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RESUMEN

La contaminacion del agua por la presencia de microorganismos patégenos ha sido una
problematica global, ya que causan enfermedades gastrointestinales en los humanos.
Aunque estos microorganismos pueden eliminarse del agua mediante diferentes
procesos de tratamiento biolégico y desinfeccidn, la resistencia de las bacterias se ha
incrementado con el paso del tiempo y los métodos de tratamiento no pueden
desinfectar algunos microorganismos. Como resultado, el consumo de agua se convierte
en un problema debido a la presencia de bacterias patégenas. Por lo tanto, el desarrollo
de nuevas técnicas es esencial, ya que es posible prevenir las infecciones bacterianas a
través de la inhibicién del crecimiento celular de estas bacterias.

Entre varios microorganismos patégenos que se presentan en los sistemas de agua, las
bacterias Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhi y Escherichia coli son
comunes y causan problemas de salud, como enfermedades diarreicas agudas.
Recientemente, la inhibicion bacteriana por nano-materiales ha sido un tema de estudio
de gran atencion, ya que el tamafio de las particulas juega un papel crucial en la
interaccion con los sistemas bacterianos. Ademas, cuando el tamafio de las particulas
es inferior a 100 nm, las particulas exhiben propiedades foto-fisicas y quimicas unicas
debido a su confinamiento cuantico. Se ha reportado que los elementos metalicos zinc
y plata presentan propiedades antibacterianas, por lo que la sintesis de nanomateriales
basados en estos elementos es de importancia. Por lo tanto, se prepararon NPs de
ZnFe204 y ZnFe204-Ag y se estudiaron sus propiedades antibacterianas después de la
caracterizacion completa mediante diferentes técnicas analiticas (XRD, SEM, TEM,
HRTEM y XPS). En los sistemas propuestos, se sintetizaron NPs de Fe304, consideradas
para la separacion rapida de la solucion por sus propiedades magnéticas y su
reutilizaciéon posterior al tratamiento. Los resultados muestran que el tamafo de los
materiales es inferior a 100 nm con una morfologia adecuada que facilita la interaccién
con las células bacterianas. Esto significa que la adsorcion de materiales en la
membrana celular que se inserta en la pared celular inhibiria el crecimiento celular.
Ademas, bajo luz UV, el nanomaterial puede producir especies radicales. Tales como
especies reactivas de oxigeno (ROS) y otras especies oxidativas que escinden los
sistemas de ADN que interactiian con otros componentes celulares. Esto es consistente
con los resultados obtenidos, donde los NMs de ZnFe204 y ZnFe204-Ag muestran
mejores propiedades de inhibicién de crecimiento celular en los sistemas bacterianos
que los NMs de Fe304 o Fe304-Ag. En esta investigacion, se estudi6 la actividad
antibacteriana de las nanoparticulas a diferentes concentraciones, para las bacterias
Gram positivas y las Gram negativas. Con los resultados obtenidos, los nanomateriales
actuales serian eficaces para tratar las cepas bacterianas debido a sus propiedades
antibacterianas y pueden considerarse para la desinfeccion de la contaminacion del
agua. Ademas, los NMs se pueden separar facilmente del agua mediante imanes
externos, ya que muestran un buen comportamiento magnético.
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ABSTRACT

The water contamination by the presence of pathogenic microorganisms has been a
global problem, due to gastrointestinal diseases that cause in humans. Although these
microorganisms can be eliminated from the water through different biological
treatment and disinfection processes, the bacterial resistances are being increased over
the time, and the treatment methods are unable disinfect microorganisms. As a result,
the drinking of water becomes an issue due to pathogenic bacteria. Therefore, the
development of new techniques is essential as it is able to disinfect the bacterial
infections through the cell growth inhibition of these bacteria.

Among several pathogenic microorganisms that are present in water systems, the
bacteria Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhi and Escherichia coli are
common causing many health issues, such as acute diarrheal diseases. Recently, the
bacterial inhibition by nano-materials has been a great attention as size of the particles
plays a crucial role in the interaction with bacterial systems. Furthermore, if the size of
particles is less than 100 nm, the particles exhibit unique photo-physical and chemical
properties due to their quantum confinement. In particular, Zn, Ag metals have been
reported to possess antibacterial properties, thus the fabrication of nano-materials
based on these metals are important. Thus ZnFe204 and ZnFe204-Ag NPs were prepared
and studied their antibacterial properties after complete characterization by different
analytical techniques (XRD, SEM, TEM, HRTEM, and XPS). In the systems, Fe304 NPs are
considered for the quick separation from the solution by its magnetic properties and
reuse it further treatment. The results show that the size of the materials are less than
100 nm having adequate morphology that facilitate for the interaction with bacterial
cells. This means that the adsorption of materials on cell membrane inserting into cell
wall would inhibits cell growth. Besides, under UV light, the nano-material can produce
radical species such as reactive oxygen species (ROS) and other oxidative species that
cleavage DNA systems interacting with other cell components. This is consistent with
our results that ZnFe204 and ZnFe204-Ag exhibit strongly antibacterial behavior in the
bacterial systems than that by Fe304 or Fe204. In the study, antibacterial activities of
nano-particles at different concentrations were studied for both Gram positive and
Gram negative bacteria. Therefore, the present nano-materials would be efficient to
treat the bacterial strains because of their anti-bacterial properties and can be
considered for the disinfection of water contamination. Moreover, the above material
can be easily separated from the water by magnetic bar as they show good magnetic
behavior.
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1 Capitulo: Introduccion

La contaminacion del recurso hidrico, ha sido una problematica de gran interés para los
sectores de salud y gobierno en todo el mundo, los cuales buscan mejorar la calidad del
agua para la poblacion. A lo largo de la historia se han realizado diferentes estudios
fisicos, quimicos y bioldgicos que permiten identificar los contaminantes del agua y sus
componentes, asi como su relacién e interaccion con el medio ambiente y con el ser
humano; traduciendo dichos estudios en identificacion y clasificacién de compuestos
del agua, segin su naturaleza. Asi, los contaminantes de origen biol6gico se asocian a la
presencia de microorganismos tales como: bacterias, protozoos, virus, helmintos, entre
otros. Identificando dentro del grupo de bacterias aquellas que son patdgenas y que
representan un peligro a la salud por causar enfermedades infecciosas al ser humano,
tales como la fiebre tifoidea e infeccidn entérica, llamadas bacterias patégenas; donde
en algunos casos su presencia en agua es asociada a contaminacion fecal, denominado
a estos microorganismos: coliformes fecales, como es el caso de la bacteria Escherichia
coli. Laingestion por parte del ser humano de algunas bacterias tales como E. coli puede
generar sintomas perjudiciales a la salud como enfermedad diarreica aguda (EDA),
dolor estomacal y en algunos casos fiebres. Aunque la diarrea afecta a todos los grupos
de edad, las EDA afectan mas a los nifos, principalmente en los paises en desarrollo
donde se producen anualmente entre 5 a 6 millones de muertes, constituyendo la
segunda causa global de mortalidad infantil, el periodo pediatrico de mayor
vulnerabilidad incluye a los menores de 5 afios, quienes se deshidratan con mayor
rapidez. 1. En México, el director de la campafia del Dia Mundial de la Salud Digestiva,
seflalo que el 20% de las muertes infantiles se debe a diarrea y s6lo el 39% de los nifios
con diarrea recibe el tratamiento recomendado 1. Ademas de sumarle el hecho de que
para 2015 la Comisién Nacional del Agua, reporté que 94.4% de la poblacion tenia
cobertura de agua entubada 2

Para mitigar el riesgo de transmision de enfermedades infecciosas a la poblacién por la
presencia de éstos microorganismos, se han implementado diferentes mecanismos de
desinfeccion en el agua con compuestos convencionales tales como hipoclorito y cloro
gaseoso que generan un efecto residual con subproductos cancerigenos tales como los
trihalometanos y las cloraminas. También se ha usado la luz ultravioleta y el ozono
como mecanismos de desinfeccion no convencionales, los cuales se basan en la
inactivacion de los microorganismos a través del contacto con los mismos; sin embargo
no dejan efecto residual en el agua para su almacenamiento y distribucién. Con base en
dicha problematica, a nivel mundial se han realizado diferentes estudios en miras de
reemplazar las metodologias convencionales de tratamiento, empleando compuestos
que no resulten téxicos a la salud humana y que sean factibles. Del mismo modo, se han
desarrollado estudios en campos no convencionales para la desinfeccién de agua, como



es el caso de la nanotecnologia. Esta ciencia ha tenido avances impresionantes en las
ultimas décadas, generando nanomateriales (NMs) y nanoparticulas (NPs) aplicados a
procesos de tratamiento de agua; dentro de los nano-objetos mas implementados se
encuentran las membranas, materiales de adsorcién, nanocatalizadores,
recubrimientos y reactivos, los cuales resultan siendo mas eficientes que los procesos
convencionales, debido a su capacidad de adsorcién y recuperacion.

En las NPs se presenta el efecto de tamafio cuantico, el cual hace referencia al
incremento del area superficial a medida que disminuye su tamafio, esto hace que las
NPs presenten propiedades electronicas, magnéticas y opticas excepcionales. En las
ciencias médicas, los nanomateriales se han empleado para mejorar los diagnésticos,
tratamientos médicos e incluso implantes 3. Los materiales nanoporosos con una gran
area de superficie y tamafio uniforme han sido propuestos como portadores de diversas
sustancias activas en los sistemas de administraciéon de fairmacos 4. Se han aplicado
nanocristales semiconductores o puntos cuanticos (QDs por sus siglas en inglés) como
sondas fluorescentes eficientes para la bioimagen de células cancerosas como
alternativa a los fluoréforos organicos tradicionales 5.Y es asi como los nanomateriales
y nanoparticulas no sélo han ganado lugar en aplicaciones médicas, sino también en
procesos de catdlisis, recordando que la catalisis es el proceso por el cual se aumenta la
velocidad de una reacciéon quimica y que el catalizador se puede encontrar en una fase
diferente al del medio de reaccién, siendo entonces una catalisis heterogénea. Se han
empleado diferentes nanomateriales sélidos en catalisis heterogénea, debido a la
posibilidad de separar el catalizador de la reaccién por acciones fisicas, sin embargo, el
tamano de las NPs o de los NMs en ocasiones dificulta dicho proceso o lo hace costoso.
De acuerdo a esto, en catalisis heterogénea, se busca usar NMs que sean facilmente
separables mediante campos magnéticos.

Las ferritas se han empleado en el campo de la medicina, la electrénica y en la
degradacion de compuestos organicos presentes en el agua, gracias a la actividad
fotocatalitica que presentan bajo el espectro de luz visible y luz ultra violeta 6. Dentro
los estudios que se han realizado, se ha visto que en el mecanismo de accién bajo luz
visible las ferritas de zinc son capaces de generar especies reactivas de oxigeno, que con
el oxigeno de la atmdsfera y el medio acuoso en el que se encuentren, son capaces de
generar especies super oxidantes en forma de radicales, tales como radicales hidroxilo,
hidropero6xido y H202, a lo cual se le llaman especies reactivas de oxigeno (ROS por sus
siglas en inglés); mientras que, en un medio con presencia de perdxido de hidrégeno
también pueden llegar a generar reacciones tipo Fenton. Para generar estas ROS es
necesario que el material sea activado por medio de energia (fotones) con una energia
mayor a la separacion de las bandas de conducciéon (CB) y de valencia (VB) que
presentan sus atomos, a esta separacidn se le conoce como bandgap. Por ejemplo, para



el caso de las ferritas de zinc y las magnetitas, se han reportado valores cercanos a los
2eV de bandgap, lo que indica que dichos materiales seran activados para fotocatalisis
con el espectro de luz visible (380 - 760nm) 7.

Para aplicaciones fotocataliticas en procesos de inhibiciéon de crecimiento celular, el
material mas estudiado ha sido el ZnO, ya que es considerado como el agente
antibacteriano mas téxico para los microorganismos entre las NPs de 6xidos metalicos
(Al203, SiO2 y TiO2) contra Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas fluorescens,
y podria ser un agente antibacteriano eficaz para proteger los productos agricolas y los
alimentos contra patégenoss. Sin embargo, el bandgap de este material se ha reportado
en 3.2 eV, lo que indica que como fotocatalizador, debe ser activado bajo luz UV (A <
380 nm). Se ha visualizado el mecanismo de accién del ZnO sobre los microorganismos,
identificando que hay tres puntos de accién que inciden sobre la inhibicién del
crecimiento celular, a partir de la activacién del material. En primer lugar se da la
generacion de ROS en la superficie del material, las cuales producen H202, que causa
dafio tanto en la membrana celular como al interior del microorganismo, impidiendo
los procesos de replicacion del ADN. En segundo lugar, la generaciéon de iones
divalentes de zinc (Zn2+) que, producen estrés oxidativo en el medio de la célula y
también generan dafo en la membrana. Finalmente, el contacto directo de las NPs de
Zn0 con la membrana celular y la internalizacion de las NPs por parte de la célula,
donde seguido se lleva a cabo el proceso de generacion de ROS y liberacién de radicales
divalentes, que alteran los procesos funcionales normales del microorganismo.

La presente investigacion estudia la inhibicion de crecimiento celular en cepas
bacterianas que causan enfermedades gastrointestinales diarreicas Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) y Gram negativas (Salmonella typhi, Escherichia
coli), a partir de la actividad fotocatalitica de nanomateriales sintetizados a escala
laboratorio de ferritas de zinc (ZnFe204) y magnetitas (Fe304), dopados y sin dopar con
plata (Ag); el interés del dopaje de los nanomateriales radica en identificar la influencia
delaactividad antibacterial de la plata en el mecanismo de accion de los nanomateriales
sobre las bacterias. Por otra parte, se emplean estas NPs por el interés académico de
evaluar a largo plazo, la posibilidad de emplear materiales con estructura quimica de
ferritas en procesos de desinfeccién de agua contaminada con los patégenos de interés,
bajo la accion de luz visible, y con esto, identificar como potenciar su actividad
antibacterial.

En el marco de identificar el mecanismo de inhibicién de crecimiento celular en las
bacterias de interés debida a la acciéon de los NMs, se identifico la sintesis de NPs mas
apropiada para la obtencién de octaedros (como morfologia deseada) tanto para las
ferritas como para las magnetitas. Asimismo, para identificar las propiedades fisicas y
quimicas de los NMs sintetizados se emplearon diversas técnicas de caracterizacion en



las NPs sintetizadas, permitiendo identificar sus propiedades, permitiendo
correlacionar dichas propiedades con la actividad fotocatalitica de cada NM.

Del mismo modo se doparon los materiales en diferentes porcentajes con Ag, realizando
las caracterizaciones del material para identificar la distribucién de la Ag y definir el
porcentaje mas apropiado de dopaje para las ferritas y magnetitas.

Continuando con el objetivo de identificar la concentraciéon a la cual se presenta
inhibicion de crecimiento celular en las cepas de interés por accion de los
nanomateriales dopados y no dopados, se identificé la concentracién minima de los
NMs a la cual los microorganismos no presentan crecimiento celular, con base en
metodologias planteadas previamente 1o.

En el capitulo 2 se describe de manera general la problemadtica actual referente a la
contaminacién del agua con diferentes compuestos, haciendo énfasis en la
contaminacion por bacterias patégenas. Asimismo, se abordan los tratamientos de agua
convencionales mas implementados para la remocidn de éstos microorganismos y las
metodologias de tratamiento alternas basadas en NMs que han surgido, asi como sus
puntos de aplicacion y limitaciones. Se presentan las propiedades fisicoquimicas de los
NMs sintetizados y seleccionados para la presente investigacién, asi como el
mecanismo de acciéon en fotocatdlisis, y la incidencia de la plata en la actividad
antibacterial.

En el capitulo 3 se presenta la justificacién, objetivo general, objetivos especificos,
hipétesis y alcance de la presente investigacion.

En el capitulo 4 se presenta la metodologia experimental que se llevé a cabo para la
sintesis de los NMs, describiendo la técnica hidrotermal, con los respectivos reactivos y
cantidades empleados. Se realiza la descripcion de las técnicas empleadas en la
caracterizacion fisica y quimica de los NMs para identificar su calidad y posibilidad de
aplicacion en los microorganismos. Finalmente se muestra la metodologia
implementada para la determinacién de la concentracién minima de los NMs a la cual
no se presenta crecimiento celular (MIC).

En el capitulo 5 se presentan los resultados asociados a la caracterizacion de los NMs,
evidenciando las propiedades fisicas y quimicas de cada uno. Discutiendo y
correlacionando los diferentes factores de incidencia en la generacion de especies
reactivas de oxigeno en los NMs, y las diferencias presentadas entre los mismos. Se
presentan los resultados obtenidos en la determinacién del MIC para cada material,
identificando que la morfologia, bandgap y dopaje de los materiales, son factores
determinantes en la actividad antibacterial que éstos ejerce. De igual manera se



presentan los estudios realizados para determinar las propiedades magnéticas de los
NMs y con esto identificar la posibilidad de recuperar los mismos mediante la aplicaciéon
de campos magnéticos externos.

Por ultimo en el capitulo 6 se presentan las conclusiones y perspectivas resultado de
los andlisis, observaciones, limitaciones y continuidad, asociados a la presente
investigacion. A continuaciéon se presenta un esquema representativo con los
resultados esperados de la actividad fotocatalitica bajo luz visible de ferritas de zinc y
magnetitas en bacterias las Gram positivas y Gram negativas de interés en esta
investigacion.
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Figura 1-1. Esquema representativo de accién de nanomateriales sintetizados en
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Elaboracion propia.



2 Capitulo: Marco tedrico
2.1 Contaminacion del agua

En general es posible definir la contaminacién del agua como el exceso de una sustancia
que pude causar dafios al ser humano o al ambiente. El nivel de dicha contaminacién
depende de la concentracién de los contaminantes, del impacto ambiental de los
mismos y del uso que se le da al agua. A su vez, los contaminantes se derivan de procesos
biolégicos, quimicos o fisicos, asi como de procesos naturales tales como erupciones
volcanicas. A nivel mundial se presentan diferentes problematicas relacionadas con el
acceso a agua dulce, agua potable y al saneamiento, empeorandose la situacion por la
contaminacién del recurso hidrico. En México y Latinoamérica dicha contaminacion se
debe generalmente a la descarga de aguas residualesi1, definidas como: aguas de
composicion variada provenientes de las descargas de usos municipales, industriales,
comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos, incluyendo
fraccionamientos y en general de cualquier otro uso, asi como la mezcla de ellas1z.

En las aguas residuales se encuentran diferentes indicadores de contaminantes, tales
como la presencia de, grasas y aceites, materia organica flotante, s6lidos sedimentables,
sélidos suspendidos totales, DBOs, nitrégeno total, fésforo total, temperatura y pH. Asi
como también se presentan indicadores y microorganismos patégenos que representan
un riesgo para la salud humana, los cuales pueden ser parasitos, bacterias, helmintos,
flora o fauna. Se consideran patdgenos los coliformes fecales y huevos de helminto. 12.

