la concentracion de los elementos presentes, a partir de las intensidades de los picos

correspondientes, ya sea en comparacion con otros elementos presentes o con estandares.

6.5.4. (BET)

Esta técnica nos permite determinar el area superficial de un sélido. La adsorcién de N2 a 77 K
es la que mas se utiliza: cubre todo el rango de porosidad e interacciona débilmente con la
mayoria de los sdlidos. El andlisis de las isotermas de adsorcion permite determinar el area
superficial especifica aplicando el modelo de Brunauer, Emmett y Teller (BET).

La ecuacion de Brunauer, Emmett y Teller, conocida como ecuacion BET es aplicable
Unicamente a fenomenos de adsorcion fisica. Esta se basada en la consideracion de las fuerzas
de atraccion de van der Waals como Unicas responsables del proceso de adsorcion. La idea
basica de este método se basa en conocer la cantidad de gas requerido para formar una

monocapa.
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6.6. MATERIALES BIOLOGICOS.
6.6.1. PREPARACION DE CALDOS NUTRITIVOS.
El caldo soya tripticaseina se prepard segun las indicaciones del fabricante. Después de
esterilizarse en autoclave, se dejo enfriar a temperatura ambiente (en forma estéril bajo
campana de flujo laminar). Se agreg6 10 mL de caldo en tubos de ensaye con tapa rosca, en

condiciones asépticas.

6.6.2. PREPARACION DE PLACAS CON AGAR.
Los agares soya tripticaseina, Miller-Hinton y MacConkey, se prepararan segun las

indicaciones del fabricante. Después de esterilizarse, se dejaron enfriar en un bafio de agua a
45-50 °C (en forma estéril bajo campana de flujo laminar con luz ultravioleta). Se vertieron 20
ml de los preparados en cajas Petri de 100 mm de diametro, para dar un espesor uniforme de
aproximadamente 3 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.

6.6.3. CEPAS BACTERIANAS.

Se utilizé una cepa de Escherichia coli (E. coli) con el nimero de Coleccion de Cepas
Americana en ingles American Type Culture Collection (ATCC) 25922. La cepa en estudio, fue
proporcionada por el Laboratorio Estatal de Salud Publica de Michoacan siguiendo los
lineamientos aplicables, la cual se hizo crecer en tubos en plano inclinado de agar soya
tripticaseina a 37 °C por 24 h, y se resembraron cada 24 h por 5 dias para garantizar la fase
exponencial de crecimiento. Estas cepas fueron conservadas a 4°C, con el fin de mantener la
viabilidad.

6.6.4. TURBIDEZ ESTANDAR PARA LA PREPARACION DEL INOCULO.
Para estandarizar la densidad del in6culo se usé una suspensién de sulfato de bario como
estandar de turbidez (0.5 de la escala de Mc Farland). Las pruebas de turbidez se realizaran
en un espectrofotbmetro UV-Vis Varian Cary 2000. Se midi6 la absorbancia a 625 nm,
incubandose bajo las mismas condiciones hasta alcanzar un crecimiento en un rango entre 0.7
- 0.8 de densidad optica. Los estandares se mantuvieron guardados a temperatura ambiente

evitando la luz.
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6.6.5. PREPARACION DE LOS INOCULOS.

Para la preparacion de los in6culos se tomaron 3 colonias aisladas del mismo tipo de
morfologia de las cepas mantenidas en cufias de agar soya tripticaseina, y se hicieron crecer
en tubos con 5 ml de caldo de soya tripticaseina a 37 °C hasta alcanzar la turbidez estandar.
Esta suspension contendra aproximadamente 1 x10® Unidades Formadoras de Colonias
(UFC)/ml de E. coli. Los in6culos se resembraron cada 24 h por 5 dias para confirmar la fase
exponencial de crecimiento. Estas cepas fueron conservadas a 4 °C, con el fin de mantener la
viabilidad.

6.6.6. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) Y CONCENTRACION MIiNIMA
BACTERICIDA (CMB) DE LOS MATERIALES COMO BACTERICIDAS.

Para evaluar la sensibilidad de la bacteria hacia el material, se expuso una pequefia cantidad
del material con la bacteria en agar Muller-Hinton (MH) con base en el método de difusién en
disco, se incubaron por 24 h a una temperatura de 37 °C y se observaron para analizar la
presencia de un posible halo, el cual indique una nula resistencia de la bacteria a nuestro
material.
Para valorar la capacidad bactericida de los materiales se realizara la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), donde a tubos inoculados con una cantidad de la
bacteria se le incorporaran distintas cantidades del material.
Se emplearon dos controles: el primero fue el control positivo (caldo de soya tripticaseina al que
se afiadid la suspensiéon bacteriana) y el segundo fue el control negativo (caldo de soya
tripticaseina sin antimicrobiano y sin suspension bacteriana). Los tubos inoculados con una
cantidad calibrada de los microorganismos y los materiales bactericidas se incubaron por 24 h
a una temperatura de 37 °C. En aquellos tubos donde la bacteria se desarrolld, se observa
turbidez.
La CMI fue interpretada como la concentracion de antimicrobiano contenida en el tubo de la
serie que inhibi6 el crecimiento visible de la bacteria, para lo cual fue necesario comparar cada
uno de los tubos con los controles positivo y negativo.
Los tubos en donde no hubo crecimiento fueron sembrados en agar MH, para determinar la
concentraciéon minima bactericida (CMB) como se aprecia en la Figura 6.1.
Para determinar la CMB se extrajeron 100 puL de los tubos en los cuales no se observo

crecimiento visible de la bacteria (inhibicién de crecimiento); esta suspension fue inoculada en
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placas Petri con agar soya tripticaseina debidamente rotuladas con la concentracidon
correspondiente. Se utiliz6 como control positivo agar soya tripticaseina con 100 pL de inoculo
sin antimicrobiano, y como control negativo, agar MH sin inoculo y sin antimicrobiano. Las
placas se dejaron incubar durante 24 h a 37 °C. La lectura de los resultados se realizé en
aquellas placas donde el antimicrobiano fue capaz de eliminar completamente el desarrollo

bacteriano o que eliminé al 80% de bacterias, comparandolo con el control positivo.

1.56 0.78 039

CMi(pg/ml} 100 50 25 125 625 3.125

| [ |

| A A A A
CMB(pg/ml} 25 125 625 3125 156

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

Figura 6.1. Esquema para la determinacion de la CMI y CMB.

6.6.7. CRECIMIENTO BACTERIANO EN PRESENCIA DE LOS MATERIALES.
Se determind el crecimiento de las bacterias en presencia de los materiales propuestos como
biocidas. Para ello, se valord la capacidad bactericida de los materiales en relacion con el tiempo
y la CMB promedio. Se enfrentd6 un in6culo normalizado a concentraciones fijas de
antimicrobiano en un caldo. Se inocul6 0.1 ml de muestra de los sistemas liquidos con bacterias
(E. coli), en 10 ml de caldo de soya tripticaseina contenido en tubos de ensaye con tapa rosca.
Se agrego0 una cantidad de material bactericida a cada tubo y se sometieron a una agitacion de

30 rpm. Se tomaron muestras a diferentes tiempos (0, 5, 15, 30, 60, 90 y 120 min). La muestra
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tomada se sembro en cajas Petri con 20 ml de agar McConkey por la técnica de estriado en
placa.
Como control, una placa se inocul6 con cultivo sin material bactericida, al comienzo y al final.

Las placas se incubaron invertidas a 37°C por 24 horas para posteriormente llevar acabo el
conteo de colonias.
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7. RESULTADOS.

Los resultados obtenidos para este trabajo nos han permitido conocer y evaluar las capacidades
con las que cuentan los materiales sintetizados para eliminar las bacterias, y también nos ha
podido realizar un estudio comparativo de los efectos del metodos de sintesis sobre dichas

propiedades bactericidas.

7.1. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

Los patrones de difraccién de rayos X, se han obtenido en un difractometro que esta acoplado
a un sistema informatico que permite el control del difractémetro, la adquisicion y el posterior
tratamiento de los datos. En la figura 7.1 se aprecian los patrones de difraccion de rayos X
correspondientes a las muestras sin plata CeO2-S, CeO2-H, asi como las muestras con plata
Ce02-Agl.5%-S y Ce02-Agl.5%-H, los cuales presentan picos definidos correspondientes a la
fase cristalina de 6xido de cerio en su forma de cerianita, ademés se percibe también la
presencia de picos de muy baja intensidad que se atribuyen a la plata.

La figura 7.2 muestra los patrones de difraccién de rayos X, donde se exhiben picos de gran
intensidad asociados a la zeolita clinoptilolita, también se encuentran picos atribuidos a la fase
cristalina de oxido de cerio en su forma de cerianita y se encuentran picos de corta intensidad
gue corresponden a la plata.

Se compararon los patrones de difraccidn de la zeolita original y de la modificada con CeO.. Se
observa que parte de la cristalinidad se altera cuando usamos el método de depdsito-
precipitacion, las razones principales son las caracteristicas de la solucion empleada para el
intercambio, es decir, el Ce*™* en solucién tiene un pH acido mismo que destruye parte de la red
cristalina de la zeolita. Para el método de impregnacion hiumeda incipiente, los difractogramas
indican que la estructura de la zeolita se conservé después de la deposicion del 6xido de cerio

y la plata.
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Figura 7.1. Patrones de difraccion de rayos X; a) Ce0:-S b) CeOxH,
c) Ce0Ag1.5%S, d) CeOx-Ag1.5%H
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Figura 7.2. Patrones de difracciéon de rayos X; a) CLIPCeOz-I, b) CLIPCeO>-
Ag1.5%-I, c) CLIPCeO2-AG1.5%-IR, d) CLIPCeO2-P, e) CLIPCeO2-Ag1.5%-P,
f) CLIPCeO2-Agl1.5%-PR
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7.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Por microscopia electrénica de barrido se estudio la morfologia de los diferentes materiales en
estudio. El andlisis de los soportes se muestra en las figuras 7.3 donde se observa la micrografia
gue exhibe cristales que se caracterizan por tener caras cubicas, hexagonales y rectangulares
del ordende 1 a2.1 umen el caso de la zeolita. Para CeO2-H se aprecia una superficie irregular
con aglomerados en forma esférica o de bastones que oscilan entre 0.09 -1.4 um. Para el CeO»-
S, se observa en las micrografias una morfologia semejante a la apreciada en CeO2-H, sin
embargo, estas se distinguen por la predominancia de formas esféricas de un tamafo

aproximado entre 0.2 - 0.7 um, y aglomerados en forma de barras de tamafiosdea 1 - 7.6 um.

El analisis del CeO: soportado en la zeolita del tipo clinoptilolita por SEM nos muestra para
ambos metodos de sintesis del CeO2 un cambio en la morfologia, debido a que no se perciben
los patrones que se encontraban originalmente en las micrografias correspondientes a la
zeolita. En figura 7.4 se presentan micrografias de CLIPCeO2-I en la cual se observa una
superficie irregular, asi como, la presencia de granulos de 6.4 - 10.8 um, y sobre estos granulos
se perciben pequefios aglomerados de un tamafio entre 0.16 - 0.75 um.

En la figura 7.5 se muestra la micrografia de CLIPCeO2-P donde al igual que la anterior muestra
exhibe cristales amorfos y con una superficie irregular, lo que impide determinar el tamafio del
granulo, sin embargo, se observa la presencia de aglomerados en la superficie del material, los
cuales presentan tamafios alrededor de 0.130 — 0.869 pm.

La superficie de los materiales de CeO2-Ag se analizé con microscopio eléctrico de barrido como
se muestra en la figuras 7.6 y 7.7, en las que se observd una superficie irregular con tamafios
y formas variables, con tamafios de grano que oscilan entre 2 y 19.4 um y pequefios cimulos

sobre la superficie de estos que van de 0.3 — 0.7um.
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Figura 7.3. Micrografias de; A) zeolita clinoptilolita, B) CeO2-S
y C) CeO2-H
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Figura 7.4. Micrografias de CLIPCeO. | A) 500X B) 10000X
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Figura 7.5. Micrografias de CLIPCeO, P A) 500X B) 10000X
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Figura 7.6. Micrografias de Ce0,-Ag1.5%H A) 500X B) 5000X
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Figura 7.7. Micrografias de CeO2-Ag1.5%S A) 500X B) 5000X
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La figura 7.8 nos muestra las micrografias correspondientes a CLIPCeO2-Agl.5%-P donde las
particulas mas grandes presentan estructuras semejantes a las encontradas en las micrografias
de la zeolita. Mientras que las particulas mas pequefias que se encuentra sobre la superficie
mas grande presentan morfologias diferentes, lo que nos permite sugerir que tanto el CeO:2
como las nanoparticulas de plata se localizan en la superficie del soporte sin cambiar la
morfologia de las particulas mas grandes. Ademas, se aprecian estructuras cilindricas
entrecruzadas, asi como, aglomerados de 1.6 — 6.8 pm.

Para CLIPCe02-Agl1.5%-PR se percibe una disminucion de estructuras cilindrica entrecruzadas
y la presencia de aglomerados que miden entre 0.6 — 2.8 um, como se puede visualizar en la
figura 7.9.