En laNORMA OFICIAL MEXICANA NOM-001-SEMARNAT-1996 se establecen los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas
y bienes nacionales. Entendiendo los bienes nacionales como: los bienes cuya
administracién esta a cargo de la Comisién Nacional del Agua en términos del articulo
113 de la Ley de Aguas Nacionales12.

A continuacién se presentan los limites maximos permisibles de contaminantes en
aguas residuales tratadas para su redso en servicios al publico, segin lo establecido en
la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-003-SEMARNAT-1997.



Tabla 2-1. Limites maximos permisibles de contaminantes en aguas residuales
tratadas para su reudso en servicios al publico 13.

PROMEDIO MENSUAL
Coliformes Huevos Grasas
TIPO DE REUSO ] de N Y DBOs SST
ecales aceltes
helmint L L
[NMP,/100mL] e[?;:]os mg/1] Lme/Ll me/L]

Servicios al

publico con 240 >1 15 20 20
contacto directo

Servicios al

publico con
contacto directo

u ocasional

1000 <5 15 30 30

2.2 Contaminacion del agua con organismos patégenos

La organizaciéon mundial de la salud reconoce que hay diversos microorganismos que,
segin pruebas obtenidas en estudios epidemiolégicos ocasionan enfermedades por
ingestion o contacto con agua potable 14. Los riesgos para la salud relacionados con el
agua de consumo mas comunes y extendidos son las enfermedades infecciosas
ocasionadas por agentes patégenos como bacteriasi4, asimismo existen diversos tipos
de agentes patégenos que pueden transmitirse por agua contaminada, y que es
empleada para consumo humano.

Dentro de las bacterias establecidas como contaminantes del agua se han aislado las
Gram negativas, con especial énfasis en las bacterias coliformes o enterobacterias, las
cuales corresponden a 10% de los microorganismos intestinales humanos y animales,
por lo que su presencia se asocia a contaminacién fecal. En este grupo de bacterias se
encuentran géneros como Shigella, Salmonella typhi, Escherichia coli, entre otras,
causantes de enfermedades tales como infecciones en vias urinarias, infecciones
gastrointestinales, fiebre tifoidea, entre otras. Asimismo se han aislado las bacterias
Gram positivas, las cuales son menos comunes en agua, pero igualmente indicadores de
contaminacion fecal ya que habitan el intestino de humanos; algunos géneros que
representan este grupo son: Staphylococcus, Micrococcus y Enterococcus.is. Por otro
lado, en los alimentos se encuentran y transmiten otras bacterias como Bacillus cereus,
que crecen a temperatura ambiente y se adaptan facilmente; ademas se caracterizan



por producir toxinas que causan afectaciones a la salud del ser humanois. A
continuacién se mencionan las enterobacterias de interés para la presente
investigacion, que pueden ser transmitidas por agua contaminada, y su importancia en
los sistemas de abastecimiento de agua.

Tabla 2-2. Agentes patdgenos de interés en el presente estudio, transmitidos por agua
y su importancia en los sistemas de tratamiento14

Escherichia coli  Alta Moderada Baja
Salmonella Alta Puede proliferar Baja
typhi

Staphylococcus  Alta

aureus

Bacillus cereus  Alta No se reporta

Sin embargo, es importante recalcar que la transmisién de agentes patégenos por agua
es solo un mecanismo de transmisién, también se puede presentar por medio de
alimentos contaminados. Es decir que, para reducir la transmisién de enfermedades es
importante mejorar la calidad del agua y alimentos. 14.

2.2.1 Bacterias patdgenas

Los microorganismos se han clasificado en procariotas y eucariotas. Los procariotas
son organismos con células que no presentan nucleo, es decir, tienen el material
genético en el citoplasma y poseen tnicamente un cromosoma. Pueden multiplicarse
por biparticion, conjugacion, transformaciéon y transduccion. 17. Dentro de estos
organismos encontramos a las bacterias. Por otro lado, los organismos y
microorganismos eucariotas son aquellos que contienen su material genético dentro
del nucleo celular y ademas poseen también otros organelos internos 17 con un tamafio
superior a los 5 pm, dentro de esta clasificacidon se encuentran las células de hongos,
parasitos, animales y vegetales.

Los organismos patégenos se definen como aquellos que causan enfermedades en un
receptor de los mismos, en este caso los seres humanosis; estos organismos pueden ser
virus, hongos, bacterias y protozoos. Para la presente investigaciéon se centra la
atencién en bacterias patégenas causantes de enfermedades diarreicas. Las bacterias
son microorganismos unicelulares procariotas que se reproducen por fisién binaria,



con un tamafio entre los 0,5 y 3 pm, y con una pared celular compuesta por
peptidoglicano (eubacterias). Poseen cadena de ADN, y presentan diferentes
morfologias, las cuales se deben a la rigidez de su pared celular 1s. A continuacién se
muestran las principales morfologias (bacilos, cocos y espirilos) que se presentan en
las bacterias:

bacillus COCCUs spirillus
(hacilo) {coco) (espiroqueta)

Figura 2-1. Principales morfologias bacterianas 18

Dentro de las principales morfologias de la figura anterior, existen clasificaciones mas
puntuales y exactas respecto las variaciones de forma para las bacterias, debidas a la
pared celular. A su vez, las bacterias poseen una membrana plasmatica, la cual es una
estructura vital para la célula. Dicha membrana se encuentra estabilizada por puentes
de hidrdégeno, con interacciones hidrofébicas y cationes de calcio y magnesio que se
combinan con los fosfolipidos cargados negativamente. Dentro de esta membrana se
encuentran multiples proteinas transmembrana, que facilitan el transporte de
sustancias hidrofilicas a través de ésta.1s

Teniendo como base de morfologia la pared celular bacteriana, es posible realizar una
caracterizacion de las bacterias en Gram positivas y Gram negativas. Las bacterias Gram
positivas presentan una unica capa homogénea de 20 a 80 nm de grosor de
peptidoglicano o mureina, situada por fuera de la membrana celular. Mientras que las
bacterias Gram negativas presentan una capa mas delgada de peptidoglicano con 2 a 7
mm de grosor. A su vez, esta capa estd rodeada por una membrana externa, dejando un
espacio llamado espacio periplasmatico donde se encuentran diferentes proteinas y
enzimas hidroliticas tales como proteasas, lipasas y fosfatasas, que participan en la
captacion de nutrientes y en la conversion de macromoléculas en moléculas mas
pequeiias que pueden ser metabolizadas por la bacteria 1s.



Gram positivas y Gram negativas:

A continuacion, se muestra un breve listado con la diferenciacion entre las bacterias

Tabla 2-3. Caracteristicas de bacterias Gram positivas y Gram negativas. 19

Capa gruesa de peptidoglicano, en
forma de capas multiples de 0,02 a
0,06um de grosor
de
(polisacaridos que se unen al
acido N-acetilmuramico)

Presencia acido teicoico

Presencia de proteinas en la

superficie externa del
peptidoglicano

En tincion de Gram presentan
coloracion violeta

No contienen membrana externa
No hay espacio periplasmico

Baja concentracion de

lipopolisacaridos (LPS)

'r Acido lipoteicoico

: : | Lipoproteina
| | :
" Capa de

! peptidoglicano

1

|

I

Citoplasma

== Membrana
plasmatica

Proteina de la
membrana

Bacteria Gram positiva

Lipopolisacérido

Capa unicay fina de peptidoglicano de
0,01 um de grosor

Presencia de membrana plasmatica
Espacio periplasmico

Membrana externa: bicapa lipidica
constituida  por molécula
anfipatica: el lipopolisacarido (LPS),
con fosfolipidos y proteinas que la
unen al peptidoglicano.

La

permeable

una

7

externa es mas
la plasmatica y

de pequenas

membrana
que
permite el pasaje
moléculas

En tincién de

coloraciéon rosa

Gram presentan

No presentan acido teicoico

La siguiente figura permite ver esquematicamente la diferencia de grosor entre la
capa de peptidoglicano en cada las células Gram positivas y Gram negativas.

Purina

Otra
membrana
Espacio
periplasmético

Fosfolipido

Bacteria Gram Negativa

Figura 2-2. Representacion visual de composicion externa bacterias Gram positivas y

Gram negativas. 19
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Del mismo modo, a continuacién se muestra la capa de peptidoglicano para bacterias
Gram positivas y para las bacterias Gram negativas. La letra G hace referencia al
monosacarido N-acetil-glucosamina (NAG), mientras que la letra M corresponde al
acido N-acetilmuramico.

L-Alanina

Acido D-glutamico
— L-Lisina
N
D-alanina
D-alanina

Ponte de
/ pentaglicina

Son,

Peptidoglicano de
Staphylococcus aureus

Figura 2-3. Peptidoglicano de Staphylococcus aureus, bacteria Gram positiva 20

L-Alanina
/ Acido D-glutamico

Acido meso-dia-
minopimeélico
D-alanina
D-alanina

g“ Lipoproteina

Peptidoglicano de E. coli

Figura 2-4. Peptidoglicano de Escherichia coli, Bacteria Gram negativa 20
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2.2.2 Bacterias patdgenas de interés

Staphylococcus aureus: Este microorganismo no solo afecta a humanos, sino
también a animales, tanto que es la cepa de estafilococos mas comun alrededor
del mundo tanto en humanos como en animales. Este microorganismo produce
infecciones gastrointestinales debido a su facil transmisién, y ademas es
resistente a la penicilina 21. Aunque irénicamente, habita en las mucosas del ser
humano. Es una bacteria Gram positiva con forma de coco y que contiene
carotenoides 22.

Figura 2-5. Staphylococcus aureus 23

1. Bacillus cereus: Es una bacteria con forma de bacilo Gram positiva que crece
entre 30 y 37°C y genera infecciones gastrointestinales para quienes la
consumen, es resistente a los procesos de pasteurizacién y de coccidnza.

Figura 2-6. Bacillus cereus 24

2. Escherichia coli: Es una bacteria Gram negativa de la familia de las
Enterobacteriaceae, con forma de bacilo que se encuentra principalmente en el
intestino de los humanos y que a su vez, cuando es ingerida genera
gastroenteritis y en nifios puede llegar a ocasionar enfermedades diarreicas
agudas, asi como también puede generar infecciones en el tracto urinariozs
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Figura 2-7. Escherichia coli 26

3. Salmonella typhi: Es una bacteria Gram negativa de la familia
Enterobacteriaceae, con forma de bacilo. Causa enfermedades graves como la
fiebre tifoidea y la fiebre paratifoidea, también es una de las principales causas
de intoxicacidn alimentaria colectiva. 27

Figura 2-8. Salmonella typhiz7

2.3 Tratamientos convencionales para remocion de microorganismos
patdgenos en el agua.

La remocién de microrganismos patégenos del agua se define como desinfeccién. Esta
puede realizarse a través de: a) agentes quimicos, siendo el cloro y sus compuestos los
mas utilizados; b) agentes fisicos, bien sea a través de medios mecanicos (se logra una
remocién parcial de bacterias y otros organismos mediante operaciones de
tratamiento, cuyos propdsitos son distintos a la desinfeccion, entre ellas, el cribado
grueso y fino, la desarenacién y la sedimentacion primaria), también se puede
presentar mediante calor, o bien, mediante radiacion (luz ultravioleta y rayos
gamma)z2s.

A lo largo de la historia se han presentado diferentes mecanismos y procesos de
tratamiento segun las necesidades y, recursos fisicos y econémicos de cada poblacion.
Para efectos del presente trabajo se presenta la informacién resumida sobre los
procesos de tratamiento comunmente aplicados, para reducir la carga microbiana.

13



Tabla 2-4. Tratamientos convencionales para la reducciéon de microorganismos

Pre filtros

Sedimentacion
convencional

Ablandamiento con
cal

Filtracion granular
de caudal alto

Filtracion lenta en
arena

patégenos en agua 14.

Bacterias

Coagulacidn, floculaciéon, sedimentacion

Bacterias

Bacterias

Bacterias

Bacterias

Pretratamiento

50%

30%

20% a pH 9,5, durante 6h a

2-8°C

Filtracion
No hay datos

50%

14

Hasta el 95% si
se protegen
contra los picos
de turbidez
mediante un
filtro dinamico

90% (en funcion
del coagulante, el
pH, la
temperatura, la
alcalinidad y la
turbidez)

70% (mismos
factores)

(90%) mismos
factores

99% apH 11,5,
durante 6h a 2-
8°C

99% en
condiciones de
coagulacion
6ptimas
99,5% en
condiciones
6ptimas de
maduracion,
limpiezay
relleno.



Filtracion de
membrana:
microfiltracion

Filtracion de
membrana:
ultrafiltracion,
nanofiltracion y
6smosis inversa

Cloro

Monocloramina

Bacterias

Bacterias

Bacterias

Virus

Protozoos

Bacterias

Virus

Protozoos

99,9 - 99,99%, con un No se reporta
pretratamiento adecuado y

si se conserva integra la

membrana

Eliminacion completa, con  No se reporta
un pretratamiento

adecuado

Desinfeccion

Ct99: 94 mg-min/la 1-2 °C,

pH7

278 mg-min/la 1-2 °C, pH
8,5

Ct: 0,6 mg-min/l a 23°C,
pH 10

Ct99: 12 mg-min/l a 0-5 °C;
8 mg-min/l a 10 °C; ambos
apH7-7,5

Giardia

Ct99: 230 mg-min/l a
0,5°C; 100 mg'min/l a

10 °C; 41 mg-min/l a 25 °C;
todos a pH 7-7,5 No
destruye Cryptosporidium
Ct99: 94 mg-min/la 1-2 °C,
pH 7; 278 mg-min/la 1-
2°C,pH 8,5

Ct99: 1240 mg-min/la 1 °C;
430 mg-min/l a 15 °C;
ambos a pH 6-9

Giardia

Ct99: 2550 mg-min/la 1 °C;
1000 mg-min/la 15 °C;
ambos a pH 6-9.

No inactiva
Cryptosporidium
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Dioxido de cloro Bacterias

Virus

Protozoos

Ozono Bacterias

Virus

Protozoos

Radiacion UV Bacterias

Virus

Protozoos

Ct99: 0,13 mg'min/la 1-
2°C,pH7;0,19 mg-min/l a
1-2°C,pH 8,5

Ct99: 8,4 mg-min/l a1 °C;
2.8 mg-min/la 15 °C,
ambos a pH 6-9

Giardia

Ct99:42 mg-min/la1 °C;
15 mg-min/la 10 °C;

7,3 mg-min/l a 25 °C; todos
apH 6-9

Cryptosporidium

Ct99: 40 mg-min/l a 22 °C,
pH 8

Ct99: 0,02 mg-min/l1a 5 °C,
pH 6-7

Ct99: 0,9 mg-min/l a1 °C;
0,3 mg-min/la 15 °C
Giardia

Ct99: 1,9 mg-min/la 1 °C
0,63 mg-min/la 15 °C,

pH 6-9

99% de inactivacion:
7m]/cm2

999% de inactivacion:

59 m]/cm

Giardia 99% de
inactivacion: 5 mJ/cmz2
Cryptosporidium 99.9% de
inactivacion: 10 mJ/cmz2

Nota: Ct y UV son para microorganismos en suspension 14

2.4 Tratamientos bioldgicos aerobios y anaerobios

Los tratamientos bioldgicos eliminan la materia organica del agua, oxidan el nitrégeno
amoniacal, eliminan el fésforo, y remueven otros contaminantes. Los contaminantes en
el agua sirven de como fuente de carbono y/o como fuente de energia (denominada
sutrato) para los microorganismos, generando biomasa, diéxido de carbono, y otros

compuestos inocuos.
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Podemos hacer una clasificacion de los tratamientos bioldgicos de acuerdo con el
soporte de la biomasa, la cual puede ser suspendida o fija. Para el caso de la biomasa
suspendida se suele decantar y recircular la misma, como es el caso de los lodos
activados y lagunas de aireacion. Por otro lado, los de soporte s6lido pueden ser filtros
percoladores y biodiscos. Las técnicas mas implementadas para reducir el contenido de
materia organica, de nutrientes y de microorganismos patégenos en las aguas
contaminadas son los tratamientos biolégicos aerobios y anaerobios. El tratamiento
bioldgico aerobio mas empleado es el de lodos activados, en el cual se emplean
microorganismos que responden a cambios fisicos y quimicos, y con los que se
mantiene el sistema, de acuerdo a la edad y metabolismo de los mismos. El
funcionamiento general de los lodos activados, como se muestra en la Figura 2-9,
empieza cuando el agua residual entra en el proceso de pretratamiento, posteriormente
se reduce la carga bioldgica que es posible retirar en la fase de sedimentacién primaria,
para pasar al tanque de aireaciéon o reactor bioldégico en donde las bacterias
metabolizan la materia organica empleando oxigeno, y generando nuevas bacterias,
CO2 y agua. Sin embargo, una parte de las bacterias mueren y liberan su contenido
celular, el cual es utilizado por otras bacterias. Toda esta mezcla, cuantificada como
solidos suspendidos en el licor mezclado (SSLM), es decantada en el sedimentador
secundario, donde a su vez, se recirculan los lodos jévenes (segun tiempo de residencia
en el reactor previo) al inicio del reactor biolégico. El agua que sale del sedimentador
secundario sigue su proceso de tratamiento hasta llegar a la desinfeccién. 29

) Sedimentador . »
Pretratamiento primario Reactor biolégico Sedimentador secundario Desinfeccion ~ Almacenamiento

%4 O

- Reutilizacion
—— - Descarga

Tratamientode lodos

* =-—' Yoomr

Disposicién o
aprovechamiento de lodos

Figura 2-9. Esquema de funcionamiento de lodos activados por aireacion. Elaboracién
propia.

Uno de los tratamientos anaerobios mas empleados para el tratamiento de lodos y
residuos con alta carga organica es el reactor anaerobio de flujo ascendente (RAFA), en
donde la materia organica es convertida principalmente a metano, CO2 y masa
microbiana. Una de las ventajas de este reactor es que consume poca energia, pero se
debe controlar el volumen y temperatura interna de los lodos en el interior del mismo.
El funcionamiento general de los reactores anaerobios de flujo ascendente, como se
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muestra en la Figura 2-10 se basa en la conducciéon del afluente desde la parte superior
del reactor hacia el fondo del mismo por medio de un sistema de tuberias. El
tratamiento se lleva a cabo cuando el afluente atraviesa de abajo hacia arriba el lecho
de lodos que contiene microorganismos anaerobios. El biogas, lodo y agua generados
en el tratamiento, van a la parte superior del reactor, en donde se separa el biogas y el
lodo, para su aprovechamiento o disposicion 3o.