Las figuras 7.10 y 7.11 muestran las micrografias correspondientes al material CLIPCeO2-
Agl.5%-I y de este mismo material pero sometido a un proceso de reduccién con flujo de
hidrogeno a 400°C, donde se muestra la formacién de cumulos con superficies rugosas
constituido por estructuras cilindricas entrecruzadas. Se puede concluir que la reduccion de los
materiales no genera cambios significativos en la estructura de las particulas mas grandes, pero
si cambios en el tamafio de los aglomerados mas pequefos presentes en la superficie del
soporte.

Cabe mencionar que los materiales fueron recuperados después de su exposicion con la
bacteria, con la finalidad de realizarles una caracterizacion buscando la existencia de alguna
variacion o modificacion en la estructura o composicion de los materiales, pero no se
encontraron modificaciones en tamafio y forma. Como se puede observar en la figuras 7.12 y
7.13 que representan las micrografias de los materiales recuperados después de realizarles
una evaluacién para conocer su capacidad bactericida, se aprecian estructuras cubicas y
rectangulares como las que se encuentran en la morfologia de la zeolita original, previo a la

impregnacion con oxido de cerio y plata.
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Figura 7.8. Micrografia de CLIPCeO2-Ag1.5%P; A) 500X y B) 10000X

WD 14.2mm
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Figura 7.9. Micrografias de CLIPCeO2-Ag1.5% P(R) A) 500X B) 2500X, C) 10000X
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Figura 7.11. Micrografias de CLIPCeO>-Agl.5% I(R) A) 500X B) 5000X, C) 2500X, D)
10000X
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Figura 7.12. Micrografias de CLIPCeO,-Ag1.5% I(R) recuperado después de su
evaluacién para eliminar E. coli A) 500X B) 5000X, C) 10000X.
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Figura 7.13. Micrografias de CLIPCeO;-Ag1.5% P(R) recuperado después de su
evaluacion para eliminar E. coli A) 500X B) 2500X.
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7.3. Espectroscopia de Dispersion de Energia de Rayos X (EDS)

El andlisis elemental por EDS de las superficies de las muestras se obtuvo de los espectros de
rayos X producidos por el barrido de electrones en lugares puntuales de algunas micrografias.
Para la zeolita, el andlisis elemental nos indicé la presencia; O, Si, Al, Mg, Na, Cay K, elementos
gue conforman las zeolitas del tipo clinoptilolita, como se muestra en la figura 7.14 a). donde
aparece el espectro correspondiente al microanalisis de la zeolita natural.

Al incorporarle CeO: a la zeolita, no se observan cambios en la composicion quimica de los
materiales, ya que los elementos observados en la clinoptilolita original se encuentran presentes
en ambos casos, y solo varian en intensidad los picos de los espectros correspondientes, como
se muestra en la figura 7.14 b). Al incorporarle la plata a estos soportes, no se observan cambios
en la composicibn quimica ni de la clinoptilolita ni del CeO2, sin embargo, el pico
correspondiente a la plata se presenta en muy baja intensidad, esto debido a la baja
concentracion de esta que se le fue incorporada, en la figura 7.15 se muestra el espectro de
CLIPCeO2-Agl1.5%-P .

En el caso del CeO2, para ambos casos (método hidrotérmico y sol-gel) los espectros
correspondientes a su microandlisis elemental muestran gran semejanza, encontrando picos
gue concuerdan con los atomos Ce y O, siendo el de oxigeno el que presenta mayor intensidad,
como se muestra en la figura 7.16. Los espectros obtenidos del 6xido de cerio a los cuales se
les incorporo plata, continan siendo semejantes y en los cuales se observa un pico de poca
intensidad, que corresponde a la plata presente en estos materiales, lo cual nos indica la
presencia de un bajo porcentaje de este metal. En la figura 7.17 se muestra como referencia de
estos dos materiales el espectro de EDS de CeO2-Agl.5%-H sin haber estado en contacto con
la bacteria.

Con la finalidad de apreciar la existencia de alguna modificacién en la composiciéon quimica de
la superficie de los materiales, se realizé el andlisis elemental por EDS de los materiales
recuperados después de haber entrado en contacto con la bacteria, encontrando cambios en la
informacion de la composicion elemental arrojada por los espectros de EDS, ya que en los
materiales Ce02-Agl.5%-S, Ce0;-Agl.5%-H, CLIPCeO,-Agl.5%-IR, CLIPCeO»-Agl.5%P vy
CLIPCe0,-Agl.5%-PR se visualiza la presencia de fosforo, solo en el analisis del CLIPCeO.-

Agl.5%-1 no muestra la presencia de fésforo, un ejemplo de esto se muestra en la figura 7.18,
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donde se observa el espectro EDS correspondiente a CeO,-Agl.5%-H recuperado después de la
evaluacion como bactericida.

La presencia de fésforo en los materiales sugiere la posible interaccién de las nanoparticulas
de plata y el fosforo, ya que como mencionan Lok y colaboradores, el posible sitio de accién de
las nanoparticulas de Ag es en la membrana celular, la cual contiene cadenas de fosfolipidos
(Lok et al., 2006).

Igualmente se tiene que contemplar que el porcentaje de fosforo presente en los materiales es
variable dependiendo del material, ya que en el material donde el cerio se depositd por el
método de impregnaciéon (CLIPCeO,-Agl.5%-l) no se observa la presencia de fosforo, en el
espectro EDS de este material pero sometido al proceso de reduccion con flujo de H, se puede
apreciar un pico de fosforo de muy baja intensidad, lo que podria deberse a que la cantidad de
fésforo es la suficiente como para ser detectado por esta técnica.

Lo anterior sugiere que el 6xido de cerio es participe importante en el proceso bactericida y la
posterior captacion del fosforo en la superficie de los materiales bactericidas, esto debido a que
dependiendo del método de sintesis utilizado se observa la intensidad del pico caracteristico de
fosforo en los espectros de EDS, siendo el espectro de CeO2-Agl.5%-H el que presenta un
pico de mayor intensidad.

Cabe recordar, que el andlisis elemental por EDS es una técnica puntual, lo que nos indica que
los resultados de este analisis corresponden a zonas especificas de los materiales estudiados,
y queda fuera del alcance de esta tesis el estudio con una técnica que permita llegar a

conclusiones acerca del comportamiento sobre toda la superficie del material.
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Figura 7.14. Espectro EDS de; a) zeolita clinoptilolita, b) CLIPCeO2-P
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Figura 7.15. Espectro EDS de la muestra CLIPCeO2-Agl.5%-P
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Figura 7.16. Espectro EDS de la muestra CeO2-S




cps/eV

) MCIA

Maestria en Cienciag
en Ingenieria Amboantal
LIAISNH

Ag

Energy [keV]

Figura 7.17. Espectro EDS de la muestra CeO2—-Ag1.5%-H
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Figura 7.18. Espectro EDS de la muestra CeO2—-Ag1.5%-H
(recuperado)
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Con el objetivo de conocer la distribucion del CeO:z en la zeolita y apreciar la influencia del
método de deposicion aplicado en la dispersion del CeO:2 en la superficie del soporte, se realizo
un mapeo quimico por EDS de la superficie. En la figura 7.19 se visualiza la distribucion de Ce
sobre la superficie de la zeolita, y se aprecia una mayor concentracion y dispersion de cerio en
CLIPCeO2-P por lo que se podria sugerir que el método deposito-precipitacion brinda una
deposicion mas homogénea.