Salida de biogas

Colector del

efluente ~_

Deflector
de
biogas

p » Burbujas
Mantode _ de biogas
lodos

r Lecho de
lodos

Figura 2-10. Dibujo esquematico de un reactor anaerobio de flujo ascendente 30

2.5 Tratamientos de desinfeccion de agua para uso y consumo humano.

Para promover la salud y el bienestar del ser humano cuando bebe agua o esta en
contacto con agua residual tratada, es necesario garantizar que en ninguno de los dos
casos hay presencia de microorganismos patégenos. Para garantizar esto, al terminar
los procesos de tratamiento de agua a gran escala tanto para consumo humano, como
agua residual, se realiza la desinfeccion del agua, donde se eliminan los
microorganismos patégenos. Para esto, se emplean agentes de desinfeccion los cuales
pueden ser clasificados en: agentes oxidantes, cationes de metales pesados, agentes
gaseosos y agentes fisicos (calor, luz UV) 31. Generalmente se emplean agentes
oxidantes, aunque se eligen los agentes desinfectantes en funciéon de la calidad del
recurso, del gasto de agua a desinfectar y generalmente en los procesos a gran escala se
busca que estos agentes tengan un efecto residual para garantizar la calidad del agua
durante el almacenamiento y la distribucién en la red hasta el usuario final 31. Los
desinfectantes mas empleados son el ozono y el cloro por su poder oxidante, sin
embargo el proceso de desinfeccion con cloro, bien sea con cloro gaseoso o hipoclorito
sodico, puede generar subproductos nocivos a la salud, como es el caso de los
trihalometanos y cloraminas generados por la reaccién de compuestos organicos en el
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agua con el cloro residual. Por otro lado, el 0zono, se usa debido al poder oxidante y la
capacidad que tiene para interferir en los procesos metabdlicos de los
microorganismos, aunque, puede producir aumento del carbono organico disuelto
biodegradable en las redes de distribucion, generando proliferacion bacteriana en las
mismas; ademas la implementacion del ozono es un proceso costoso y en ocasiones
dificil de implementar debido al costo de los equipos, al mantenimiento de los mismos,
y a la adquisicion de personal cualificado para su manejosz, aunque en Europa es uno
de los mecanismos de desinfeccion mas empleados tanto en la industria como en
plantas de tratamiento de agua.

Por otro lado y como mecanismo alternativo se ha empleado la radiacién ultravioleta
(luz UV) con longitudes de onda entre los 200 a 310nm, ya que éste es el rango en donde
se presenta actividad bactericida, siendo la mejor opcién a 255nm, donde se ha
reportado actividad letal a los microorganismos31 al dafiar las proteinas, acidos
nucleicos, e interferir en el proceso de replicacion del ADN. Sin embargo, se ha
comprobado que con insuficiente tiempo de exposicién de los microorganismos a la luz
UV, éstos se pueden reactivar entre 60 y 100 min después de la irradiaciénss, lo que no
hace que sea un método efectivo para grandes caudales, ni grandes redes de
distribucién.

También se han desarrollado diferentes nanotecnologias para el tratamiento de agua y
agua residual a través de diferentes presentaciones de nano-objetos, tales como
nanopeliculas, NMs, NPs de 6xidos metalicos, nanoabsorbentes, y fotocatalizadores. Las
NPs de plata se han usado desde los afios 50 como inhibidor de crecimiento de algas en
piscinas, y en filtros de agua desde los afios 70. Lo anterior, debido las propiedades
antibacterianas que presenta por la liberacidn constante de iones Ag+, a bajo costo y sin
necesidad de ser activadas por energia adicional, lo que ha sido una solucién como
desinfectante en areas remotass4. Tal como la plata, se han estudiado NPs con valencia
cero para la degradacion de contaminantes organicos presentes en el agua, tales como
pesticidas organoclorados y nitroaromaticos, estas NPs actiian como fotocatalizadores
en los procesos de degradacién. Generalmente estos NMs suelen ser de o6xidos
metalicos, tales como SiO2, ZnO, TiOz2, Al203, se ha demostrado que el TiO2 es un
excelente fotocatalizador debido a su bajo costo, estabilidad quimica y disponibilidad
en la tierra, sin embargo no presenta acciéon antibacteriana. En contraparte, el ZnO se
ha empleado como fotocatalizador en procesos de remocién de contaminantes y
Escherichia coli en aguas residuales, bajo la activacion de luz UV, estudiandose a su vez
la posibilidad de recuperar el material y reutilizarlo.

En otra aplicacion de los 6xidos metalicos como nanoadsorbentes debido a su gran area
superficial especifica, corta distancia de difusion intraparticular y el tamafio de poro 3s.
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Se han realizado estudios que demuestran que la adsorcion de los iones metalicos
puede revertirse facilmente reduciendo el pH de la solucién, con una tasa de
recuperaciéon por encima del 90% cuando el pH > 2 y cuando el pH<2 puede llegar cerca
del 100%. Ademas, la capacidad de adsorcion del Zn+2 permanece estable después de la
regeneracion; segin los resultados reportados por 34, la capacidad de adsorcién
disminuydé en menos de un 25% después de 10 regeneraciones y ciclos de reuso,
mientras que otros adsorbentes convencionales como el carbdn activado redujeron su
capacidad de adsorcién en mas de un 50% con una sola regeneraciéon. Asimismo se
tienen registros que la capacidad de regeneracion del Zn+2 puede ser de hasta 100 veces
sin perder su capacidad adsorcion. 36 y si le sumamos el hecho de que los 6xidos
metalicos son facilmente separables, los nanoabsorbentes metalicos los hacen una
tecnologia econdémicamente viable.37

Los procesos de catalisis en general pueden ser homogéneos o heterogéneos pero los
fotocatalizadores se emplean en catalisis heterogénea con la finalidad de recuperar el
catalizador y reutilizarlo, generalmente se emplean campos magnéticos sobre los
fotocatalizadores, para realizar su separacion del medio de reaccién. La mayor ventaja
de emplear sistemas de fotocatalisis con nanoparticulas en sistemas de pequefa escala,
radica en el efecto de confinamiento cuantico, donde es posible reducir el band gap de
las NPs, de acuerdo a la variacién de su tamaiio, y sus propiedades fisicoquimicas; y con
esto, permitir la activacidon de los materiales en el rango de luz visible y no solo de luz
UV, lo cual los puede hacer aplicables en areas alejadas. Ademas se ha sugerido
recientemente la sintesis de nanomateriales que actien como fotocatalizadores en
rangos visibles y probar dopajes con diferentes materiales para evaluar la toxicidad de
los mismosss.

2.6 Tratamientos de agua no convencionales por medio de nanotecnologia.

Debido al aumento de descarga de microcontaminantes en cuerpos de agua tanto en
paises en via de desarrollo como en paises industrializados se hace evidente la
necesidad de adaptacion de la nanotecnologia a ésta problematica, con la finalidad de
desarrollar procesos avanzados para el tratamiento de aguas para contaminadas con
los diferentes microcontaminantes. 34

Los NMs tienen propiedades fisicas y quimicas dependientes de su tamafio,
relacionadas con el drea de superficie especifica, tales como: disolucion rapida, alta
reactividad, sorcion fuerte, y propiedades discontinuas, tales como: supermagnetismo
y efecto de confinamiento cuantico. Dichas caracteristicas permiten el desarrollo de
nuevos NMs para procesos mas eficientes de tratamiento de aguas contaminadas, tales
como membranas, materiales de adsorcion, nanocatalizadores, recubrimientos y
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catalizadores 34. A continuacidon, se presentan algunas de las tecnologias mas
destacadas y desarrolladas durante los ultimos afios para diferentes aplicaciones,
identificando sus ventajas y desventajas.

Tabla 2-5. Nanomateriales y NPs de 6xidos metdlicos empleados en tratamiento de

Nanoabsorbentes

NPs de oxidos
metalicos

Membranasy
procesos que
involucran
membranas
NPs de Ag y NPs
de TiO:z

Nanoparticulas
magnéticas

agua contaminada 34.

(+) Alta area de superficie
especifica, altas tasas de
absorcion, nanoparticulas
pequenas

(-) Alto costo de produccién
(+) Corta distancia de difusiéon
intraparticular compresible,
resistente a la abrasion,
magnética, actividad
fotocatalitica.

(-) Poco reutilizable en remocion
de metales pesados

(+) Proceso confiable y
automatizado

(-) Alta demanda energética

(+) Bactericida, baja toxicidad al
ser humano.

(+)NPs de TiO2, quimicamente
estables, largo tiempo de vida
(-)NPs de Ag, durabilidad
limitada.

(-)NPs TiOz2, requieren activacion
por luz UV

(+) Recuperacion por medio de
campos magnéticos.

(-) Se requiere estabilizacion
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Eliminaciéon de sustancias
organicas, metales pesados
y bacterias.

Remocion de metales
pesados (arsénico), filtro
de medios.

Todos los campos de
tratamiento de aguas
residuales

Desinfeccion de agua,
prevencién de
acumulacion de
microorganismos, plantas
o algas (superficies
antiincrustrantes),
descontaminacién de
componentes organicos.
Remediacion de agua
subterranea.

Osmosis inversa



2.7 Limitaciones de nanomateriales y procesos basados en nanoparticulas en
aplicaciones en agua.

La implementacién de nanomateriales y tecnologias basadas en nanoparticulas para la
desinfeccion se ve enmarcada en el impacto que pueden tener dichos nanomateriales
en el ambiente y la salud. A lo largo de la historia se han llevado a cabo numerosos
estudios que incluyen pruebas de toxicidad, analisis del ciclo de vida, evaluacion de las
vias de dispersion de las NPs en cuerpos de agua para evaluar los posibles riesgos para
la salud humana, entre otros. Los resultados de dichos estudios han permitido una
mejor comprension del comportamiento de algunas nanoparticulas en sistemas
acuosos, permitiendo asi que se articule la politica, administracidn, ciencia e industria
para generar o modificar leyes y regulaciones que permitan la implementacion
apropiada de NMSy tecnologias basadas en NPs 34. En Europa y Estados Unidos se estan
llevando a cabo diferentes evaluaciones de legislaciéon para la implementacién de NMs
y NPs en procesos de desinfeccion de superficies. Adicionalmente, diferentes NMs como
las NPs de Ag, ZnO, Ce204 y TiO2 evidencian propiedades antimicrobianas sin tendencia
a formar productos tdéxicos para la salud,39 que permiten su implementaciéon en
procesos de desinfeccidon con microorganismos de interés. Aunque, es importante tener
en cuenta y considerar que la accion catalitica de los NMs y NPs depende de su tamafio,
morfologia, estructura, y otras propiedades fisicoquimicas que determinan su
efectividad en el medio de aplicacidon. En respuesta a la necesidad de controlar tanto
como sea posible la formacion de las NPs de la manera deseada, se han disefiado
reactores para la sintesis de NPs, en busca de mejorar los procesos de fotocatalisis 3s.

Sin embargo, a pesar de que se ha investigado mucho y se ha avanzado en la sintesis y
aplicaciéon de diferentes nano-objetos a diferentes procesos de interés para la
descontaminacién del agua, atin no se puede hablar de aplicacién a gran escala, y en
este sentido, no son competitivos con los procesos de tratamiento convencionales 34,
sin embargo es importante mencionar que estas aplicaciones pueden tener mayor
impacto en el futuro, sobre todo en sistemas de tratamiento descentralizados y areas
sin acceso a agua tratada.

2.8 Definicion de nanomateriales (NMs)y nanoparticulas (NPs)

Se ha mencionado la utilidad de los nanomateriales y las nanoparticulas en las diversas
aplicaciones, sin embargo no se ha dado una definicién para éstos. La Agencia de
Proteccién ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) define a los
NMs como una diversa clase de sustancias que tienen componentes estructurales
menores a los 100 nm en al menos una dimensién. Los NMs incluyen NPs y tienen una
alta relacion de area de superficie a volumen, donde el nimero de atomos de superficie
y su disposicion determina el tamafio y las propiedades del NM. Desde 2014, mas de
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1,800 productos de consumo, que contienen NM estan en el mercado, como por ejemplo
es el caso de los protectores solares para la piel, que contienen TiO2 4o.

A su vez los nanomateriales pueden ser clasificados segiin sus componentes, tal como
se enlistan a continuacion:

a) NMs basados en Carbono: Generalmente, estos NMs contienen carbono y
presentan morfologias como tubos huecos, elipsoides o esferas. Los fullerenos
(C60), los nanotubos de carbono (CNT), las nanofibras de carbono y el grafeno
(Gr) se consideran como NMs a base de carbono. 41 42

b) NMs basados en compuestos inorganicos: Estos NMs incluyen nanoparticulas de
metales y 6xidos metalicos, y pueden ser dopados con NPs de oro (Au) o plata
(Ag). Del mismo modo, las NPs de 6xidos metalicos pueden ser semiconductores
ceramicos. Existen varias formas de sintetizarlos y los métodos sol-gel e
hidrotermal son los mdas conocidos e implementados. Dependiendo de la
metodologia empleada se puede controlar la morfologia y tamafio de las
nanoparticulas, de acuerdo con el tiempo de maduraciéon de la reaccion.
Asimismo, para dichas sintesis se suelen emplear reactores hidrotermales de
volumen no superior a los 100 mL, en donde se eleva la temperatura y presion
para la formacién de las NPs deseadas. 41

c) NMs basados en compuestos organicos: Aqui se encuentran los NMs hechos de
materia organica (que no es carbono ni compuestos metalicos). El ensamblaje se
basa en interacciones no covalentes débiles. Asimismo, el disefio de moléculas
ayuda a transformar los NMs organicos en estructuras especificas deseadas,
tales como dendrimeros, micelas, liposomas y polimeros 41.

d) NMs compuestos: Estos NMs tienen NPs en diferentes fases, una fase se
encuentra a nanoescala (<100 nm) y ésta, se puede combinar con otras NPs mas
grandes, con materiales “bulk” como nanofibras hibridas, o con compuestos
organometalicos. Su morfologia dependera de la aplicacién que se le quiera dar
41.

e) Puntos cuanticos (QDs): son nanocristales de materiales semiconductores con
tamafios de 2 a 10 nm. Estos nanocristales son semiconductores con
propiedades electronicas, 6pticas, cataliticas y en algunos casos magnéticas. 43

Asimismo, los materiales se pueden presentar en 0, 1, 2 o 3 dimensiones. Cuando se
habla de materiales en dimension cero, se hace referencia a los materiales que tienen
todas sus dimensiones en el rango nanométrico <100 nm, aqui se pueden encontrar las
NPs y nanocristales. A su vez las NPs ocupan un tamafno entre los 10 nm y 1pum. Los
nanomateriales en una dimension, hacen referencia a los materiales que varian su largo
o longitud y que a la vez conservan las dimensiones de altura y anchura (en el rango
nanométrico), aqui se encuentran las nano cuerdas. Los nanomateriales en dos
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dimensiones son nano peliculas muy delgadas con areas de tamafio indefinido y con un
espesor en el rango nanométrico, es decir entre 1 y 100 nm. Finalmente los materiales
en tres dimensiones o a gran escala, hace referencia a todos aquellos materiales que
tienen area, largo y espesor fuera del rango nanométrico. A continuacion se presenta la
ilustracion esquematica que muestra la forma general de la densidad de los estados en
que se presentan los nanomateriales 44.

X X X X

Materiales 3D Materiale's 2D Materiales 1D Materiales OD
“material a gran escala” nano peliculas “nano cuerdas” “puntos cuanticos”

Figura 2-11. Ocupacion en el espacio de materiales y nanoparticulas. Elaboracion
propia.

A medida que disminuye el tamafio de los materiales, aumenta el area superficial
(Figura 2-12). Del mismo modo, es posible observar que al reducir el tamafio de los
materiales a nivel de nanémetros puede mejorarse la formacion de radicales debido al
proceso de confinamiento cuantico 4s. El confinamiento cuantico modifica la estructura
electronica, pasando los electrones confinados a ocupar diferentes niveles de energia;
se produce una cuantizacion de los niveles de energia, de los estados de densidad
electrénica y de la carga. Esto se puede presentar en una, dos o tres dimensiones.

Material Bulk Nanoparticulas

& - Incrementodel area

® .. ® 7 superficial
- o ®

Figura 2-12. Incremento de area superficial en nanoparticulas en relaciéon a material
bulk. Elaboracidén propia.

2.8.1 Estructura cristalografica de nanomateriales (NMs) cristalinos.

Los sdlidos cristalinos se construyen desde la repeticion en el espacio de una estructura
elemental llamada celda unitaria, la cual a su vez es un exaedro con sus 3 pares de caras
paralelas, ver Figura 2-13. La repeticién de ésta celda en las tres dimensiones del
espacio define la estructura del cristal, asimismo, la celda tiene vectores que
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determinan las direcciones independientes del sistema de coordenadas de la celda
(x,y,2), proporcionando asi los parametros de red (distancia constante de las celdas en
cada una de las dimensiones e identificados por las letras a, b y c). De acuerdo a los
parametros de red es posible clasificar las estructuras cristalinas en: cubicas,
hexagonales, tetragonales, trigonales, rombicas, monoclinicas o triclinicas 4e.

Celda Unitaria Estructuracristalina

Figura 2-13. Representacidn grafica de celda unitaria y estructuras cristalinas basada
en celdas unitarias. Elaboracién propia.

Para la presente investigacion nos centraremos en las estructuras cristalinas ciibicas en
donde los tres ejes todos de igual longitud (a = b = c). Dentro de éstas estructuras, se
pueden presentar tres tipos de redes cristalinas: red ctbica simple, red ciibica centrada
en el cuerpo (bcc, por sus siglas en inglés) o red cubica centrada en las caras (fcc, por
sus siglas en inglés) 47, ver figura 2-14.

Primitive Body-centered Face-centered

Figura 2-14. Representacidn grafica de estructuras cristalinas ctbicas 48
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Simple cubic Body-centered cubic Face-centered cubic

Figura 2-15. Fraccién de espacio ocupado por disposicion de &tomos en estructuras
cristalinas cubicas 48

A su vez es de nuestro interés la estructura cubica centrada en las caras (fcc) la cual
presenta el mayor factor de empaquetamiento, es decir que, presenta el mayor volumen
ocupado por atomos en la celda unitaria, tal como se evidencia en la figura anterior.
Como consecuencia de esto, en ésta estructura se encuentran los planos cristalograficos
con la mayor concentracion atémica posible, o con mayor densidad planar (ca. 74%) 49,
esta familia de planos es la (111), ver figura 2-16. Los planos cristalograficos se
encuentran definidos por tres atomos no alineados, uniendo tres nudos de una celda
unitaria, y se encuentran determinados por los Indices de Miller, determinados por las
letras (hkl) para planos y [hkl] para direcciones. Estos son, las posiciones o lugares por
donde el elemento es mas susceptible a sufrir movimientos en su interior cristalino, a
su vez, son vectores, por lo que pueden ser positivos o negativos y con esto poseer la
misma linea de accién pero diferente sentido. Cuando en los sistemas cubicos se
presentan grupos de direcciones con una misma combinacion de coordenadas (grupos
de planos de redes equivalentes) se les llama familia. Es importante resaltar que un
material posee las mismas propiedades en todas y cada una de las diferentes
direcciones de una familia.

(111)

Figura 2-16. Familia de planos (111) para una estructura fcc. Elaboracién propia.

Asimismo dentro de las estructuras cubicas centradas en las caras, los espacios vacios
o intersticios donde pueden estas los atomos, tienen formas regulares, que pueden ser
formas octaédricas o tetraédricas. Para hacer esto mas visual, es como dividir un cubo
en 8 partes, los intersticios tetraédricos estan en el centro de las 8 partes, entonces hay
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en total 8 intersticios tetraédricos, (con nimero de coordinaciéon 4) por cada celda
unitaria, tal como se muestra a continuacion:

%

Figura 2-17. Intersticios tetraédricos en estructura fcc
Por otro lado los intersticios octaédricos se encuentran en el centro del cubo y en el
punto medio de cada uno de los lados de la celda unitaria. Hay 4 intersticios octaédricos
(con nimero de coordinacién 6) por cada celda. Tal como se muestra en la figura 2-18.
Es decir que si tuviéramos que definir en términos de n (cantidad de atomos), el nimero
de intersticios o huecos octaédricos y tetraédricos por celda unitaria en estructuras
cubicas compactas, este seria 2n para los tetraédricos y n para los octaédricos.

Dt

Figura 2-18. Intersticios octaédricos en estructura fcc

2.9 Fotocatdlisis y dxidos metdlicos

2.9.1 Fotocatdlisis heterogénea

Para entrar en el tema de fotocatdlisis heterogénea es importante aclarar que es
catalisis, fotocatalisis y catalisis heterogénea. En primer lugar, la catalisis, es el proceso
en el cual se aumenta la velocidad de la reaccién por medio de un catalizador, a su vez,
este catalizador puede estar en fase s6lida, liquida o gaseosa. Cuando el catalizados se
encuentra en una fase diferente a la fase de los reactivos se habla de catalisis
heterogénea. El comportamiento catalitico dependera de las propiedades quimicas de
la superficie del catalizador en estado sé6lido. Mientras estas propiedades son a su vez
reflejo de composiciéon quimica y estructural del catalizador y su selectividad. Ahora la
fotocatalisis se refiere al proceso de catalisis pero con la absorcién de luz por parte del
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catalizador. Sin embargo, el proceso de fotocatalisis dependera de la capacidad del
catalizador para generar pares electrén-hueco (e--h+), y radicales hidroxilo que
reaccionen con el medio en el que se aplique el material para desencadenar otras
reacciones, (figura 2-19). A su vez, la capacidad para generar los pares e--h+ en el
catalizador dependera de su ancho de banda “prohibida” o como lo llamaremos de
ahora en adelante band gap.
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valencia VB

Figura 2-19. Esquema de proceso de fotocatalisis heterogénea. Elaboracion propia

El bandgap es el lugar entre la banda de conduccién y banda de valencia de un atomo
donde no pueden haber estados electrénicos, en otras palabras, es la energia necesaria
para mover un electron de la capa de valencia unido a un atomo a la banda de
conduccion, también llamada Eg o “energy gap”. Cuando el e- pasa de la capa de valencia
a la de conduccién, se convierte en un e- de conduccion, que es libre de moverse dentro
de la red cristalina. Que tan grande sea el band gap de un material, determina su
conductividad y también accién como catalizador bajo fotocatalisis.

Los materiales hechos con elementos conductores no tienen band gap, o es muy
pequefio, mientras que los materiales aislantes tienen un band gap grande y los
materiales semiconductores tienen un band gap intermedio entre los aislantes y los
conductores. Ver figura 2-20.

Aislante Semiconductor Conductor

Banda de conduccién (CB)
Banda de conduccién (CB)

Energia
Energia
Energia

Band gap

28

éanda de conduccion (CB)




Figura 2-20. Esquema representativo de band gap en materiales conductores,
semiconductores y aislantes so.

Se han empleado diferentes materiales como fotocatalizadores (ZnO, Al203, Fe203, entre
otros), sin embargo, el mas investigado ha sido el TiO2, debido a su alta eficiencia,
estabilidad quimica, bajo costo y disponibilidadsi.

Cada material presenta un valor diferente de bandgap, a continuacién se presentan los
valores reportados en la literatura para diferentes materiales semiconductores que han
tenido diferentes aplicaciones en la nanotecnologia.
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Figura 2-21. Band gap, banda de valencia (VB) y banda de conduccién (CB) para
diferentes semiconductores, y potenciales redox s2.

Como se observa en la grafica anterior, es posible identificar cada band gap
correspondiente a los materiales, asi como la ubicacidn de la banda de valencia y de la
banda de conduccién. Es importante evidenciar donde se ubican estas bandas, ya que
su ubicacién permite identificar si el band gap se encuentra dentro de los intervalos de
potenciales redox para la generacion de radicales hidroxilo o superdxidos. El potencial
de oxidacion para los radicales hidroxilo es (Eo(H20/-0H) = 2.8 Vvs. NHE) y el potencial
de reduccion para los radicales superoxido es (Eo(02/.02-) = - 0.28 V vs. NHE). Es decir,
que el potencial redox de los huecos de la banda de valencia debe ser lo suficientemente
positivo para producir radicales hidroxilo, mientras que los electrones CB deben ser
suficientemente negativos para producir radicales superoxido s3.

Se busca realizar una sintesis con alto rendimiento para los NMs o NPs de 6xidos

metalicos, que se usan en fotocatdlisis, cabe mencionar que estos materiales o
particulas deben tener un bandgap angosto para que sean efectivos en fotocatalisis. Asi
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mismo, se debe poder facilitar la recuperacién del material a partir de campos
magnéticos externos y el material debe ser estable a temperatura ambiente, tal es el
caso de los 6xidos metalicos, que presentan grandes ventajas, como alta estabilidad y
compatibilidads2. Para generar un hilo conductor entre los 6xidos semiconductores y la
fotocatadlisis, es importante en primer lugar definir que los 6xidos semiconductores se
encuentran conformados por NPs, las cuales sufren confinamiento cuantico, es decir
que a menor tamafio de grano de la particula, menor sera su bandgap y mayor su area
superficial, por lo que la actividad fotocatalitica sera mejor.

Ahora, la actividad fotocatalitica de los materiales, se refiere a la propiedad de un
material sélido inducida por la irradiacidon de fotones con energia igual o superior a la
energia de la banda prohibida (band gap) del material en su superficie, lo que provoca
que los e- de la banda de valencia (VB) se exciten hacia la banda de conduccién (CB) y
dejen huecos en la primera. De esta manera, se generan pares electréon-hueco (e--h+)
llamados excitones, que posteriormente llevan a cabo reacciones de reduccion y
oxidacion 54 que terminan generando especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas
en inglés) que, hasta el momento tal como se mencion6 anteriormente, se ha empleado
para la degradaciéon de compuestos organicos.

A continuacién se muestra un esquema que ejemplifica la actividad fotocatalitica de
6xidos metalicos semiconductores en catalisis heterogénea en la degradacion de
contaminantes organicos.

Radical
~ Superéxido
A (Oz*)

Contaminante

_[_ Semiconductor Radical

Hidroxilo
(OH) , + . ) + Compuestos
y inorganicos
CcO

HZO HQO 2

Figura 2-22. Esquema tedrico de fotocatalisis heterogénea con materiales
semiconductores en degradacion de contaminantes organicos ss.

El uso de fotocatalizadores compuestos por oOxidos de hierro (magnéticos y
semiconductores) obtenidos a partir de la combinacion de NMs magnéticos de 6xido de
hierro con NMs semiconductores, es un método simple y efectivo para los procesos de
fotocatalisis 52. Del mismo modo, los 6xidos metalicos que tienen la formula AB204 y
estructura cristalina cubica centrada en las caras (fcc), son espinelas. En esta
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estructura, se encuentran los enlaces tetraédricos para los cationes A2+ mientras que
los cationes Bs+ocupan las posiciones octaédricas. Las espinelas que mas se han
empleado para aplicaciones en medios magnéticos, microondas, chips, materiales
pigmentantes, entre otros, son las ferritas y cromitas, debido a sus propiedades
cataliticas, eléctricas, oOpticas y magnéticas. Asimismo cabe mencionar que las
condiciones de sintesis de las ferritas inciden directamente en las caracteristicas
estructurales de las mismas, tales como los parametros de red, la densidad, la porosidad
y el tamafio de las nanoparticulasss.

Un ejemplo de aplicacién de 6xidos metalicos semiconductores aplicados en el campo
ambiental son las magnetitas (Fe304), las cuales se han empleado para la separacion de
contaminantes del agua en remediacién de aguas subterraneas, en especial para la
eliminacion de arsénico. Las magnetitas se inyectan directamente en el suelo
contaminado y las particulas cargadas se pueden eliminar a través de un campo
magnético, evitando asi bombear el agua subterranea contaminada y su posterior
tratamientos3s. Dado que las nanoparticulas magnéticas se han empleado en
aplicaciones médicas durante algin tiempo, y estan aprobadas por la Administracién
de Medicamentos y Alimentos de los EE. UU. Como un agente de contraste para la
resonancia magnética, ya se han realizado estudios exhaustivos de toxicidad in vitro /
in vivo. Por lo tanto, se proporciona una extensa base de datos para la toxicidad de las
nanoparticulas magnéticas que ayuda a desarrollarlas y aplicarlas con una toxicidad
minima en los procesos de desinfeccion de agua potable y aguas residuales,
adicionalmente es una gran ventaja el hecho de que se pueden recuperar con la
aplicacién de un campo magnético. 34

2.10 Seleccion de ferritas como fotocatalizadores

Las ferritas han sido estudiadas por diferentes estudios e investigaciones por su
capacidad para degradar contaminantes organicos. Tal como se ha mencionado
anteriormente, en el presente documento se estudia la aplicaciéon de estas NPs como
agente antibacterial en las cepas bacterianas Gram positivas (Bacillus cereus y
Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Salmonella typhi y Escherichia coli) de
interés. Es decir, como fotocatalizadores en la inhibicién de crecimiento celular de las
cepas mencionadas bajo la presencia de luz visible. Como se mencioné previamente las
ferritas son espinelas, que pueden ser normales o inversas, las cuales presentan la
férmula quimica AB204,donde A es un catidn con carga +2, mientras que B es un cation
con carga +3. Para la presente investigacion se emplean ferritas de zinc con férmula
ZnFe204, donde se encuentran los cationes Znz2+ y Fes+, y ferritas de hierro o también
conocidas como magnetitas, con formula Fe304, donde se encuentran los cationes Fez+
y Fes+.
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2.10.1 Ferritas de Zinc

Las ferritas en general, se encuentran compuestas por 96 sitios intersticiales, que
corresponden a la presencia de atomos de oxigeno que se encuentran en una red cubica
ubicada en las caras (fcc). En las ferritas de zinc (espinelas normales), hay 64 puntos
son de posicidon tetraédrica para los iones divalentes, donde se presenta el enlace Zn-0
(enlace sp3). Del mismo modo los iones trivalentes se encuentran en 32 posiciones
octaédricas generando enlaces Fe-O. Sin embargo de todas estas posiciones, solo se
encuentran ocupadas 24 posiciones (16 octaédricas por Fes+ y 8 tetraédricas por Zn2+),
el resto de posiciones no ocupadas se encuentran libres para deposicién o modificacion
de la superficie externa s7. La deposicion de metales tiende a atrapar electrones dentro
de los sitios activos (estados de energia casi estables) lo que hace que la tasa de
recombinacién del par electrén-hueco se vuelva baja, y aumenta significativamente la
transferencia de electrones a la molécula adsorbida para mejorar la eficiencia
fotocatalitica. Por lo tanto, la actividad fotocatalitica de ZnFez204 o Fe20s podria
mejorarse si se realiza de manera apropiada la deposiciéon o mezcla adecuada de 6xidos
metalicos. A continuacién se presenta esquematicamente la espinela normal, y la
ubicacidon de los cationes metdlicos divalentes (Mz+), cationes metdlicos trivalentes
(Ms3+) e ion oxigeno (02-).

Figura 2-23. Esquema tedrico de estructura de una espinela normal de ferritasss

La posicién de los espines dentro de las NPs magnéticas define el comportamiento
magnético de las mismas, este comportamiento puede ser ferromagnético (FM) o
antiferromagnético (AFM). Gracias a que los atomos de Zinc no son magnéticos, las
ferritas de zinc tienen un comportamiento antiferromagnético, con una temperatura de
Néel de 10 K (temperatura a la cual desaparece el efecto antiferromagnético de los
materiales, y empiezan a comportarse como paramagnéticos) s9. Sin embargo, cuando
la ferrita estd en tamafio nanomeétrico, aumenta el grado de inversidn de la distribucion
cationica, ya que ésta depende del tamafio de particula. El hecho de que los cationes se
reordenen permite que se generen subredes magnéticas internas, aumentando las
interacciones entre si, y por ende, la magnetizacién en las NPs en relacién con el
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material Bulk 60. Esto se debe a efectos de superficie, los atomos superficiales de una
nanoparticula inciden en los efectos de superficie e interfase. Las NPs presentan una
gran area superficial donde los espines superficiales hacen una contribucion
importante a la magnetizacion 61 62.

Se han reportado estudios que analizan la actividad antibacteriana de las ferritas de
zinc en cepas Gram positivas y en cepas Gram negativas a partir de nanoparticulas
sintetizadas por métodos de coprecipitacidn, identificando que el material presenta
actividad antibacterial bajo luz solar 63. Se presenta incremento de la reactividad de las
NPs cuando aumenta la relacién entre la superficie y el volumen de las mismas, lo cual
es de particular importancia en los mecanismos de interacciéon con los sistemas
biologicos.

Las ferritas ademdas de ser quimica y térmicamente estables en sistemas acuosos,
ofrecen la ventaja de tener un bandgap capaz de absorber la luz visible (cercano a 2 eV),
asi como la estructura cristalina espinela, la cual mejora la eficiencia debido a los sitios
cataliticos adicionales disponibles gracias a su red cristalina. Lo que le ofrece una
ventaja sobre aquellos materiales que tienen un bandgap mas grande y que absorben
luz ultra violeta. El bandgap y la longitud de onda son inversamente proporcionales, es
decir que a menor bandgap, la longitud en la que absorben los materiales, serd mayor,
es decir que se encontrara en el espectro de luz visible; mientras que a mayor bandgap,
como el caso del TiOz con un bandgap de 3.2 eV, éste absorbera energia en la region de
luz ultravioleta. Por esta razon el uso de ferritas en la degradacion de contaminantes
(organicos e inorganicos, tintes y bacterias) en el agua a través de la fotodegradacion
ha ganado mucho interés en los dltimos afios, y se han realizado diferentes estudios
para identificar la actividad de éstas en la fotocatalisis bajo luz solar y luz artificial. Otra
ventaja de usar ferritas son sus propiedades magnéticas. Los 6xidos metdlicos con Fe3+
son materiales altamente magnéticos y pueden ser separados facilmente del medio de
catdlisis, mediante presencia de imanes externos e4.

2.10.2 Ferritas de hierro o magnetitas

También existen espinelas inversas, donde la mitad de los cationes trivalentes se
encuentran localizados en las posiciones tetraédricas, ocupandolas en su totalidad,
mientras que los cationes divalentes ocupan la mitad de las posiciones octaédricas. Las
ferritas de hierro o magnetitas son espinelas inversas, con relacién estequiométrica de
cationes (Fes+)[Fez+Fe3+]04, donde la mitad de los cationes Fe3+ ocupan la posiciones
tetraédrica y el resto de cationes Fes+ y Fez+ ocupan las posiciones octaédricas 6.
Caracterizaciones previas han reportado que la composicion quimica corresponde a un
27,6% de 02,y un 72,4% de hierro 65. Estas nanoparticulas se cristalizan en un sistema
cubico centrado en las caras (fcc). Presenta 56 atomos, de los cuales 32 son de oxigeno
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y 24 son cationes de hierro (16 trivalentes Fes+ en posiciones tetraédricas y 8 divalentes
Fez2+), del mismo modo en las posiciones octaédricas se encuentran cationes de Fes+y
Fez+ por iguales. A continuacion se muestra la representacion esquematica de esta
espinela con sus respectivos sitios intersticiales.
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Figura 2-24. Esquema teorico de estructura de una espinela inversa de magnetitases

Las propiedades magnéticas de las magnetitas dependen mucho del tamafio de
particula. Cuando las particulas de este material se reducen a escala nanométrica sus
propiedades magnéticas decaen: la magnetizacidon de saturaciéon (Ms), la remanencia
magnética (Br) y el campo coercitivo (Hc), lo que hace que se presente entonces un
comportamiento superparamagnético, es decir que las NPs adquieren cierta
magnetizacion cuando se aplica el campo magnético externo pero lo pierden cuando se
quita el campo externo. Lo cual permitiria su recuperacion por la aplicacion campos
magnéticos externos.

La nucleacion y crecimiento de los cristales tanto de ferritas como de magnetitas en la
direccion [111] hace que las nanoparticulas tengan una forma octaédrica, por lo que las
ferritas de zinc y magnetitas tienden a tener esta morfologia. Los octaedros regulares
tienen energias de red cristalina bajas, por lo que resultan energéticamente favorables
65. Sin embargo a través de diferentes metodologias de sintesis es posible controlar la
morfologia y tamafio de las NPs.

34



ESIQIE SEI 5.0kV X30,000 WD8.7mm 100nm

Figura 2-25. Octaedros de ferritas de zinc visualizados mediante Microscopia
Electrénica de Transmision. Magnificacion 30,000X. Imagen propia

El tamafio de las NPs de los catalizadores influye en la actividad fotocatalitica en
catalisis heterogénea. Es el mismo caso con las magnetitas, ya que a medida que las NPs
disminuyen de tamafo, éstas presentan mas sitios activos por la cantidad de dtomos
expuestos en la superficie del material 65. Cuando se emplean catalizadores con
diferentes fines, en los sistemas cataliticos homogéneos es muy dificil recuperar el
catalizador, por lo que emplear sistemas heterogéneos (liquido-sélido), tal como se ha
dicho previamente, ha sido una alternativa para recuperar los catalizadores, sin
embargo el tamafo de particulas del sélido dificulta la separacidn del catalizador del
medio, por lo que se busca entonces emplear s6lidos con comportamiento magnético
que permitan su recuperacion del medio, con la posibilidad de reutilizarlos y que no
tengan una gran pérdida de su actividad catalitica. Las magnetitas se han empleado en
catalisis heterogénea por su comportamiento ferrimagnético o superparamagnético
(cuando las particulas son nanométricas), facil sintesis, posibilidad de funcionalizacion
de su superficie, estabilidad durante las reacciones y baja toxicidad, entre otras es.

2.10.3 Actividad antibacterial en éxidos metalicos

La actividad antibacterial es la accién por la cual el crecimiento microbiano se inhibe o
se destruye. A lo largo de los ultimos afios, se ha estudiado la actividad antibacterial
ejercida por el 6xido de zinc en diferentes microorganismos tanto en agua como en
alimentos, debido a que ha sido considerado como un material seguro por la “Food and
Drug Administration (FDA)” (21CFR182.8991) en Estados Unidos sé.