Por otra parte, el mapeo quimico por EDS de la superficie de las muestras permitié ver que
estos presentan una distribucion homogénea de plata sobre la superficie de los distintos
soportes aqui utilizados, esto se puede apreciar en la figura 7.20 donde se presenta un
comparativo de dispersion de plata en cada uno de los materiales. Se observa una distribucién
homogénea en todos los materiales, sin embargo, se aprecia la presencia de aglomerados de
plata en los materiales CeO2-Agl.5%H, CLIPCeO2-Agl.5%P y CLIPCeO2-Agl.5%P-R de
alrededor de 1.05 pm, lo que probablemente podria influenciar en su eficiencia para la
eliminacién de las bacterias.

Con la finalidad de apreciar si existe alguna variacion en la superficie de los materiales, estos
fueron recuperados después de ser evaluados como bactericidas, y sometidos a un analisis
elemental EDS con el cual se obtuvo un mapeo quimico elemental, asi se aprecia nuevamente
una distribucion uniforme de plata sobre el soporte, asi como, la presencia de aglomerados de
plata en los materiales CLIPCeO2-Ag1.5%P y CLIPCe0O2-Agl.5%-PR, mientras que en CeO2-
Agl.5%H disminuyo considerablemente la presencia de estos aglomerados, como se puede
apreciar en la figura 7.21.

El andlisis quimico cualitativo por EDS arrojaron la presencia de fésforo en la superficie de los
materiales que fueron recuperados después de la interaccion con la bacteria, a excepcion de
CLIPCeO,-Agl.5%-1 como se muestra en la figura 7.22, donde se muestra la distribucion del

fésforo sobre los materiales que presentan esta especie atémica.
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Figura 7.19. Analisis elemental EDS de cerio sobre la superficie de los soportes; A)
CLIPCeO:z2-1, B) CLIPCeO2-P
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Figura 7.20. Analisis elemental EDS de plata sobre la superficie de los materiales A)
CLIPCeO2-Agl.5%-IR, B) CLIPCeO2-Ag1.5%-I, c) CLIPCeO2-Agl.5%-PR,
D) CLIPCeO2-Ag1.5%-P, E) CeO2-Agl.5%-H, F) CeO2-Ag1.5%-S




y MCIA
Maestria en Cienciag
an Ingenieria Ambeants

O um

MAG; 600x  HV: 16 4V WD: 14.3 mm F 4 | MAG 600x V. 5KV WO 175 mm

MAG: 800 HV: 164V WD:17.6 mm s

40 pm
=1 | uaGi500r BV 15NV WO TS mm

Figura 7.21. Andlisis elemental EDS de plata sobre la superficies de los materiales
recuperados después de su evaluacién para eliminar E. coli
A) Ce0,-Agl.5%H, B) Ce02-Agl.5%S, C) CLIPCeO,-Agl.5%P, D) CLIPCeO>-Agl.5%l,
E) CLIPCeO,-Agl.5%I-R, F) CLIPCeO>-Agl.5%P-R.
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En la tabla 7.1 se muestra un andlisis de los elementos que conforman los distintos materiales
antes y después de la interaccion con la bacteria, permitiendo cuantificar los distintos elementos
presentes. La ausencia de fosforo en CLIPCeO2-Ag1.5%-I nos permite intuir que esto se debe
a que este material muestra una efectividad muy baja para eliminar la bacteria (como se
observara mas adelante en los estudios microbiologicos), dado que otros autores llegaron a la
conclusion de que el CeO:2 es el que atrae electrostaticamente la membrana de célula
bacteriana a las nanoparticulas bactericidas (Thill et al., 2006), y al ser el CLIPCeO2-Ag1.5%-I
el que contiene menor cantidad de CeOz, la interaccion con la bacteria es menor reduciendo su
efectividad al momento de eliminar la bacteria, lo que se traduce en la ausencia del fésforo al
realizar el analisis EDS.

El anadlisis de los materiales recuperados también mostr6 un menor contenido de atomos de
plata y cerio, y un aumento del contenido de oxigeno, pero cuando agregamos la pérdida total
de 4tomos de plata y cerio, coinciden con la ganancia total de atomos de oxigeno y fésforo, y
las ganancias / pérdidas totales entre ambas nanoparticulas son muy similares, lo que se espera
ya que ambas muestras matan a todas las bacterias, y se proporcioné un namero similar de
bacterias al comienzo del proceso bactericida. Este analisis indica que después de la interaccion
de las nanoparticulas de plata con las células de E. coli, existe la formacion de un material en
la parte superior de las nanoparticulas de plata que contienen fosforo y oxigeno, que cubre la
nanoparticulas de plata y alguna superficie adicional que contiene la superficie de 6xido de
cerio.

Entonces, la relacién entre el fésforo y el oxigeno formados sobre la superficie es mas o menos
entre POz y POgs, estructuras que probablemente son el resultados de la destruccion de las
cadenas de fosfolipidos de la membrana (Fabrega et al., 2009; Hurk & Evoy, 2015).

La presencia de la estructura de fosfato después de la interaccion con la bacteria gana
credibilidad si se considera el mecanismo de accién propuesto de las nanoparticulas de plata
en el proceso bactericida, que implica la formacién de especies reactivas de oxigeno; (CHANG,
HE, QU, et al., 2008; Chang, He, Zhao, et al., 2008).




MCIA

Maestria an Clensias
an Ingenieria Ambeants

-

[P @

MAG: §500x HV: 16 kV WD: 14.3 mm MAG: 500x HV: 16 kv WD: 17.6 mm

C) d)

] (Bl

MAG: 500x HV: 16 kV  WD: 14.3 mm MAG: 500x HV: 15 kV  WD: 17.5 mm

MAG: §500x HV: 16 kv WD: 17.6 mm

Figura 7.22. Andlisis elemental EDS de fosforo sobre la superficies de los
materiales recuperados después de su evaluacion para eliminar E. coli
a) CeO2-Agl.5%H, b) Ce02-Agl.5%S, c) CLIPCe02-Agl.5%P, d) CLIPCeO2-
Ag1.5%P-R, e) CLIPCeO2-Agl.5%I-R.
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Tabla 7.1. Analisis elemental (% molar) de los materiales CeO2-Ag1.5%S y CeO2-Ag1l.5%H,
antes y después de la interaccion con E. coli ATCC 25922.