A continuacion se describe alguna de la informacion presentada en la literatura para el

6xido de zinc, como referente existente de 6xido metdlico aplicado como agente
antibacterial en cepas bacterianas de interés.
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A lo largo de estos estudios se ha comprobado que el ZnO tiene potentes propiedades
antibacteriales entre los diversos 6xidos metdlicos, e incluso se ha empleado en los
revestimientos de diferentes envases de alimentos como latas y paquetes, para evitar
su deterioro. Ademas, el ZnO es estable quimicamente, lo que lo hace adecuado para
aplicaciones antimicrobianase7 y se ha reportado que estas NPs tienen selectividad
toxica a las bacterias, pero minimo efecto en las células humanas 8. Ademas se ha
comprobado como material bioseguro que tiene la capacidad de foto-oxidar y
fotocatalizar especies quimicas y biolédgicas. 9. Dentro de los factores que influyen en
la actividad antibacterial, estd el tamafio de nanoparticula, donde a menor tamafio,
aumenta la actividad antibacterial del ZnO. Esto se atribuye al mayor volumen por
proporcidon de superficie, que resulta en un medio mas eficiente para la actividad
antibacterial7o. Concordante con lo mencionado, diferentes estudios han demostrado
que a menor tamafio de particula, se produce mayor dafio a la membrana celular de la
bacteria patégena. Tal es el caso, que Padmavathy y Vijayaraghavan, sometieron
Escherichia coli a suspensiones de ZnO con diferentes tamafos de particula, para
finalmente demostrar que la suspensién con particulas mas pequefias fue mas efectiva
que la suspension con particulas de mayor tamafo.71

Se ha reportado que la actividad antibacteriana del 6xido de zinc es mayor en las
bacterias Gram negativas que en las bacterias Gram positivas, la cual se lleva a cabo por
medio de la interaccidn de las NPs de ZnO con diferentes componentes celulares de las
bacterias. Tayel 72 investig6 la actividad antibacteriana de las NPs de ZnO en nueve
cepas bacterianas (Gram positivas y Gram negativas), que son en su mayoria, cepas
patégenas transmitidas en los alimentos. Se encontré que las bacterias Gram negativas
eran mas susceptibles a las NPs de ZnO, debido a su estructura de membrana celular
mas delgada. También se supuso que la membrana celular de las bacterias Gram
positivas al ser mas gruesa puede evitar la penetracion de las NPs de ZnO en las células
y su posterior interacciéon con los componentes internos de las bacterias. Entre las
cepas examinadas, Bacillus cereus fue 1a mas sensible, mientras que la mas resistente
fue Pseudomonas spp. Por otro lado, tras exponer S. aureus a las NPs de 6xido de zinc
durante 2 horas se present¢ lisis celular, y la desaparicién completa ocurrié después de
4 horas de exposicion. Estos resultados muestran que el 6xido de zinc es un buen agente
antibacteriano contra los microorganismos patdgenos transmitidos por alimentos, y
que es bioseguro ¢7. Es importante mantener en el panorama que la actividad
antibacterial de las NPs depende de sus propiedades fisicoquimicas y de las bacterias
donde se implementan éstas. Aunque la concentracién del material es un factor
importante, el tamafio de las particulas, especialmente a escala nanométrica, es un
factor determinante en la actividad antibacteriana, incluso mas que la concentracién 73.
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2.11 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y mecanismo de accion
antibacteriana por accion de oxidos metdlicos.

Las NPs tienen propiedades fisicas y quimicas Unicas que las hacen apropiadas para
diferentes aplicaciones. El cambio estructural de algunas NPs metalicas les permite
desempeifiar diferentes funciones en el area biologica, debido a la capacidad de formar
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). La cantidad de ROS
producidas por las NPs esta correlacionada con el tamafio, forma, area superficial y
composicion quimica. Las ROS generadas por nanoparticulas metalicas tienen varias
funciones en la biologia celular, jugando un papel clave en la toxicidad a las mismas,
debido a los dafios que causan a la membrana celular. Asimismo las ROS interfieren en
la modulacion de la sefalizacion celular involucrada en la muerte, proliferacion y
diferenciacion celular 74. Dichas caracteristicas han dado un panorama mas amplio para
usar las NPs metalicas en diferentes aplicaciones médicas y biolégicas. Por otro lado y
para el interés de la presente investigacion, cabe mencionar que, la mayoria de los NMs
basados en NPs metalicas presentan toxicidad en diferentes células bacterianas, debido
a la formacién de radicales libres, ROS, y reacciones tipo Fenton (para el caso de las
magnetitas) con la presencia del cation Fez+ 7s.

Figura 2-26. Representacidn grafica de acciéon de ROS al interior de la célula.
Elaboracién propia.

El menor tamafio de las NPs brinda mayor area de superficie y masa, lo cual a su vez
regula el niumero de sitios reactivos en la superficie de las NPs. 76 77. Por ejemplo, las
NPs mas pequefias generan alteraciones en las propiedades electrénicas de las
particulas, formando asi, grupos reactivos en su superficie 78 79. Los NMs presentan
efectos de confinamiento cuantico debido a la presencia de momentos magnéticos que
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no se presentan en los materiales Bulk. Comparados con sus materiales bulk originales,
los atomos localizados en la superficie de las NPs tienen menos d&tomos vecinos, lo que
contribuye a disminuir la energia de enlace de cada 4tomo so.

Algunas NPs activadas bajo energia foténica (radiacién UV o radiacion por luz visible)
como NPs de TiO2 y puntos cuanticos (QDs), producen electronessi que poseen energia
capaz de convertir Oz en .0z, el cual influye en el dafio celular mediante interacciones
con los acidos nucleicos, proteinas y lipidos. 82 Asimismo se han presentado resultados
previos para nanoparticulas metdlicas que producen estrés oxidativo mediante las
reacciones Fenton y Haber-Weiss, las cuales representan reacciones con iones
metalicos oxidados y H202 para producir HO.. 74

Para entender el mecanismo de fotoactividad en los 6xidos metalicos y su actividad
antibacterial, se presenta el mecanismo de reacciéon bajo luz UV de las nanoparticulas
de 6xido de zinc en medio acuoso y al aire. La actividad antibacterial de las NPs de ZnO
implica la liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) de la superficie del ZnO que
causan dafios letales a los microorganismos. Como se ha mencionado, las ROS causan
estrés oxidativo al dafiar el ADN, las membranas y las proteinas celulares. La ruptura
de la pared celular se debe a la actividad superficial del ZnO que causa la
descomposicion de la pared celular y, posteriormente, la membrana celular, causando
la salida o liberacion de contenidos celulares y, finalmente, la muerte celular 71, ss.

El mecanismo fue presentado por Padmavathy y Vijayaraghavan 71 de la siguiente
manera:

Zn0+hv->e 4+ h*; K"+ H,0 » HO*+H™ Ecuacién 2-1
e"+0,-05; 0,+H" > HO; Ecuacion 2-2
HO; + Ht + e~ - H,0, Ecuacién 2-3

Las NPs de ZnO se activan bajo luz UV (gracias a los fotones), y se crean pares electron-
hueco (e-/h+). Estos huecos (h+) reaccionan con el medio acuoso en el que se encuentra
el material, para producir el primer radical superéxido: -OH (hidroxil) e H+. Mientras
que el electrén (e-) que ahora esta en la banda de conduccién del ZnO reacciona con el
oxigeno atmosférico, oxidandolo y transformandolo en radical aniénico super oxidante
(+O2-), que a su vez reaccionan con H+ para generar el radical hidroperoxilo (-HOz2).
Luego, por un choque de electrones, se generan aniones hidroperéxido (HOz2-). Los
cuales posteriormente reaccionan con los iones de hidrégeno para producir de H202. El
H202 generado puede penetrar la membrana celular y matar a las bacterias.
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Dado que, los radicales hidroxilo y los super oOxidos son particulas cargadas
negativamente, no pueden penetrar en la membrana celular y deben permanecer en
contacto directo con la superficie externa de la bacteria; sin embargo, el H202 puede
penetrar en la célula. 71 84

Por otro lado se han explorado los fotocatalizadores altamente activos que funcionan
en la region de luz visible debido a su bandgap estrecho ss. Las nanoparticulas de
ferritas se han empleado en diferentes aplicaciones electronicas, magnéticas y para
catalisis. Dentro del grupo de ferritas, las NPs de ferritas de zinc (ZnFe204) y magnetitas
(Fe304) llaman la atencién, porque presentan un comportamiento magnético
dependiente del tamafo de las NPs ss. Estas NPs tienen una considerable fotorespuesta
en la region de luz visible con un bandgap cercano a 2eV, con buena estabilidad
fotoquimica, sugiriendo asi, su aplicacién en fotocatalisis. Ademas, teniendo en cuenta
que el tamafio de las ferritas de zinc es un factor importante con respecto a las
propiedades que presenta el material, se han implementado diferentes técnicas para la
obtencion de las NPs en escala nanométrica, incluyendo técnicas de co-precipitacion,
hidrotermal y sol-gel.

También se ha estudiado la potenciacion de la actividad catalitica de las NPs de ZnFe204
adicionando H202 en el medio de reaccién, para que se lleve a cabo un sistema tipo
fenton 87 8s. La accion de las NPs bajo luz visible y en presencia de H20:2 se presenta de
manera esquematica a continuacion:

,2‘

1s 1
HO" + OH-

1 CB =-1.54 eV

T Fe? H,0,

2
E-o.s A) \
%ﬂ Fe* + HOO" + H*
S H,0
w 22

0 VB =0.38 eV 1 \*

- Fe®* + HO" + H*
B)
05 +
OH’
HO'+ OH

Figura 2-27. Esquema de generacion de radicales -OH por accion de ZnFe204 bajo luz
visible a partir de reacciéon Fenton. Elaboracién propia.

En el esquema anterior se evidencia que la actividad fotocatalitica para producir
radicales hidroxilo, se presenta en tres formas: (A) Debido a la presencia de H202 en el
medio, los iones de hierro Fes+ o Fe(Ill) de la superficie de las NPs de ZnFe204 pueden
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iniciar reacciones que producen radicales -OH por medio de la reaccion fenton. (B) La
banda de valencia (VB) de las ferritas de zinc esta localizada a 0.38 eV
aproximadamente, mientras que la banda de conduccién (CB) estad a -1.54€V, es decir
que hay un bandgap de 2.34 eV. En la presencia de luz, los par electréon-hueco
producidos pueden oxidar moléculas de contaminantes o también oxidar el agua a
radicales -OH. (C) La captura de electrones produce radicales -OH. ss

Para las NPs de ferritas de hierro o magnetitas, el mecanismo de produccién de especies
reactivas de oxigeno en presencia de H202, sigue el proceso de reaccion fenton g9. Dicho
proceso se describe como un proceso de oxidaciéon avanzada en donde se producen
radicales hidroxilo (.OH.) altamente reactivos. A continuacién se presentan las
férmulas que explican la reaccion:

Fe?* + H,0, » Fe3* + HO* + HO™ Ecuacion 2-4
Fe3* + H,0, > Fe?* + HO; + H* Ecuacién 2-5
RH +HO* - R*+ H,0 Ecuacién 2-6

R* + Fe3t - R* + Fe?* Ecuacion 2-7

R+ HO - R—-O0OH Ecuacién 2-8

2.11.1 Nanoparticulas de plata

La plata ha sido estudiada como agente antibacteriano contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas. En estudios previamente realizados y publicados, se reporta que la
actividad antibacterial de las NPs de Ag depende de la liberacion de iones Ag+ de la
superficie de las nanoparticulas, y de procesos fisicos causados por los nanomateriales
en los que se encuentren soportadas las NPs de Ag, traduciéndose en dafo a la
membrana celular, penetracion en el citoplasma de la célula e interferencia en la
replicacién del ADN 90. Adicionalmente, las NPs tienen gran area y actividad superficial
hacen que sean un excelente catalizador en reacciones cataliticas heterogéneas 91. Se ha
demostrado que el efecto antibacteriano es mas efectivo en las bacterias Gram
negativas que en las bacterias Gram positivas, lo que se atribuye al grosor de la capa de
peptidoglicano entre los 20 y 80nm en las Gram positivas, y de solo 2-7 nm en las Gram
negativas. Ademas, teniendo en cuenta que la membrana celular de las bacterias tiene
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carga negativa debido a la presencia de grupos carboxilo, fosfato y amino; la carga
positiva de los iones de Ag liberados, genera atraccion electrostatica entre las NPs de
Ag vy la carga negativa de la membrana celular de los microorganismos. Lo que facilita
la adhesion de las NPs a las membranas celulares y su posterior ingreso a la célula,
provocando la liberacidn del contenido celular, dafios en las proteinas internas de la
célula, dafio en el ADN y muerte celular 92. A continuacién se presenta el esquema de
mecanismo de accion antibacterial de las NPs de plata.

A AgNPs anchor to bacterial cell wall and consequently infiltrate it

s A J o o’ “4 } \ ------------------------------------------------------------------
(9 h P g ;
Q 0 "7 Cellular content  :  : c AgNPs release Ag' in and out of bacteria :
J ) X leakage i :
Cell wall < >( d Qe Pt 9 > 00
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Figura 2-28. Esquema de mecanismo de accidon antibacterial de las NPs de plata en
bacterias 92.

Se han estudiado diferentes métodos de sintesis para las nanoparticulas de plata,
dependiendo de la morfologia que se quiera obtener, tamafio y aglomeracién. La forma
mas comun de obtener NPs de Ag es a partir de la reduccién quimica de compuestos
organicos e inorganicos, empleando reductores tales como citrato de sodio, ascorbato,
borohidruro de sodio (NaBH4), entre otros. Estos agentes reductores reducen el Ag+y
conducen a la formacién de plata metalica (Ago), que es seguida por aglomeracién en
grupos oligoméricose3. Estos grupos eventualmente conducen a la formacién de
particulas metdlicas de plata coloidal 94. La presencia de tensoactivos tales como tioles,
aminas, acidos y alcoholes es 1til para las interacciones con las superficies de las NPs,
ya que puede estabilizar el crecimiento de las mismas y evitar su sedimentacion,
aglomeracion o pérdida de sus propiedades superficiales 9s.
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3 Capitulo: Justificacién

Los procesos de desinfecciéon en agua contaminada con microorganismos patégenos
tales como cloracién y ozonificaciéon son eficientes y ampliamente usados a escala
industrial y como paso previo al almacenamiento y distribucidn del agua potable y agua
residual tratada en sistemas de tratamiento convencionales, como los que se presentan
en la mayoria de ciudades en Latinoamérica y el caribe 96; sin embargo, aunque estos
procesos son efectivos y generan un efecto residual, en México cerca del 5% de la
poblacién nacional no tiene acceso la red de distribucion de agua, por lo que en algunos
casos, esta poblacién tiene que tomar el recurso hidrico de otras fuentes, donde no se
garantiza la calidad del agua, pudiéndose presentar contaminacion por
microorganismos patogenos que producen enfermedades diarreicas agudas al ser
humano, y en el peor de los casos la muerte. Por tanto, se hace necesario pensar en
alternativas que permitan la inhibicién de crecimiento celular en agua contaminada
por microorganismos patégenos. En este contexto, ha surgido el uso de NMs basados
en NPs de 6xidos metalicos tales como el ZnO para procesos de actividad antibacteriana
a pequeiia escala, basandose dicha actividad en procesos de generacion de radicales
super oxidantes de la superficie de las NPs a partir de absorcién de luz UV (debido a un
bandgap de 3.2 eV), sin embargo, el emplear luz UV no resulta practico en todos los
casos, ya que hay que usar lamparas UV para la activacidon del material. Por lo que es
necesario entonces, desarrollar nuevos NMs basados en éxidos metalicos, que sean
fotocataliticos y presenten actividad antibacteriana en los microorganismos patégenos
de interés, debido a la generacién de especies reactivas de oxigeno. Que tengan amplia
area superficial y estructura quimica AB204, siendo A un ion divalente (Znz+ o Fe2+) y B
el ion Fe3+.Que a su vez presenten un band gap menor al band gap del ZnO, es decir que
se activen en la region de luz visible; ampliando asi el campo de aplicacion de los
mismos, permitiendo activar los mismos mediante luz de foco convencional. Debido a
estudios previos alrededor del mundo, se han logrado establecer diferentes
metodologias de sintesis de NPs, controlando el tamafio, morfologia e incluso la
estructura de las mismas, de acuerdo a la aplicacion para la cual se estén sintetizando.
También se ha estudiado la actividad antibacterial de la plata a partir de la formacién
de iones Ag+, y con esto, las metodologias para sintetizar y realizar dopaje de NPs Ag en
la superficie de NMs para mejorar su actividad antibacterial. Asimismo, se ha
identificado que para facilitar el proceso de separacion de los catalizadores en las
reacciones, se prefiere emplear catalizadores sélidos que bajo la accién de campos
magnéticos externos se puedan separar del medio de reaccidon. En este sentido, el
presente trabajo se enfoca en la sintesis y dopaje con Ag de NMs de ferritas de zinc
(ZnFe204) y magnetitas (Fe304), identificacion y andlisis de las propiedades fisicas y
quimicas de los NMs a partir de la caracterizacion por diferentes técnicas
instrumentales, su aplicacién en las cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Bacillus
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cereus, Salmonella typhi, Escherichia coli, identificacion del mecanismo de reaccion
basado en la actividad fotocatalitica de los nanomateriales bajo luz visible y analisis de
los efectos del dopaje en la actividad antibacteriana.

3.1 Objetivo general

Evaluar la desinfeccion de agua contaminada con microorganismos patégenos
empleando diferentes NPs activadas por luz visible, a nivel laboratorio.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar NPs de ZnFe204 y Fe304 mediante la técnica hidrotermal.

e C(Caracterizar fisica y quimicamente los materiales de ZnFe20s2 y Fe304
previamente sintetizados mediante técnicas instrumentales de alta definicién.

e Dopar las NPs de ZnFe204 y Fe304 con plata a partir de procesos de reduccidon
quimica.

e Aislar las cepas bacterianas Gram positivas: Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, y Gram negativas: Salmonella typhi, Escherichia coli, en medios de cultivo
selectivos a cada una.

e Determinar la efectividad antibacteriana de los NMs sintetizados y dopados, en
las diferentes cepas bacterianas aisladas, mediante estudios de variacion de
concentracion de los NPs sintetizados, y su visualizacién en microorganismos.

3.3 Hipdtesis
Si las NPs de ZnFe204 y Fe304 dopadas y sin dopaje con NPs de Ag presentan accion
antibacteriana bajo luz visible artificial sobre las bacterias Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Salmonella typhi, Escherichia coli; entonces se podran emplear focos
convencionales para la inhibicién de crecimiento bacteriano en agua contaminada con
éstos patégenos.

3.4 Alcances

Para el desarrollo del presente trabajo se sintetizan cuatro NMs para identificar su
toxicidad en cuatro cepas bacterianas distintas, a escala laboratorio. Se sintetizaron los
siguientes NMs de 6xidos metalicos mediante la técnica hidrotermal descrita en la
metodologia experimental: ZnFe204, Fe304, y doparon de acuerdo a lo descrito en la
metodologia experimental con Ag, obteniendo los siguientes NMs: ZnFe204-Ag y Fe304-
Ag. Para su caracterizacion de los NMs y la identificacion de sus caracteristicas fisicas
y quimicas, con finalidad de evidenciar su aplicabilidad sobre las cepas bacterianas de
interés, se emplearon las siguientes técnicas:
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e XRD - Difraccién de rayos X

e TEM - Microscopia electrénica de transmision

e HRTEM - Microscopia electronica de transmisién de alta resolucién
e SEM - Microscopia electronica de barrido

e FTIR - Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

e XPS - Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X

e VSM -Magnetometria de muestra vibrante

e [CP - Plasma de acoplamiento inductivo (ICP)

e UV-Vis

Para la implementaciéon de los NMs, se usaron cepas bacterianas aisladas en medios de
cultivo especificos, tal como se evidencia a continuacién:

Tabla 3-1. Cepas Bacterianas aisladas y medios de cultivo especificos.

Staphylococcus aureus, TECRA Staph Growth Media
Bacillus cereus, Miieller-Hinton
Escherichia coli, EMB Levine (Eosina Azul de Metileno)
Salmonella typhi SS (Salmonella-Shigella)

e MIC - Concentracion minima inhibitoria

Para identificar las minimas concentraciones a las cuales los NMs resultan téxicos a las
bacterias de interés, se empled ésta técnica, poniendo en contacto directo el NM
sintetizado y las cepas aisladas.

e Microscopia confocal

Para evidenciar la distribucion dentro de los microorganismos de los NMs previamente
sintetizados, se empled esta técnica.
e VSM - Magnetometria de muestra vibrante

Para evidenciar la posibilidad de recuperar el material empleado en la desinfeccién se
empleo esta técnica, identificando el comportamiento magnético de los NMs empleados
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4 Capitulo: Metodologia

En el marco de identificar el mecanismo de inhibicién de crecimiento celular en las
bacterias de interés debida a la accion de los NMs, fue necesario identificar la sintesis
de NPs mas apropiada para la obtencion de octaedros (como morfologia deseada); asi
como tamafio de particula, definiendo la técnica hidrotermal como el método de sintesis
elegido tanto para ferritas como para magnetitas. Por otro lado, para identificar las
propiedades fisicas y quimicas de los NMs sintetizados se emplearon diversas técnicas
de caracterizacion en las NPs sintetizadas, tales como XRD, TEM, HRTEM, SEM, XPS,
FTIR, VSM, ICP, las cuales permitieron identificar con mayor detalle las propiedades de
los NMs realizados. Gracias a estos resultados fue posible identificar el mejor
nanomaterial obtenido para las ferritas de zinc, y con esto estandarizar el
procedimiento de sintesis de las NPs, ademas de correlacionar las propiedades fisicas y
quimicas de los NMs con la actividad fotocatalitica de cada uno. Con la sintesis
estandarizada para ZnFe204, se procedid a identificar el mejor porcentaje de dopaje con
NPs de Ag, en relacion peso/peso (w/w) (% entre el material sintetizado y la plata); se
realizaron diferentes porcentajes de dopaje con Ag, de acuerdo a valores previamente
reportados para Au 9, y se procedié a caracterizar nuevamente el material para
identificar el porcentaje dopaje con plata donde se mostraba mejor distribucion y
adhesion de las NPs de plata en la superficie del material de ZnFe204. Al identificar que
el 2% (w/w) de Ag fue el mejor porcentaje de distribucion se procedié a dopar a este
porcentaje en las magnetitas, y caracterizar el material.

Continuando con el objetivo de identificar la concentraciéon a la cual se presenta
inhibiciébn de crecimiento celular en las cepas de interés por accion de los
nanomateriales dopados y no dopados, se procedié a solicitar las cepas de
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhi y Escherichia coli al Cepario de
la UNAM de la Facultad de Quimica, y posteriormente se resembraron y aislaron
mediante metodologias de microbiologia estandarizadas. Con dichas cepas se procedié
a identificar la concentracién minima de los NMs a la cual los microorganismos no
presentan crecimiento celular, con base en metodologias planteadas previamente 1o.
Finalmente todos los resultados experimentales fueron realizados por triplicado y
corroborados con las caracterizaciones de los materiales.
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4.1 Metodologia Experimental

A continuacidn, se presenta de manera esquematica y general la metodologia
experimental seguida para dar cumplimiento a los objetivos especificos de la
investigacion.

| Sintesis de Nanomateriales }—b[ Técnica hidrotermal ]

Dopaje con Ag, a I |
diferentes % J ¥

[ Caracterizacion de nanomateriales ]

w) (]

Tamafio de cristal [ Morfologia y distribucién

EDS

Estructura y
cristalografia
Escherichia coli (Gram -)

de nanoparticulas
En diferentes cepas (

Realizacion de estudios 1 Salmonella typhi (Gram -)
Definicién de dilucionesw antibacteriales J Lstﬂphyfocaccus aureus (Gram +)

segln reporte en Bacillus cereus (Gram +)
literatura, y segun

-
morfologia tamafio de [ MIC ]
NPs ( Determinacion de
—»  concentracién minima
L inhibitoria

Sensibilidad de bacterias a
nanomateriales sintetizados

Figura 4-1. Diagrama de metodologia experimental empleada en la presente
investigacion.

4.1.1 Preparacién de nanoparticulas

A continuacién, se describe la técnica hidrotermal estandarizada empleada para la
sintesis de las ferritas de zinc y magnetitas de acuerdo a metodologias de sintesis
reportadas previamente en otros estudios.
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4.1.1.1 Preparacion nanoparticulas ferritas de zinc (ZnFe,0,)

1. Adicionar 0,35g de 2. Adicionar 1g de 3. Adicionar
acetato de zinc sulfato ferroso 40ml agua
dihidratado heptahidratado desionizada
Zn(02CCHs)2(H20): FESO4 *7H-0 como disolvente

4. Adicionar 5 ml de

Solucion de N2Ha ¢
H-0, concentracion

mezcla al 10 M como aditivo

autoclave a e

180°C por 14h organico para
controlar el pH de la
solucion

7. Lavar 5. Llevar la
precipitado con
agua destilada y

etanol

6. Enfriar a
temperatura
ambiente

Figura 4-2. Diagrama de metodologia experimental preparacion nanoparticulas
ferritas de zinc

La preparacion de NPs de ZnFez20s4 se realiz6 de acuerdo con el procedimiento
experimental reportado y descrito por Xing, et al [29]. En una sintesis tipica se empled
1.00g de acetato de zinc dihidratado (0.43 g of Zn(0OAc)2-2H20 (1.95 mmol)) y sulfato
ferroso heptahidratado (FeS04:7H20 (3.59 mmol)) los cuales fueron disueltos en 40
mL de agua desionizada. Mas adelante, se adicionaron 5 mL de una solucién de
hidracina hidratada con concentraciéon 10M como aditivo organico para controlar el pH
de la solucidn 67, 97. La mezcla fue inmediatamente transferida dentro de un reactor
hidrotérmico de teflon de 50 mL el cual se sellé y se introdujo en el horno a 180°C por
14h. Una vez culminado el tiempo de reaccion se dejd enfriar a temperatura ambiente.
Las nanoparticulas fueron aisladas por decantacién en presencia de un iman, lavadas
varias veces con mezclas de etanol y agua (agua: etanol 1:1, agua: etanol 1:3 y 100%
etanol) y centrifugadas a 6000 rpm durante 15 min. Finalmente el sobrenadante se
removio y el material se secé en el horno a 60°C durante 13h, obteniendo un
rendimiento aproximado de 390 mg (19,1% Zny 47,8% Fe).
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4.1.1.2 Preparacion nanoparticulas magnetitas (Fes0,)

2. Adicionar 1g de 3. Adicionar 40ml
sulfato ferroso de agua
heptahidratado desionizada como
FeSO4 *7H-0 disolvente

1. Adicionar 0,439
de cloruro de
Hierro FeCl,

4.Agregar 5ml de
solucion de N2 Ha
. Hzo,
concentracion
10M como

7. Lavar 5. Llevar la St orgélmicol

: : : ara controlar e

precipitado con 6. Enfriar a mezcla al BH de Ia solucién

agua destilada y temperatura autoclave a 180°C

etanol ambiente por 14h

Figura 4-3. Diagrama de metodologia experimental preparaciéon nanoparticulas
ferritas de zinc

Estas NPs se realizan por medio de co-precipitacion quimica, el cual es un método que
consiste en mezclar en una disolucién acuosa con sales de Fe+3 y Fe+2, a temperaturas
elevadas. Una vez que se establecieron las condiciones de sintesis, las NPs fueron
reproducibles 9s.

La preparacion de magnetitas (Fe304) se realiz6é de acuerdo con una modificacién del
procedimiento reportado por Xing, et al [29] reemplazando el precursor acetato de zinc
dihidratado por cloruro de hierro (FeClz). ]. En una sintesis tipica se emple6 1.00g de
acetato de zinc dihidratado (0.32 g de FeCl2-4H20 (1.60 mmol)) y sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4:7H20 (3.59 mmol)) los cuales fueron disueltos en 40 mL de
agua desionizada. Mas adelante, se adicionaron 5 mL de una solucion de hidracina
hidratada con concentracion 10M como aditivo organico para controlar el pH de la
solucién 67, 97. La mezcla fue inmediatamente transferida dentro de un reactor
hidrotérmico de teflon de 50 mL el cual se sell6 y se introdujo en el horno a 180°C por
14h. Una vez culminado el tiempo de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente.
Las nanoparticulas fueron aisladas por decantacién en presencia de un iman, lavadas
varias veces con mezclas de etanol y agua (agua: etanol 1:1, agua: etanol 1:3 y 100%
etanol) y centrifugadas a 6000 rpm durante 15 min. Finalmente el sobrenadante se
removiéo y el material se sec6 en el horno a 60°C durante 13h, obteniendo un
rendimiento aproximado de 410 mg (72,6% Fe).
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4.1.2 Dopaje de nanoparticulas con Ag

Las NPs de ferritas de zinc fueron dopadas a diferentes porcentajes en relacidon
peso/peso (%w/w) (tal como se muestra en la Tabla 4-1, empleando el método
reportado por Huerta et al 99. En un procedimiento tipico se emplearon 40 mg de NPs
de ZnFe204 suspendidas en 50 mL de etanol y agitadas durante 10 min a 4°C en ausencia
de luz. Posteriormente, se adiciondé lentamente el volumen correspondiente (de
acuerdo al dopaje) de una solucién de nitrato de plata (AgNO3) concentracion 2mM
lentamente en el centro del vortex producido por la agitacién magnética. La solucién se
mantuvo en agitacion durante 10 min, y se agrego el volumen de borohidruro de sodio
(NaBHa4), correspondiente a cada dopaje para mantener la relacion 1: 1.3 entre el AgNO3
y el NaBH4, con concentracion 10mM. La reaccién se dejo en agitacién por 10 min mas,
y el material fue removido por decantacién en presencia de un iman y secado en el
horno a 60°C durante 12h.

Tabla 4-1. Volimenes empleados para diferentes porcentajes de dopaje con plata al
nanomaterial de ferritas de zinc (ZnFe204).

Masa de Porcentaje de Volumen de AgNO3 Volumen de NaBH4
ZnFez204 NPs dopaje (Y%ow/w) [2mM] [10 mM]
(mg) (ml) (ml)
1.0 1.18 1.53
1.5 1.77 2.30
40
2.0 2.36 3.10
2.5 2.95 3.84

Se repitié el mismo procedimiento experimental mencionado previamente para el
dopaje al 2% para el material de magnetitas (Fe304 NPs), teniendo en cuenta que a este
porcentaje se obtuvo el mejor dopaje (tal como se presenta en la seccién: Caracterizacion
de nanomateriales sintetizados5.2). El procedimiento se describe a continuacién. Se
emplearon 40 mg de magnetitas (NPs de Fe304) suspendidas en 50 mL de etanol y
agitadas durante 10 min a 4°C en ausencia de luz. Posteriormente, se adicionaron
lentamente 2.36 mL de una solucidn de nitrato de plata (AgNO3) concentracion 2ZmM en
el centro del vortex producido por la agitacién magnética. La solucién se mantuvo en
agitacion por 10 min y se agregaron 3.10 mL de borohidruro de sodio (NaBH4)
concentracion 10 mM. La reaccion se dejoé en agitacion 10min mas y el material fue
removido por decantacion en presencia de un iman y secado en el horno a 60°C durante
12h.
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A continuacién, se presenta la tabla de iones presentes en los nanomateriales
sintetizados, asi como los porcentajes de dopaje con Ag.

Tabla 4-2. Composicion idnica de nanomateriales sintetizados y porcentaje de dopaje

Nanomaterial Relacion estequiométrica (% peso/peso)

Zn2+ Fez+ Fes+ Agz
Fe304 0 1 2 7=2.0%
Z=1%
ZnFe204 1 0 ,  LELS%
Z=2%
Z=2.5%

4.2 Caracterizacion de nanomateriales (NMs)

Para poder evidenciar la estructura, composicién, area superficial y propiedades
quimicas de los nanomateriales sintetizados y dopados, se emplearon las técnicas de
caracterizacion mas implementadas a nivel mundial aplicables al presente objeto de
estudio, tal como se describen a continuacién. Con los resultados obtenidos, entender
la relacién entre las propiedades del nanomaterial como catalizador y el proceso de
desinfeccion como actividad fotocatalitica. Para dichas caracterizaciones, se emplearon
los servicios de La Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién y a la Industria
(USAII) de la facultad de quimica, y los servicios del Laboratoire de Physique et Chimie
des Nano-objets del Institut National des sciences appliquées.

4.2.1 XRD - Difraccién de rayos X

La Difraccion de Rayos X se empled como el método mas exacto y completoioo para
determinar la identidad y estructura de los nanomateriales sintetizados y dopados,
identificando la cristalinidad de los nanomateriales y tamafio de cristalito con el equipo
de difraccidon Bruker D8 usando la radiacion (A= 1.5406 nm).

4.2.2 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Debido a que un haz de electrones de alta energia se proyecta a través de la muestra
muy delgada, y las interacciones entre los electrones y los &tomos se pueden usar para
observar caracteristicas como la estructura cristalina y caracteristicas en la estructura
como dislocaciones y limites de grano 101; se empled esta técnica para estudiar la
morfologia octaédrica de los nanomateriales sintetizados, con el equipo JEOL 2010 FEG
TEM. Las gradillas de TEM fueron preparadas por deposiciéon de una gota de etanol con
NPs en suspensidn en una gradilla de cobre con carbén amorfo.

50



4.2.3 Microscopia Electrénica de Transmisién de Alta Resolucion (HRTEM)

Esta técnica permite obtener imagenes mediante el microscopio electronico de
transmision a partir de la estructura cristalografica de una muestra en una escala
atémica, 102 se empled esta técnica para visualizar la estructura y crecimientos en caras
cristalinas de los nanomateriales sintetizados. Se emple6 el mismo equipo que se usé
para el TEM.

4.2.4 Microscopia Electrdnica de Barrido (SEM)

El Microscopio electronico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscopy), utiliza
un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen ampliada de la
superficie de un objeto. Esto permite observar y caracterizar superficialmente solidos
de origen organico o inorganico. Para visualizar los nanomateriales sintetizados y
dopados se empled esta técnica, permitiendo definir volimenes y pardametros
geométricos de las NPs. Adicionalmente el microscopio electrénico de transmision
cuenta con la técnica de Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X (EDS, del
inglés Energy Dispersive Spectroscopy), el cual permite colectar los Rayos X generados
por la muestra y realizar diversos andlisis semicuantitativos y de distribuciéon de
elementos en superficies. 100. Los nanomateriales se depositaron en una cinta de
carbdn, y se emple6 el JEOL JSM-5600LV Scanning Electron Microscopy.

4.2.5 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) convierte la salida
del detector a un espectro interpretable, y genera espectros con patrones que
proporcionan informacion estructural, sobre la estructura molecular de la muestra.
Cuando la radiacion infrarroja pasa a través de una muestra, una parte de radiacion es
absorbida por la muestra y la radiacion restante es transmitida, generando un espectro
representativo de la “huella digital” de la muestra caracterizada. Cada estructura
quimica y molecular genera un espectro distinto. Se empleé el equipo Perkin Elmer
Frontier.

4.2.6 Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

La Espectroscopia fotoelectréonica de rayos X, es una técnica analitica de superficie con
una profundidad de muestreo de 2-5 nm que permite identificar las concentraciones
relativas de diferentes constituyentes de la superficie del material 103, asi como la
identificacion de los diferentes estados de oxidacidon de los elementos presentes en la
misma, siendo entonces una técnica muy adecuada para evidenciar la composicién de
la superficie de nanoparticulas y nanomateriales. Se empled el equipo K-Alpha+
spectrometer.
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4.2.7 Magnetometria de muestra vibrante (VSM)

Para la medicion de las propiedades magnéticas de los nanomateriales, se empled el
Magnetdmetro de muestra vibrante (VSM, Quantum Device PPMS Evercool II) por sus
siglas en inglés, el cual permite identificar la tendencia de la muestra a conservar sus
propiedades magnéticas e identificar su coercitividad 104, es decir la intensidad del
campo magnético que se debe aplicar al material o particula para reducir su imantacion
hasta llegar a cero, después de haber sido magnetizado hasta la saturacién el material
o particulas. Se emplearon los servicios del LPCNO, INSA, Toulouse.

4.2.8 Espectrofotometria UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis estd basada en el proceso de absorciéon de la radiaciéon
ultravioleta-visible (radiacion con longitud de onda comprendida entre los 160 y 780
nm) por una molécula, y depende de la estructura electréonica de las especies. La
absorcion de esta radiacién causa la promocién de un electrén a un estado excitado,
recordando que las moléculas tienen niveles de energia vibracional, y a su vez nada
nivel vibracional tiene niveles rotacionales. Los electrones que se excitan al absorber
radiacién de esta frecuencia son los electrones de enlace de las moléculas, por lo que
los picos de absorcion se pueden correlacionar con los distintos tipos de enlace
presentes en el compuesto. Debido a ello, la espectroscopia UV-Vis se utiliza para la
identificaciéon de los grupos funcionales presentes en una moléculaios. Por medio de
esta técnica se pueden conocer las transiciones validas y las diferencias de energias
entre estados energéticos (AE) asi como entre bandas de conduccion (CB) y valencia
(VB) de semiconductores. Por tal razon, esta técnica es una herramienta muy util en la
determinacioén del bandgap de materialeso.