CeOo- CeOo- CeOo- CeO»- CeO2- CeO»-
Ag15%S  Ag15%H = Ag15%S Ag15%H Ag1.5%S Ag1.5%H

ELEMENTO Antesdela después de la Ganancia
interaccién con interaccién con
la bacteria la bacteria
Ag 1.18 1.02 0.34 0.44 -0.84 -0.58
Ce 42.33 39.11 38.58 35.15 -3.75 -3.96
0 56.49 59.87 57.46 61.42 0.97 1.55
P 3.61 2.97 3.61 297
Perdida de
Ag+Ce 459 454
Ganancia

deO+P 458 452
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7.4. AREA SUPERFICIAL (BET)

En la tabla 7.2, se muestran los resultados obtenidos del andlisis del area superficial. Se
encontré una reduccion en el area superficial después de incorporarsele oxido de cerio a la
zeolita por el método de impregnacion humeda incipiente, este resultado coincide con los
resultados encontrados por Nufiez y colaborados (Nufiez et al., 2013), donde se encontro la
disminucién en el area superficial de AlOs dependiendo del porcentaje de CeO2 depositado por
el método de impregnacién en relacion peso, ya que sugieren que entre mayor sea la
concentracion de 6xido de cerio se presenta una mayor disminucién en el area superficial.
Contrario a lo anterior, se obtuvo un incremento de 4.774 m? /g en el area superficial de la
clinoptilolita al utilizar el método deposito-precipitacion para la deposicion de CeO: en la zeolita,
lo que nos sugiere que estos dos métodos generan una distribucion de poros diferente, y
pensamos que la zeolita que incrementa su area superficial estd constituida por una mayor
cantidad de meso o macro poros que cuando adsorben las particulas de CeO2, estas
contribuyen a incrementar el area superficial total, por el otro lado la zeolita que disminuye su

area superficial probablemente esté formada por microporos.

Tabla 7.2. Area superficial de los soportes

S WATERIAL g

ZEOLITA 23.15843

CeO2-S 60.44511

CeO2-H 62.36635
CLIPCeO2-I 6.856
CLIPCeO2-P 27.932

7.5. PRUEBAS MICRIBIOLOGICAS PARA EVALUAR LA INHIBICION.

Se realizaron tres pruebas microbiolégicas a los materiales bactericidas, en la primera se
determind la sensibilidad de las bacterias hacia esos materiales, en la segunda determinamos
las concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas, y finalmente en la tercera se determiné

el perfil dindmico de los agentes bactericidas.
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En la prueba de sensibilidad, trascurrido el tiempo de incubacion se logré establecer la
sensibilidad bactericida de los materiales, y esto se reconoce por la presencia de un halo de
inhibicién de crecimiento como se aprecia en la figura 7.23.

Para clipCeOz2-I, CLIPCeO2-P, CeO2-S y CeO2-H no mostro sensibilidad bactericida en el
crecimiento de E. coli. Por otra parte, los materiales que contienen plata indicaron tener
propiedades antimicrobiamas debido a que mostraron zonas de inhibicion de entre 10 - 13 mm
en el ensayo de difusion en disco. Este resultado, confirma visualmente que las nanoparticulas
de plata incorporadas en los distintos soportes cuentan con una actividad bactericida eficaz
como se corroboro despues con los resultados de Concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Al aplicar la técnica de dilucion se determina la CMI, la cual se expresa usualmente en
microgramos por militro (ug/ml). Esta técnica puede realizarse en agar o en caldo, y tiene como
ventaja que determina la sensibilidad y la dosis para la eliminacion de la bacteria.

En la tabla 7.3, se muestran los valores de las CMI de los materiales como inhibidores de la E.
coli, utilizando el método de diluciones y siembra en agar. La reproducibilidad se estimé
realizando por triplicado cada una de las pruebas. La turbidez en los tubos inoculados, permitio
determinar la CMI después de las 24 horas de exposicion de las bacterias frente a los diferentes
materiales bactericidas, como se aprecia en la Figura 7.24. La cuantificacion de colonias
bacterianas que crecieron en placas con agar MH, se realiz6 después de 18 y 24 horas de
incubacion a 37 °C.

Con el fin de comprobar que las CMI promedio de los materiales como inhibidores para E. coli
son las adecuadas, se realizé un andlisis de CMB en funcion del tiempo de exposicion,
efectuando los correspondientes conteos de colonias.

Las muestras expuestas a los materiales que no presentaron turbidez fueron sembradas en
cajas petri con agar Miiller-Hinton, observandose que el crecimiento de las bacterias fue nulo.
Esto demuestra que los materiales tienen efecto bactericida para E. coli. Cabe sefialar que se
consideraron sistemas en donde no hubo crecimiento, aquellos tubos trasltcidos cuya turbidez
era muy baja (menos de 50 unidades nefelométricas de turbidez (NTU por sus siglas en inglés)
0 cercanas a cero. Aquellos tubos con turbidez aparente y valores mayores a 50 NTU se

consideraron sistemas con crecimiento microbiano.
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Estimamos que la CMI para las nanoparticulas de plata en los distintos soportes, sera mayor
de 3 x 10 g/ml, mientras que el valor de CMB es superior a 5 x 102 g/ml para CeO2-Ag1.5%-
H y Ce02-Agl.5%-S, mientras que para CLIPCeO2-Agl.5%-P, CLIPCeO2-Agl.5%-PR,
CLIPCe02-Agl.5%-I y CLIPCeO2-Ag1.5%-IR, serd mayor a 9 x 103 g/ml, y el valor de CMB es
superior a 12 x 103 g/ml. Lo anterior representa concentraciones plata aproximadamente de 45
y 90 uyg / ml, y de 135 y 180 pg / ml, respectivamente. Los resultados publicados de
nanoparticulas de plata suspendidas usando tamafios de nanoparticulas de plata entre 5y 100
nm, y aplicadas en E. coli ATCC 25922, encontraron un rango de valores de CMI y CMB
dependiendo del tamafio de la nanoparticula usada (Agnihotri et al., 2014). Los valores
reportados de CMI y CMB son 20 - 110 y 30 - 140 uyg / ml, respectivamente. Los valores
encontrados en este trabajo concuerdan con las concentraciones reportadas previamente, que
corresponden a tamafios de nanoparticulas de plata suspendidas entre 20 - 30 nm (CMI) y 30 -
50 nm (CMB), y las diferencias probablemente se pueden atribuir al uso de un soporte en este
trabajo. Resultados similares para las nanoparticulas de plata suspendidas que actian sobre
E. coli ATCC 25922 también fueron reportadas previamente (Dasgupta et al., 2016; Ruparelia
et al., 2008). Los compuestos de plata-quitosano que acttan sobre E. coli ATCC 8739y 11775
(Nithya et al., 2015) tienen valores bajos de CMI y CMB, probablemente debido a la gran area
superficial de quitosano y la cepa utilizada. Las nanoparticulas de plata soportadas sobre silice
gue actian sobre una cepa de E. coli no identificada también muestran valores bajos de CMI y
CMB, similares a los de los compuestos de plata-quitosano (Egger et al., 2009).

Con este método descriptivo de ensayo turbidimétrico se pueden obtener algunas respuestas
sobre el comportamiento de las bacterias en presencia de los agentes bactericidas, tales como
supresion en el nivel de crecimiento en la fase estacionaria, disminucion de la velocidad de
crecimiento y la letalidad (Davidson & Parish, 1989).

También, es importante mencionar que la técnica turbidimétrica empleada no distingue entre
células viables y no viables, por lo que a pesar de que en las curvas de crecimiento se observa
una disminucion en la poblacion bacteriana, la tendencia en los valores de turbidez es a

permanecer constante.
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Figura 7.23. Halos de inhibicién representados por zonas claras que indican nulo
crecimiento de Escherichia coli, producidos por; A) CLIPCeO,-P, B) CLIPCeO,-Agl.5%-P
y C) CLIPCeO:-Agl.5%-PR
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Figura 7.24. Determinacion de la sensibilidad y la dosis para la eliminacién de E. coli frente a CeO2-Ag%1.5%-
S a CMIs de: A) patron, B) 1 x 103, C) 3x 104, D) 5x 108 E) 7x 10 F) 9 x 108 (¢/mL) y G) patron sin indeulo.
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Tabla 7.3. Determinacion de CMIs de los materiales para eliminar E. coli.

Material Control 353 X é—S X 37 X 39 X }32 X
1 10°g/mL | 10°g/mL | 103g/mL | 10°g/mL | 103g/MI

CeO2-H + + + + + +
CeO2-S + + + ¥ + +
CLIPCeO>-| + + + + + +
CLIPCeO2-P + + + + + +
Ce02-Ag1.5%H + + - - - *
Ce02-Agl.5%S + + - - - *
CLIPCeO2-Agl.5%l + + + + - -
CLIPCeO2-Agl.5%P + + + + - -
CLIPCeO2-Agl.5%IR + + + + - -
CLIPCeO2-Ag1.5%PR + + + + - -

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

Debido a que la técnica turbidimétrica depende del tamafio de las células bacterianas, asi como
de la presencia de células dafiadas (Skandamis et al., 2001), se realizaron pruebas
microbioldgicas para obtener curvas de crecimiento de los microorganismos en estudio (E. coli)
en presencia de los materiales como agentes bactericidas, debido a que algunos materiales
tienden a quedar suspendidos en soluciones acuosas y por tanto afectan las mediciones de
turbidez.

Antes de evaluar el caracter bactericida de los materiales se realizaron los controles de calidad
a las cepas de trabajo, las cuales nos garantizaron su viabilidad y pureza.

En las tabla 7.4, se reportan los valores promedio de colonias de E. coli obtenidos de los tres
ensayos, para cada uno de los tiempos de exposicion a los diferentes materiales con plata
evaluados como bactericidas. Como una muestra de referencia, los materiales sin el agente
bactericida también fueron evaluados. En la figura 7.25 se observa el efecto inhibitorio en placa
microbiana de las bacterias en estudio expuestas a Ce0O2-Agl.5%, el resto de los demas
materiales se pueden apreciar en el anexo 2.

El crecimiento microbiano y el conteo de colonias de las cepas de E. coli en presencia de los
diferentes materiales bactericidas, se calcularon teniendo en cuenta el nimero de colonias
iniciales en la suspension de microorganismos inoculados Yy las colonias crecidas o eliminadas

en el transcurso del tiempo de exposicion.
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Figura 7.25. Efecto inhibitorio de los materiales CeO2-Ag 1.5% sobre Escherichia coli.
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Tabla 7.4. Numero de colonias de E. coli que sobrevivieron frente a los materiales
evaluados como biocidas.

TIEMPO  Patron Ce0; -S CeO, -H Cooe9 | Geoeid CLIPCeO,-|  CLIPCeO,-P C/k'g?;gj‘ Ckéi%ﬁ/gf;
0 250 189 235 37 250 57 109 314 305
15 280 227 286 34 180 163 126 229 61
30 292 263 257 13 58 238 150 207 16
60 310 195 220 6 0 302 198 138 0
90 328 257 267 0 0 350 348 84 0
120 344 306 245 0 0 350 350 26 0

CLIPCeO, -
Ag1.5%-IR
280
226
150
130
103
0

CLIPCeO,—
Ag1.5%-PR

277
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La valoracion del efecto bactericida de los materiales se realiz6 al medir la viabilidad
celular a los 0, 5, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la exposicion e incubacion
de las bacterias con los distintos materiales. Las pruebas se realizaron por triplicado
en placas con agar McConkey. Estas pruebas permitieron definir el momento en el
gue el agente bactericida actta sobre el ciclo de replicacién bacteriano, de tal forma
gue cada material presenta una grafica diferente que va de acuerdo a su mecanismo
de accion y que se puede observar en las figuras 7.26 y 7.27.

En la figura 7.28, se presenta la grafica general donde se compara de viabilidad de
las bacterias E. coli expuestas a los distintos materiales. Como una muestra de
referencia, los materiales sin plata también fueron evaluados. La actividad de los
materiales con Ag presentan un efecto bactericida. Los resultados de las curvas
corresponden a la media de los tres experimentos. La pauta de administracion de
los materiales bactericidas estéd en funcion a la CMB promedio determinada para

cada bacteria.

Las pruebas realizadas para examinar la capacidad de los materiales para inhibir el
crecimiento de la bacteria se calculo teniendo en cuenta el nUmero de colonias
iniciales en la suspension de microorganismos inoculados y las colonias crecidas
en el transcurso del tiempo de exposicion. Como una muestra de referencia, los
materiales sin el agente bactericida también fueron evaluados.

Los materiales Ce0,-Agl.5%-S, Ce0,-Agl.5%-H, CLIPCeO,—Agl.5%-P, CLIPCeO,—
Ag1.5%-PR eliminaron mas del 70% de las colonias de E. coli en un tiempo de 30
minutos, en los siguientes 60 minutos, el efecto supresor de los materiales fue ain
mas claro, eliminando el 100% de colonias con las diferentes concentraciones
utilizadas. El caso de CLIPCeO»—Ag1.5%-I se produjo una disminucion en el nimero
de UFC con respecto al patrén, sin embargo, no logro eliminar al 100 % la bacteria
en los 120 min., contrario a esto CLIPCeO>-Ag1.5%-IR que logro eliminar la bacteria
en 120 minutos.