4.2.9 Plasma de acoplamiento inductivo (ICP)

Este analisis se usa para analizar simultdneamente muchos elementos y en niveles tan
bajos como 1-10 partes por billon o ppb. Funciona usando un plasma de argén en el que
se inyecta una muestra liquida atomizada mediante un ataque acido. La muestra se
ioniza en el plasma y los iones emiten luz a diferentes longitudes de onda caracteristicas
que posteriormente se miden en el rango UV-Vis, la intensidad de la emisidn es
proporcional a la abundancia del elemento en solucién y permite asi determinar la
concentracion. En el ICP con espectrometro de masas o ICP-MS, los iones producidos en
el plasma de argodn se inyectan en el espectrémetro de masas, separando asi los iones
en funcién de su relacién de masa y cargaios. Generalmente se realizan dos analisis por
muestra. Se emplearon los servicios del LCC, Université Paul Sabatier, Toulouse.
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4.3 Estudios antibacteriales

La actividad antibacteriana de las NPs fue estudiada en cuatro cepas bacterianas, dos
cepas Gram positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus cereus) y las dos cepas Gram
negativas (Escherichia coli y Salmonella typhi), obtenidas del Cepario de la facultad de
Quimica de la UNAM. Todas las cepas fueron conservadas en agar nutritivo.
Posteriormente cada cepa fue resembrada en agares selectivos (EMB, SS y TECRA), de
acuerdo a las guias microbiolégicas 107. Asimismo para evaluar la toxicidad de los
nanomateriales sintetizados Fe30s, ZnFe204 y dopados Fe304-Ag, ZnFe204-Ag en las
diferentes cepas bacterianas, dichos nanomateriales fueron incubados en cada cepa de
interés en los microplatos destinados para tal fin (herramienta estandar usada en
investigacion analitica), a 36°C durante 24h.

4.3.1 Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Para llevar a cabo el presente estudio, se procedié con la metodologia descrita por
Lalitha et al 108 y Aguilar 109, tal como se presenta de manera esquematica a
continuacion:

Bacterias aisladas 24h a
36°C

Hasta una concentracion

Inocular e incubar bacterias por 24h a 36°C

final de 1 x 10° UFC/ml

0.1 ml de bacterias

0.1 ml de medio Dilucion de nanomaterial

inoculadas

Muiller-Hinton

600 1000
450 750
] Concentraciones de
300 500 I —— B o dilucién*®
150 250
60 100
30 50 etz s p—|odor.1|trotetrazollum Identificar dilucion donde
chloride 0
15 25 NO se presenta coloracién

1 roja

Identificacion de MIC

Figura 4-4. Metodologia Concentracién minima inhibitoria.

Para la determinacion de las concentraciones de material a implementar en los estudios
de inhibicion bacteriana se tuvo en cuenta lo reportado por Tran et al. 110 para
diferentes morfologias y tamafios de nanoparticulas de plata, asi como los resultados
obtenidos a lo largo de la investigacidn, estableciendo las siguientes concentraciones:
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Tabla 4-3. Masas en relacidon a volumen de suspension de nanomaterial a implementar

1000 750 500 250 100 50 25

Se incub6 cada microplato con 0,1mL de dispersion de nanomaterial con Ia
concentracion establecida, 0,1 mL de caldo Miiller-Hinton y 0,1mL de bacterias
previamente inoculadas, con una concentraciéon de (1 x 106 UFC/mL). Posteriormente
se mantuvo el microplato en presencia de luz visible por 24 h a 36 °C. Para la
determinacion de crecimiento o inhibicién bacteriana se emplearon 10.0 puL de una
solucion de 10mM de cloruro de p-iodonitrotetrazolium en cada microplato, como
indicador de crecimiento celular. La coloracién roja evidencia crecimiento celular de las
bacterias de interés, mientras que un tono incoloro representa inhibicion de
crecimiento, permitiendo asi determinar la concentracién minima inhibitoria 99 a la
cual ya no hay crecimiento celular debido a la actividad catalitica del nanomaterial
sintetizado.

¢

ZnFe,0,

& 0

ZnFe,0,-Ag Bacillus cereus
Escherichia coli Agar Mueller
Salmonella typhi 8

+ Hinton
® —

Fe;0, d ,\n
( k):)
Staphylococcus
aureus
Fe;0,-Ag

Figura 4-5. Ejemplo esquematico de Metodologia para determinacién de
Concentracion Minima Inhibitoria

4.3.2 Efecto en las células bacterianas debido a la exposicidn a los nanomateriales
de ZnFe;04, ZnFe,04-Ag, Fe304 and Fez04-Ag.

Para estudiar el ingreso del material a las células, se emplearon células eucariotas
Saccharomyces cerevisiae, ya que son mas grandes que las bacterias y su morfologia
permite identificar visualmente la distribucion del material en la célula 99. Las células
Saccharomyces cerevisiae fueron obtenidas de levadura comercial y cultivadas durante
24horas a temperatura ambiente. 15 minutos antes de visualizarlas en el microscopio
confocal, la levadura y la dilucién del material se pusieron en contacto directo, con
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relacion 1 a 1, con base en los resultados obtenidos en la identificacion de la
concentracion minima inhibitoria para cada material, para este caso, adicionando las
concentraciones de diluciones tal como se muestran a continuacion:

Tabla 4-4. Concentraciones de dilucién de nanomateriales empleadas en microscopia
confocal

ZnFe204 10
ZnFe204-Ag 5
Fe304 50

Fe304-Ag 50
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5 Capitulo: Resultados y discusion

5.1 Sintesis de nanoparticulas

Tal como se describi6 previamente en la metodologia experimental, se obtuvieron las
NPs mediante un método de co-precipitacion por la técnica de sintesis hidrotermal en
un paso, obteniendo nano-octaedros de tamafio variable, los cuales debido a su forma
angular causan dafio a la membrana celular de las bacterias 69. La composicion de los
metales presentes en los nanomateriales sin dopaje fue estimada por la técnica
Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP, por sus siglas en
inglés) identificando los resultados que se presentan a continuacion:

Tabla 5-1. Porcentaje de metales presente en nanomateriales sintetizados y no

dopados
ZnFe204 18.02 48.53 66.55
Fe304 No aplica 72,64 72,64

5.2 Caracterizacion de nanomateriales sintetizados

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para la caracterizacion de los
nanomateriales sintetizados y dopados.

5.2.1 Difraccién de rayos X (XRD)

5.2.1.1 Ferritas de zinc (ZnFe;0,)

Para evidenciar la fase cristalina del material obtenido de ferritas de zinc dopado a
diferentes porcentajes de plata (relaciéon peso a peso), se analiz6 la muestra mediante
la técnica de caracterizacion de Rayos X en polvo, a 26 entre 20° y 80° (Figura 4). Los
resultados obtenidos fueron contrastados con la hoja de datos 0002576 de la AMCSD
(American Mineralogist Crystal Structure Database) para franklinita (ferrita de zinc),
identificando los picos de difraccion en 26, asi como los planos cristalograficos que se
presentan en la Tabla 5-2. los resultados evidencian una estructura centrada en las
caras (fcc, por sus siglas en inglés) con una espinela normal clasica (fd3m) 111, 112, con
los iones de Znz+ ocupando las posiciones octaédricas y tetraédricas de enlaces7 y los
iones de Fez+ ocupando solo posiciones tetraédricas, como se evidencia en la Figura 4-
1. Los parametros de red encontrados para la malla cristalina fueron; a=b =c=8.3515
A (a 25 °C), coincidiendo los valores de los picos identificados y la fase ctibica, como se
presenta en el esquema de la Figura 4-2.
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Intensidad (a.u)

Adicionalmente, es posible observar que, en los materiales dopados, el pico mas alto se
encuentra a 20 = 35,2° lo cual se encuentra relacionado con el grado de cristalizacion
del material. 99
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Figura 5-1. Patrén XRD de ferritas de zinc (ZnFe204y ZnFe204-AQ).

Es importante mencionar que el desplazamiento de algunos de los picos (determinados
cuantitativamente (A20 ° y expresados en la Tabla 5-2) se deben a la influencia de Ag
en la fase cristalina. Asimismo se confirma la presencia de plata a los diferentes dopajes
con base en la hoja de datos 0011135 de la AMCSD, identificando los picos sefialados en
la Figura 4-1. Para la determinacion del tamafio de nanoparticulas se empleo el equipo
XRD Bruker D8 Advance, presentando los resultados que se muestran en la Tabla 5-2.
Puesto que la difraccion es un proceso de interferencia entre los haces reflejados por
sucesivos planos equidistantes, la anchura de los picos en esta técnica sera
inversamente proporcional al nimero de planos difractados coherentemente. Cuando
los cristales de estudio son de tamafios micro o nanométricos, el haz se dispersara a
diferentes direcciones debido al pequefio tamafio de los cristales en la muestra. 113
Asimismo es posible determinar matematicamente el tamafio tedrico de grano de las
nanoparticulas por medio de la ecuacién de Scherrer-Debye. Este método correlaciona
el tamano de las particulas sub-micrométricas a través del ensanchamiento de cristal
observado en los patrones XRD de los nanomateriales sintetizados.114

S KA
~ Bcosh

Ecuacién 5-1. Scherrer- Debye
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Donde:

D = Tamafio promedio de grano (nm)

K = factor de forma, en la mayoria de los casos se utiliza 0,9

A = Longitud de onda de rayos X, en éste caso (Ko del atomo de Cu) = 1,544

B = Ancho total del pico a analizar, a la mitad de su maxima intensidad (Full Width at
Half Maximum, FWHM por sus siglas en inglés), definido en radianes

6 = Angulo de Bragg, (angulo de difraccién)

Tabla 5-2. Picos de difraccién en 20 (grados) para materiales de ferrita de zinc
dopados.

Picos de difraccion 20[°]

Plano

cristalino 1 2 A20*% 3 A20* 4 A20* 5 A20*

220 29,90 2993 0,027 2991 0,008 2990 0,007 2992 0,012

311 35,22 3525 0,026 3523 0,009 3523 0,003 3523 0,006

222 36,86 3688 0,011 3686 0,006 37,20 0331 36,89 0,027

400 42,80 42,83 0,031 4284 0,039 42,79 0,003 4284 0,038

422 53,10 53,14 0,038 53,13 0,029 53,11 0,011 53,14 0,043

511 56,58 56,62 0,042 56,62 0,037 5661 0,033 56,62 0,043

440 62,14 62,17 0,034 62,19 0,051 62,17 0,034 62,16 0,019

620 70,48 70,50 0,015 70,52 0,034 7055 0,067 7048 0,005

533 73,49 73,48 0,010 73,53 0,042 73,51 0,020 73,39 0,096

622 74,47 74,57 0,097 7454 0,073 7446 0,008 7452 0,053
1. ZnFe204

ZnFe204-Ag (1%)

ZnFe204-Ag (1,5%)

ZnFe204-Ag (2%)

ZnFe204-Ag (2,5%)

A20 *, Se presenta para cada dopaje respecto a la posicion de ZnFe204

LA WN
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Tabla 5-3. Tamafio de grano promedio para picos identificados en XRD, ferritas de
zinc con y sin dopaje.

Posiciéon
pico 206 (°)
ZnFez204-Ag
(1%)

29,93
35,25
56,62
62,17
Promedio

Tamaiio
de
grano
(nm)

24,25
11,38
24,80
22,05
20,62

Posicion
pico 206 (°)
ZnFez204-Ag
(1,5%)

29,91
35,23
56,62
62,19
Promedio

Tamai
ode
grano
(nm)

26,64
12,07
24,80
22,12

Posicion
pico 26 (°)
ZnFez204-Ag

(2%)

29,90
35,23
56,61
62,17

21,41 Promedio

Tamaii
ode
grano
(nm)

29,10
11,73
24,80
23,42
22,26

Posiciéon
pico 26 (°)
ZnFez04-Ag
(2,5%)

29,92
35,23
56,62
62,16
Promedio

Tamaf
ode
grano
(nm)

24,05
11,10
24,80
21,98
20,48

Los resultados obtenidos son coherentes con los tamafios obtenidos en TEM. Tal como

se presenta en la siguiente seccidn.

Como se puede ver en las tablas presentadas anteriormente, en todos los
nanomateriales dopados se evidencia la presencia de plata en la superficie de los
mismos. Sin embargo para identificar el mejor dopaje y distribucién del mismo en la
superficie del material, se deben integrar estos andlisis con las otras técnicas de
caracterizacion y morfologia tales como TEM, HRTEM y SEM; los cuales se describen en
la seccidn 5.2. De acuerdo con estos analisis se puede determinar que el mejor dopaje
se present6 al 2% de plata en relacion peso/peso (%w/w), por lo que se empleara esta
cantidad posteriormente para el dopaje de magnetitas.

Figura 5-2. a) Posicién enlace octaédrico Znz+-(Zn-0), 32 puntos de enlace b) Posicién
enlace tetraédrico Fe-O y Zn2+, 64 puntos de enlace c) Estructura centrada en las caras
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5.2.1.2 Magnetitas (Fe30,)

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la difraccion de rayos X
empleando la radiaciéon CuKa en el rango angular (20) de 20° a 80° para el material de
magnetitas dopadas con plata al 2% y sin dopaje. También se presenta tamafio medio
de grano, determinado mediante la ecuacién 1. Asimismo se identificaron los indices de
Miller con base en la hoja de datos 0000945 de la AMCSD, los cuales se evidencian en la
figura 4-3.

Figura 5-3. Patron XRD de magnetitas (Fe304 y Fe304-Ag).
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Tabla 5-4. Picos de difraccién en 20 (grados) para magnetita con y sin dopaje.

Plano cristalino Fe30s4 Fe304-Ag (2%) A20 Fe304

220 30.10 30.00 0,10
311 3546 35.40 0,06
222 37.08 36.99 0,09
400 43.09 43.06 0,03
422 53.44 53.21 0,23
511 56.96 56,92 0,04
440 62.53 62.38 0,15
533 73.98 73.70 0,28
622 75.19 75.12 0,07
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Tabla 5-5. Tamafio de cristal promedio para picos identificados en XRD, magnetitas

Posicion pico 20 Tamaifo de grano

(°) Fe304 (nm)
30.10 53.09
35.46 58.60
37.08 42.53
43.09 90.75
53.44 1.15

56.96 98.26
62.53 16.54
73.98 43.71
Promedio 50.57

5.2.2 Microscopia Electrdnica de Barrido (SEM)

5.2.2.1 Ferritas de zinc (ZnFe;0,)

Para identificar el mejor porcentaje de dopaje con plata en el nanomaterial de ferritas
de Zinc (ZnFe204), se empled esta técnica, usando un microscopio electronico de
barrido con electrones secundarios, identificando una clara morfologia octaédrica en
las particulas de ferritas de zinc. Ademas pudo observarse la nucleacién de las
nanoparticulas de Ag en la superficie de las ZnFe204 (las cuales se evidencian en color
mas claro).

En la Figura 4-4 es posible observar la distribucién de las nanoparticulas de plata en la
superficie del material sintetizado, de acuerdo con el porcentaje de dopaje. La figura 4-
4 (a) muestra el dopaje al 1% (%w/w), denotando una distribucién poco uniforme del
dopaje, lo cual se atribuye a la baja cantidad relativa de NPs de Ag con respecto a las
ferritas. La figura 4-4 (b) y (c) muestran la distribucién de la plata para el dopaje al
1,5% y 2% respectivamente, exponiendo una distribucién mas amplia de las NPs de Ag
sobre el material, alcanzando una distribucién mas homogénea en el caso del 2% de
dopaje. Por ultimo, la figura 4-4 (d), con dopaje al 2.5% no muestra nucleaciéon de las
nanoparticulas de plata en la superficie del material, lo cual se asocia a una demora en
el procedimiento experimental y liberaciéon de H+ de la solucién de NaBHa.
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Figura 5-4. SEM ferritas de zinc a diferentes porcentajes de dopaje con plata y
magnificaciones. Tomadas a 5.0 kV. a) 1% 80,000X. b) 1,5% 50,000X. c) 2% 50,000X y
d) 2,5% 30,000X.

Para comprobar la distribuciéon de las nanoparticulas de plata a lo largo de todo el
material, se emple6 el SEM con electrones retrodispersados, permitiendo identificar la
homogeneidad de la distribucién de las NPs de Ag, tal como se muestra en la Figura 4-
5. Con estos resultados, tal como se menciond anteriormente, se confirma que no se
presentd buena distribucion de las nanoparticulas de plataal 1%, 1,5%y 2,5%, (Figuras
4-5 (a), (b) y (d) respectivamente). Como se ha indicado previamente, la mejor
dispersion de nanoparticulas de Ag se presento6 al 2% (c).
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100nm IF-7800F 5/27/2019 — lpm  IF-7800F 5/27/2019

x60,000 15.0kV COMPO SEM WD 5.4mm  13:14:32 x11,000 15.0kV COMPO SEM WD 5.4mm 13:32:34

Figura 5-5. SEM con electrones retrodispersados. Ferritas de zinc a diferentes
porcentajes de dopaje con plata y magnificaciones. Tomadas a 15.0 kV. a) 1% 15,000X,
b) 1,5% 45,000X, c) 2% 60,000X y d) 2,5% 11,000X.

5.2.2.2 Magnetitas (Fe30,)

Empleando el microscopio electrénico de barrido con electrones secundarios es posible
identificar una estructura cuboctaédrica de algunas de las nanoparticulas de Fe304, tal
como se muestra en la Figura 4-6. Identificando asimismo poca homogeneidad en el
tamano y morfologia del material dopado y no dopado. Sin embargo, la efectividad del
material se evalia con los resultados de toxicidad obtenidos en el MIC, descritos en la
seccién 5.3.1.
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Figura 5-6. SEM con electrones secundarios. Magnetitas (Fe304) en diferentes
maginificaciones a 5.0 kV. a) Morfologia general sin dopaje 8,000X, b) Morfologia
cuboctaédrica dopada con plata al 2% (w/w) 20,000X, c) Morfologia cuboctaédrica sin
dopaje 20,000X, d) distribucion morfoldgica general de NPs 10,000X.

WD 10mm

5.2.3 Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

5.2.3.1 Ferritas de zinc (ZnFe,0,)

Para comprobar los resultados obtenidos en SEM y mostrar la morfologia de las
nanoparticulas se emple6 la Microscopia Electrénica de Transmision (TEM, por sus
siglas en inglés). Como se evidencia en la figura 4-7, es posible observar la cristalinidad
de la estructura de las ZnFe204 NPs Figura 4-7 (a), en el cual se pueden observar bordes
definidos y siendo consistente con los resultados obtenidos en la difraccién de rayos X
(XRD) y SEM. Asimismo, es posible observar la nucleaciéon de las NPs de Ag en la
superficie de las NPs de ZnFe204, identificando la interfaz del material con las NPs de
Ag (Figura 4-7 (b)), el cual es analizado a mayor profundidad con los resultados
obtenidos en el andlisis por Microscopia Electronica de Barrido de Alta Resolucion
(HRTEM). El tamafio de las nanoparticulas de plata oscila entre 16 y 25 nm, mientras
que el nanomaterial de ferritas de zinc presenta un tamafio aproximado de unos 80 nm.
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Figura 5-7. Imagenes TEM. a) NPS de Ferritas de zinc dopadas con Ag b) Interface NPs
Ag - ZnFe204 c) NPs de Ferritas de zinc d) NPs de plata

Es muy importante evidenciar el dopaje del nanomaterial con plata, porque esto ayuda
a mejorar las propiedades antibacteriales del mismo, lo cual se confirma con los
resultados de la concentracion minima del material necesario para inhibir el
crecimiento bacteriano (MIC), los cuales se discuten mas adelante.