Como se mencion6 anteriormente CLIPCeO2—I, CLIPCeO2-P, CeO2-S y CeO2>-H
gue fueron utilizados como soportes también fueron expuestos a interaccionar con
la bacteria con la finalidad de indagar si cuentan con la capacidad para inhibir el

crecimiento bacteriano o simplemente su funcion es la de soporte de las
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nanoparticulas, se aprecio una ligera disminucién en el crecimiento de la bacteria
sin que este pudiera ser significativo, por lo que se podria considerar que estos
cuentan tienen propiedades de un bacteriostatico.

En los cultivos de E. coli en presencia de los materiales con plata, siempre se
observo un efecto bactericida. De toda la serie de materiales evaluados, el material
Ce0»-Agl.5%-H tuvo el mayor efecto bactericida con una CMB de 6 mg/ml,

eliminando el 100% del inocul6 inicial en un tiempo de 60 min.
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Figura 7.26. Efecto inhibitorio de a) CLIPCeO.-I, b) CLIPCeO,-P,
¢) CLIPCe02-Agl.5%-I, d) CLIPCeO2-Agl.5%-IR sobre E. coli.
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Figura 7.27. Efecto inhibitorio de a) CeO2-S, b) CeO,-H, c) CeO>-Ag1.5%-
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Figura 7.28. Comparativo del efecto inhibitorio que presentan los materiales sobre E. coli
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8. CONCLUSION.

Se encontré que el oxido de cerio puro sin ser soportado en otro material, dispersa
apropiadamente nanoparticulas de plata en su superficie, lo suficientemente
homogéneo para hacer de estas un material muy eficiente como agente bactericida.
La dispersion adicional del 6xido de cerio sobre zeolita clinoptilolita no presento
ninguna ventaja adicional al soporte puro de 6xido de cerio. En pruebas dinamicas
bactericidas se encontré que las nanoparticulas de plata soportadas en oxido de
cerio puro eliminan hasta el 70% de las bacterias en periodos de 30 min, y el 100%
de ellas en 60 min.

Por medio de BET, se aprecié un incremento en el area superficial de la zeolita
después de haber sido modificada con nanoparticulas oxido de cerio mediante el
método deposito-precipitacion, esto debido al pH &cido al que fue sometida la
zeolita, lo que provoca una ruptura en la red cristalina de la zeolita y por lo tanto
cambios minimos y poco distinguibles en la morfologia y estructura cristalina de
esta. Lo anterior brindo una deposicion de las nanoparticulas de plata en la
superficie del soporte de una manera homogénea lo que resulto en cimulos de plata
apreciables por SEM.

La eliminacion de Escherichia coli a una concentracion de 1.5% de plata en relacion
peso se logré en tiempos de 60 y 90 minutos dependiendo del soporte en el que fue
depositada, sin embargo, la cantidad de material requerido para matar la bacteria
fue distinta dependiendo de la técnica de sintesis utilizada para la obtencion de cada
uno de los soportes, considerando que las nanoparticulas de plata soportada en
cristales de oOxido de cerio obtuvieron una accion bactericida a concentraciones
menores.

El andlisis de la composicion superficial EDS realizado a los distintos materiales
después de ser expuestos a una interaccion con la bacteria, mostro la presencia de
fésforo y un contenido ligeramente mayor de oxigeno, mientras que el contenido de
cerio y plata disminuyo. El contenido obtenido debido a atomos adicionales de
fosforo y oxigeno coincide con la pérdida de contenido de atomos de plata y cerio,
lo que sugiere que una fase que incluye fésforo y oxigeno se formé encima de las




nanoparticulas de plata, ocultando también partes de las nanoparticulas de CeOq,
sin embargo, también existe la perdida de cantidades considerables de plata por
disolucion durante el experimento bactericida. Las estimaciones cuantitativas del
analisis elemental indican que la estructura formada contiene fésforo y oxigeno, la
cual podria corresponder a los fosfatos que forman los fosfolipidos, que
probablemente estan unidos a la plata a través de cadenas mas cortas de
fosfolipidos rotos.

La sintesis del soporte y la presencia de camulos de nanoparticulas de plata influyen
en la efectividad del material para inhibir el crecimiento de la bacteria, asi como, la
presencia de CeO: debido a que, aun cuando no se aprecia una eliminacion
significativa de la bacteria, se observa que la eliminacién se favorece en aquellos
material con mayor porcentaje de CeO:. Las condiciones del proceso de reduccion
con flujo de hidrogeno utilizado en este trabajo podria repercutir sobre la forma de

las nanoparticulas disminuyendo la capacidad bactericida de los materiales.




9. RECOMENDACIONES

Para trabajos posteriores a este, se recomienda la caracterizacion de los
materiales mediante técnicas de mayor sensibilidad que nos permitan
obtener resultados mas precisos, por ejemplo: se sugiere la caracterizacion
de la composicién quimica de la superficie de estos materiales para lo que
se sugiere las siguientes técnicas; Espectrometria infrarroja por
Transformadas de Fourier (FTIR) ya que Esta técnica proporciona un
espectro de reflexion de las bandas de los grupos funcionales de las
sustancias inorganicas y organicas, por lo cual es posible realizar una
identificacibn de los materiales. Por Espectroscopia Fotoelectronica de
Rayos X (XPS) este analisis proporciona informacién sobre la composicion
elemental, el estado quimico de cada elemento, la posicién de los atomos
con respecto a la estructura cristalina del material, la homogeneidad
superficial y el estado de adsorbatos. ), por espectrometria de emision
atomica con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP) y por ultimo,
por espectrometria de absorcion atomica (FAAS), (ambas determinan la
concentracion de metal). También se propone el uso de técnicas que nos
permitan conocer la estructura de nuestro material, su composicion y tamafo
de particulas debido a que la microscopia electronica de barrido no nos
permitié la identificacion del tamafio de las nanoparticulas de plata, lo que se
esperaria encontrar por medio de técnicas como; el microscopio electronico
de transmision (TEM) (determina el tamafio del nudcleo metalico), el
microscopio de fuerza atémica (AFM) (mide el tamafio de la NP y su
distribucion).

También se sugiere el andlisis sobre la forma de las nanoparticulas
soportadas, debido a que Pal y colaboradores sugieren que la forma de las
nanoparticulas también influye en la toxicidad. Se ha comprobado que las
formas de triangulo truncado son mas toxicas que las formas esféricas y
alargadas, ya que contienen mas caras y por tanto son mas reactivas (Pal et
al., 2007). Siendo las esféricas las que presentan menor toxicidad.
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Realizar variaciones en la temperatura de reduccion en flujo con hidrogeno,
esto con la intencidbn de buscar un incremento en el tamafio de las
nanoparticulas metalicas depositadas en los materiales, esto debido a que
distintos trabajos realizados han reportado la influencia de la temperatura
respecto a su tamafio, como es el caso del trabajo realizado por
(Concepcion-Rosabala et al., 2008) donde encontraron que el incremento en
las temperaturas de reduccion deriva en el aumento del tamafio de las
nanoparticulas. Con el aumento en el tamafio de las nanoparticulas de plata
se pretende mejorar la eficiencia en la eliminacion de bacterias y
probablemente una reduccién en el tiempo de eliminacion de estas, ya que,
el trabajo realizado por Guerra y colaborados (Guerra et al., 2012) donde
evaluaron las propiedades bactericidas de varios materiales a distintas
temperaturas y distintos tamafos de nanoparticulas de plata soportados,
llevdndolos a deducir que el tamafio de particula de la plata influye en la
eficiencia de los distintos materiales como bactericida, ya que reportan que
a mayor tamafo de particula la eliminacion de la bacteria es superior, por lo
gue, se propone investigar la influencia del tamafio de las nanoparticulas de
plata soportadas en la zeolita modificada, y asi, poder deducir si la
eliminacién bacteriana se incrementa con el aumento del tamafio de las
nanoparticulas o disminuye .

Por ultimo, se recomienda el uso de distintos métodos para la deposicion de
la plata y el cerio, esto con la finalidad de encontrar un método que permita
una efectividad mayor en la eliminacion de bacterias. Para la deposicion de
cerio en la zeolita por el método de depdsito-precipitacion se propone
realizar variables en su temperatura y pH, con la finalidad de encontrar las

variables mas éptimas para mejorar la funcionalidad de los materiales.
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ANEXO 1.

Ce0O2 por sintesis sol-gel asistido por microondas

Compuesto Peso molecular
(CH2CHz302)3 Ce*xH20 335.261
CeO2 172.113

Para preparar 6 g de CeOa.

PM ceo. =172.113 g/mol

6
n= g = 0.0348 mol
172.113 g/mol

g de acetato = (335.261g/mol) (0.0348mol)=11.667g

Compuesto Peso molecular Densidad

Etilenglicol 62.07 g/mol 1.112g/mol

Para 0.0348 moles de Etilenglicol
m =(0.0348mol) (62.07g/mol) = 2.16g
(2.16)(1.2) =259 g

v 2.59g
"~ 1.112g/mol

= 2.329 mol de etilenglicol

Mas el 20 % en exceso tenemos un volumen de V = 2.79 ml
Ahora para el agua si sabemos que: W = nPM

W = 0.0348 mol (62.07g/mol) = 2.16 g

1g-10ml de agua

V agua = 21.6 ml
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Ce02 por sintesis hidrotérmico

Compuesto Peso molecular
(CH2CH302)3 Ce*xH20 335.261
Ce02 172.113

Para preparar 6 g de CeO2.
PM CeO2 =172.113 g/mol

n=—==>3___ —0.0348 mol
172.113 g/mol

g de acetato = (335.261g/mol) (0.0348mol)=11.667g

Deposicion de 6xido de cerio y plata en clinoptilolita.

NaCl5 M

PM NaCl= 58.44 g/mol

\'\
n_PM
M=—=——
L L
V= w__ 100 gr = 0.3422Lt
~ M+PM  5mol/L*5844g/mol
1000 ml
0.3422L (—) = 342.2 ml

80 ml de NaOH al 0.5 N
PM NaOH= 40 gr/mol

_ Equivalentes del soluto

Volumen de solucion

masa del soluto

Equivalentes = -
masa equivante

Peso molecular 40 gr/mol
n°deOH- ~  1mol

Masa equivalente de una base = =40 gr
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masa del soluto
__masa equivante

Volumen solucion

Masa del soluto = N(masa equivalente)(Volumen de solucion)

Masa del soluto = 0.5 N(40 gr)(0.08L)=1.6 gr

50 ml de (NH4)2[Ce (NO3)s] al 0.5N
PM de (NH4)2[Ce (NO3)s]=588.22 gr/mol

PM _588.22 gr/mol
Carga del catién o anién 2

Masa equivalente sal = = 294.11 gr

Masa del soluto = 0.5 N(294.11 gr)(0.05L) = 7.35 gr

PLATA 1.5%

1.5%/100%= 0.015

Ag = 3g (0.015)= 0.045¢g

Moles de plata de plata= 0.045¢g/107.87g/mol=0.000417 mol
PM/PUREZA= 169.89/0.9999= 169.89

Gramos de sal

Nitrato de plata= 169.89 (0.000417)=0.070g de Nitrato de Plata
39-0.070g=2.93¢g de CeO:..




) MCIA

Maestria en Ciencias
en Ingenieria Ambsental
UMSAH

ANEXOQO 2.

Ce02 Ce02
Tiempo Patrén

Microondas Hidrotérmico

(0 minutos)

(15 minutos)

(30 minutos)

(60 minutos)

(90 minutos)

(120 minutos)

Figura 12.1. Efecto inhibitorio de los materiales CeO; sobre Escherichia coli.
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Tiempo Patrén CLIPCeO-l CLIPCeO,-P

(O minutos)

(15 minutos)

(30 minutos)

(60 minutos)

(90 minutos)

(120 minutos)

Figura 12.2. Efecto inhibitorio de los materiales CLIPCeO; sobre E. coli.
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Tiempo Patron CLIPCeO2-Ag1.5%-I | CLIPCeO2-Agl1.5%-IR

(0 minutos)

(15 minutos)

(30 minutos)

(60 minutos)

(90 minutos)

(120 minutos)

Figura 12.3. Efecto inhibitorio de los materiales CLIPCeO;-Ag%:-I sobre E. coli.
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Tiempo|P at r 6 n|CLIPCeO,-Agl.5%-P | CLIPCeO-Agl.5%-PR

(0 minutos)

(15 minutos)

(30 minutos)

(60 minutos)

(90 minutos)

(120 minutos)

Figura 12.4. Efecto inhibitorio de los materiales CLIPCeO»-Ag1.5%-P sobre E. coli.
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Figura 12.5. Halos de inhibicion representados por zonas claras que indican nulo
crecimiento de E. coli, producidos por; A) CLIPCeO»-I, B) CLIPCeO2-Ag1.5%-1 y
C) CLIPCe0O2-Agl1.5%-IR

Figura 12.6. Halos de inhibicién representados por zonas claras que indican nulo
crecimiento de E. coli, producidos por; A) CeO2-S, B) Ce0,-Ag0.5%-S y
C)CLIPCe0O2-Agl.5%-S
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Figura 12.7. Halos de inhibicién representados por zonas claras que indican nulo
crecimiento de E. coli, producidos por; A) CeO-H, B) CeO,-Ag0.5%-H y
C)CLIPCeO2-Ag1.5%-H