Para verificar los resultados de XRD, se realiz6 el analisis de las reflexiones observadas
en la transformada rapida de Fourier obtenidas a partir de imagenes de HRTEM. Para
la determinacion de la distancia entre los &tomos dispersados se empled el software
Digital Micrograph y con base en la ficha de magnetitas disponible en la American
Mineralogist Crystal Structure Database, se asignaron los indices de Miller a cada
distancia correspondiente, mostrandose que los picos encontrados son concordantes
con los resultados de XRD.

65



Figura 5-8. Cristalografia ferritas de zinc a diferentes posiciones de pico 2.a) 30,10 b)
35,46 ¢) 37,09 d) 89,70

5.2.3.2 Magnetitas (Fe304)

Asimismo para evidenciar y comprobar la morfologia de las magnetitas observada en
el SEM, se procedio a realizar el TEM, identificando una estructura cuboctaédrica con
caras en (100) y 111] 115, tal como se muestra en la figura 4-9. Basado en previos
estudiosiis y teniendo en cuenta que se usé la misma sintesis hidrotermal tanto para
las magnetitas como para las ferritas, es posible pensar que la estructura obtenida se
debe al lento crecimiento o nucleacion de las particulas durante la reacciéon con la
hidracina como mineralizador. La falta de tiempo de reaccién da lugar a la formacién
de octaedros truncados.
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0.5 ym £ 1um
Figura 5-9. TEM Magnetita (Fe304). a) cuboctaedros con carasen1 00y 11 1. b)
Aglomerado de nanoparticulas.

5.2.4 Microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (HRTEM)

Para evidenciar los planos cristalograficos presentes en la estructura cristalina del
material sintetizado de ferritas de zinc, se empled6 el andlisis de HRTEM, confirmando
el alto grado de cristalinidad de las NPs. Asimismo, se observan los planos
caracteristicos de las ZnFe204 NPs: 222, 111, y 220, tal como se muestra en la siguiente
figura 4-10, los cuales a su vez, concuerdan con los resultados obtenidos en la difraccion
de rayos X. La cristalinidad del nanomaterial se asocia a la mejora de las propiedades
fotocataliticas del mismo 116, 99, es decir que se presumen buenas propiedades de
toxicidad en las bacterias de interés. Del mismo modo, la nucleacién y crecimiento de
las nanoparticulas de plata sobre la superficie de las ferritas de zinc se presenta en la
cara (111), por lo que es posible observar en la interfaz ZnFe204-Ag (d). Mientras que

el tamafio aproximado de las nanoparticulas de plata se acerca a los 6nm.

[/

Figura 5-10. HRTEM a) NPs ZnFe204, b) NPs de Ag, c) Indices de Miller ZnFe204, d)
Interfaz Ag-ZnFe204 con indices de Miller.
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5.2.5 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

5.2.5.1 Ferritas de zinc (ZnFe,0,)

Esta es una técnica de espectroscopia, en la cual los 4&tomos interaccionan con la
radiacion electromagnética, y la absorcidon de luz produce un cambio en los niveles
cuanticos vibracionales caracteristico de los enlaces quimicos presentes. De este modo,
se pueden identificar especies como Zn-0-Fe, (registrado entre los 4000 y 400 cm-1), el
enlace en posicidn octaédrica Znz++(Zn-0) registrado a~480 cm-1y el enlace en posicion
tetraédrica a =660 cm-1; lo cual es concordante con los resultados obtenidos en
difraccion de rayos X y SEM 117 116. Por otro lado las sefiales a #1100 cm-1y 1200 cm-1
indican la presencia de aniones sulfato provenientes de los precursores. Asimismo es
posible observar sefales tipicas de plata en 2924 cm-1 y 2851 cm-1 118para el material
de ZnFe204-Ag (2,5%), indicando que las nanoparticulas de plata no se nuclearon en la
superficie del material, sino que estan en la muestra pero no adheridas a las ferritas de
zinc. Es posible observar que no se presenta dicha sefial en los otros dopajes (1%, 1.5%
y 2%), porque en estos casos las NPs de plata si se encuentran adheridas en la superficie
del material y la sefial correspondiente a estas NPs no alcanza a ser detectada por el
equipo.
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Figura 5-11. Patron FTIR ferritas de zinc a diferentes porcentajes de dopaje.
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5.2.6 UV-Vis

Laradiacion de luz visible tanto en las ferritas de zinc (ZnFe204) como en las magnetitas
(Fe304), dopadas y no dopadas generan en los materiales semiconductores pares
electron-hueco debido a la movimiento de electrones desde la banda de valencia hasta
la banda de conduccién. Que a su vez reduce el oxigeno para generar radicales
superoxido que en el medio acuoso en el que se encuentra el material, luego se
encuentran con hidrones para producir finalmente Hz20z.

Para que se dé dicha liberacion de pares electrén-hueco en los materiales, hay que
considerar el bandgap de los materiales. Se identifico el bandgap de los materiales
empleando el Grafico de Tauc (Tauc permite identificar el Bandgap éptico en materiales
semiconductores) y se asocio dicha energia en eV a la longitud de onda a la cual se
presenta la absorbancia. La identificacion del bandgap se obtiene a partir de la
extrapolacién de los datos presentados en el grafico de ahv? vs energia en eV.

Para la determinacion de la energia se emple6 la ecuacidn de Einstein-Planck, mientras
que ahv? se obtuvo a partir de la funcién de Kubelka-Munk, la cual permite identificar
la absorbancia 6ptica de la muestra, a partir de su reflactancia.

Ecuacion 5-2. Ecuacion de Einstein - Planck

E=h _hc
- U_AU]

Donde

E = Energia del foton en Jules

h = Constante de Planck en eV /s = 6.62608x 10-34

¢ = Velocidad de la luz en el vacio = 2.997925 x 10s m/s
A = Longitud de onda en m

Ecuacidon 5-3. Funcion de Kubelka-Munk

_a-p»°
“= TR

Donde
R es la reflectancia obtenida desde las mediciones de absorbancia a diferentes
longitudes de onda en el equipo de UV-Vis para sdlidos.

R = 10%

Abs es la absorbancia de la muestra
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A continuacién se muestran los graficos de Tauc para las ferritas y magnetitas con el
respectivo bandgap identificado.
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Figura 5-12. Grafico de Tauc, magnetita. Bandgap 2,08 eV.
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Figura 5-13. Grafico de Tauc, ferritas de Zinc. Bandgap 1,95 eV.
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A partir de la ecuacidn de Einstein-Planck es posible determinar la longitud de onda
que corresponde a la energia presentada para cada material. Despejando lambda de la
ecuacion mencionada se tiene que:

_ 1240eV * nm
~ Bandgap en eV

Es decir que para las ferritas de zinc se tiene una longitud de onda de 635.89 nm,
mientras que para las magnetitas es de 596.15 nm.

Tabla 5-6. Bandgap de ferritas de zinc y magnetitas determinados a partir de datos

experimentales.
Fe304 50.57 596.15 2.08
ZnFez04 20.62 635.89 1.95

Tabla 5-7. Bandgap de ferritas de zinc y magnetitas de valores reportados.

Fe304 40 470* 2.63*
ZnFe204 21 590** 2.09**

*Valores reportados en la literatura 119
**Valores reportados en la literatura 120

Como se observa en la tabla anterior, la longitud de onda de los fotones necesaria para
provocar la excitacién de ambos nanomateriales semiconductores, 596.15 nm para las
magnetitas y 635.89 nm para las ferritas de zinc, corresponde a la region visible del
espectro electromagnético (390 a 750 nm) 7, lo que posibilita la aplicacién de luz visible
de forma directa en los materiales, para que éstos presenten actividad fotocatalitica.
Asimismo estos valores son concordantes con resultados publicados previamente para
tamafios similares en los NMs de interés.
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Del mismo modo, es importante destacar las diferencias entre los valores de bandgap
presentados en la tabla anterior para cada material. El bandgap de las ferritas de zinc
es menor que el de las magnetitas, es decir que le es mas facil a los electrones de la capa
de valencia (VB) de las ferritas pasar a la capa de conduccién (CB), que a los electrones
de las magnetitas. Si se recuerda que el bandgap depende del tamafio de grano de las
nanoparticulas debido al confinamiento cuantico, y que las NPs de ferritas de zinc son
mas pequefias que las NPs de magnetitas, esto podria explicar las diferencias en los
valores energéticos. Esto, se traduciria a priori en una mayor actividad para el caso de
las ferritas de zinc, las cuales serian capaces de producir mas especies reactivas de
oxigeno tras irradiarse con luz visible. Esta hipotesis concuerda con los resultados
obtenidos en la determinacién de la concentracién minima inhibitoria.
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Figura 5-14. Esquema tedrico de generacion de ROS en nanomateriales, identificando
su respectivo bandgap. Figura propia.

5.2.7 Fotoespectroscopia de rayos X (XPS)

Los nanomateriales fueron caracterizados por espectroscopia fotoeléctrica de rayos X
con el objetivo de caracterizar su superficie, permitiendo identificar de manera
cualitativa los elementos presentes en dicha superficie. Esta técnica se basa en la
absorcion de un Rayo X, que excita a los electrones de las capas internas y se emiten al
exterior. La energia cinética de los electrones emitidos sera menor cuanto mayor sea la
energia necesaria para arrancarlos. Esta energia es caracteristica del estado de
oxidacion del atomo, lo cual permite caracterizarlo. Se pudo identificar picos
correspondientes al Zn, Fe, Ag, O y C para las ferritas de zinc dopadas con plata
(ZnFe204-Ag) y Fe, Agy O para las magnetitas. En ambos casos se detectan algunos picos
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menores correspondientes a impurezas como Na, C y N (Tabla 4-7), lo cual se asocia a
la presencia de subproductos provenientes del dopaje con plata, a partir de la
descomposicion del AgNO3 (como se describe en la metodologia experimental).
Asimismo es posible observar dos picos de especies de Zn, uno a 1022.08 eV para
Zn2ps3y2 el cual corresponde al ion Znz+ en las posiciones tetraédricas, y el otro pico a
1045.08 eV para Zn2p1/2 el cual corresponde al ion Znz2+ ocupando las posiciones
octaédricas 121. También se observan dos sefiales de los cationes de Fe en todos los
materiales, uno a 712.08 eV para FeZp3/2 correspondiente al ion Fez+ y el otro a 725.08
eV para 2p1/2 correspondiente al ion Fes+. La diferencia en energia entre ambos picos es
de 13.0 eV lo cual es muy cercano a los valores reportados para sistemas analogos 99.
También, se identifican picos a 369.08 y 375.08 eV, correspondientes a Ag3ds,2 y
Ag3ds/2 respectivamente, confirmando la presencia de plata en la superficie de los
nanomateriales sintetizados 122.
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Figura 5-15. Patrén XPS Completo nanomateriales sintetizados y dopados
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Figura 5-16. Zoom XPS Nanomateriales sintetizados y dopados
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Del mismo modo, a continuacion se presenta la composicién de porcentaje en peso de
la superficie de los nanomateriales:

Tabla 5-8. Composicion elemental superficial de nanomateriales sintetizados
determinada por XPS.

Nombre Peso Nombre Peso Nombre Peso Nombre Peso

(%) (%) (%) (%)
In2p 30,7 Ols 25,8 C(Cls 43,6 Cls 34,5
O1s 30,6 Fe2p 23,9 Ols 30,9 Ols 32,6
Cls 18,5 Zn2p 23,7 Fe2p 18,8 FeZp 21,6
In2p 17,4 Cls 19,5 Zn2p 3,3 Ag3d 6,1
S2p 2,5 Ag3d 5,3 Si2p 2,3 Zn2p 3,6

5.2.8 Magnetometria de Muestra Vibrante (VSM)

Para ver las propiedades magnéticas de los nanomateriales sintetizados, se realizaron
ciclos de histéresis a un campo magnético de 3T a temperatura ambiente, empleando la
magnetometria de muestra vibrante (VSM por sus siglas en inglés). Después, se realizo
un proceso de enfriado hasta una temperatura estable de 5 °K en presencia de un campo
magnético de 3T, a lo cual se le denomina field-cooling. Con los resultados se dilucida la
presencia de un exchange bias debido al desplazamiento asimétrico de los ciclos a 5K
respecto al origen de las coordenadas. Este comportamiento, caracteristico de un
acoplamiento entre un nucleo ferromagnético y un recubrimiento antiferromagnético,
nos puede servir para determinar la presencia de impurezas en la muestra. Los
resultados muestran que los nanomateriales sintetizados tanto dopados como no
dopados presentan ciclos ferromagnéticos, ya que se observa un campo coercitivo.
Como es posible observar en la siguientes graficas para las magnetitas se presenta un
ligero “exchange bias”, lo cual se puede deber a la presencia de trazas residuales de
hematita (a-Fe203) 123. Adicionalmente para el mismo grafico se observa un valor de
magnetizacion de 131 emu/g a 3T, lo cual es consistente con los valores reportados en
la literatura para nanoestructuras de magnetitas oxidadas similaresi2s4. En el caso de las
ferritas de zinc el valor de magnetizacion es de 37 emu/g, el cual baja a 19 emu/g al
introducir la plata, tal como se muestra en la figura a continuacidn.
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Figura 5-18. VSM Magnetitas a temperatura ambiente, dopadas con plata al 2% (w/w)
y sin dopaje

En la estructura de las magnetitas las posiciones de los enlaces tetraédricos y
octaédricos contribuyen a momentos magnéticos desiguales y anti paralelos. Lo que
origina el comportamiento ferromagnético cuando el material se encuentra < 585°C (T°
de Curie). Es decir que, los momentos magnéticos de los espines de los cationes
trivalentes Fes+ se anulan entre si y no contribuyen a la magnetizacién del material,
mientras que los cationes divalentes Fez+ tienen sus momentos magnéticos y alineados
en la misma direccion, haciendo entonces que toda la magnetizacion del NM se deba a
estos ultimos cationeses.
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5.3 Efecto de nanomateriales en microorganismos de interés.

Teniendo en cuenta todas las caracterizaciones hechas previamente a los
nanomateriales sintetizados, se procede a evaluar los mejores nanomateriales
sintetizados y dopados, en actividad catalitica bajo presencia de luz visible durante 24h
(tal como se describe en la metodologia experimental del presente documento).
Identificando las concentraciones a las cuales se presenta toxicidad en cada
microorganismo de interés y para cada nanomaterial (MIC). Por otro lado, se evidencia
el ingreso de los nanomateriales a células eucariotas mediante microscopia confocal a
partir del contacto directo entre los nanomateriales y la levadura durante 15 min, tal
como se describe en la presente seccion.

El presente esquema muestra de manera grafica, la acciéon antibacterial de los
nanomateriales sobre los microorganismos de interés.
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Figura 5-19. Esquema representativo de accidn antibacteriana de nanomateriales
sobre bacterias Gram + y Gram -. Elaboracidén propia.
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Figura 5-21. Pared celular de bacteria Gram positiva. Elaboracién propia

5.3.1 Concentracién Minima Inhibitoria (MIC)

Para la determinaciéon de la concentracion minima a la cual los materiales resultan
toxicos a los microorganismos de interés, se procedié con la metodologia descrita en la
Figura 4-4, empleando los dos nanomateriales sintetizados y dopados al 2% con plata
(ZnFe204, ZnFe204-Ag, Fe304 y Fe304-Ag). Estos materiales se aplicaron a las cepas
bacterianas de interés previamente aisladas. Como indicador de crecimiento celular se
uso la solucion 10mM de INT (p-iodonitrotetrazolium chloride). La coloracién roja
indica crecimiento bacteriano, mientras que una muestra incolora indica inhibicién de
crecimiento de los microorganismos incubados. Se realizé triplicado de ensayo para
cada material y bacteria.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos mediante la técnica

estandarizada a lo largo de la investigacion, para cada material y microorganismos de
interés:
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5.3.1.1 Ferritas de zinc (ZnFe,0,)
Tabla 5-9. MIC Ferritas de Zinc.

Gram Cepa Control 0 5 10 15 20 50 100 200 500
= Escherichia coli - + + o+ - .
VACIO DE CONTROL
+ Bacillus cereus - + + o+ 4+ -
VACIO DE CONTROL
= Salmonella typhi = + + o+ o+ -
VACIO DE CONTROL
+ Staphylococcus aureus - + + + o+ -

Como se muestra en la tabla anterior a partir de una concentracién de nanomaterial de
ferritas de zinc de 15 pg/mL se tiene inhibicion del crecimiento bacteriano para el
microorganismo patégeno Escherichia coli, mientras que para que tenga lugar la
inhibicién de crecimiento celular de los microorganismos Bacillus cereus, Salmonella
Typhi y Staphylococcus aureus la concentracion del material necesaria es de 20pg/ml.

5.3.1.2 Ferritas de zinc dopadas con Ag (ZnFe,04-Ag) al 2% (w/w)
Tabla 5-10. MIC Ferritas de Zinc dopadas con Plata

Gram Cepa Control 0 5 10 15 20 50 100 200 500
= Escherichia coli - + + - . .
VACIO DE CONTROL
+ Bacillus cereus - + |+ |+ |- |-
VACIO DE CONTROL
- Salmonella typhi - + |+ |- |- |-
VACIO DE CONTROL
+ Staphylococcus aureus - + 1+ |+ |- -

En la tabla anterior es posible evidenciar que la concentraciéon necesaria para la
inhibicién del crecimiento celular para las enterobacterias Gram - Escherichia coli y
Salmonella Typhi es de 10 pg/mL, mientras que para inhibir el crecimiento celular de
los microorganismos Gram+ Bacillus cereus y Staphylococcus aureus, fue necesaria una
concentracion del material dopado de 15 pg/ml. La concentracion de material
necesario para la inhibicién de crecimiento celular fue menor, respecto al nanomaterial
de ferritas de zinc. Por tanto, se puede considerar como hipdtesis un incremento del
efecto antibacteriano de los nanomateriales dopados con plata en los microorganismos
de interés.
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5.3.1.3 Magnetitas (Fe30,)
Tabla 5-11. MIC Magnetitas

Gram Cepa Control 0 5 10 15 20 50 100 200 500

- Escherichia coli - + + + o+ o+ - - - -
VACIO DE CONTROL

+ Bacillus cereus - + 0+ + | + | + | + - - -
VACIO DE CONTROL

- Salmonella typhi - + + o+ o+ - - - - -
VACIO DE CONTROL

+ Staphylococcus aureus - + 4+ o+ o+ o+ o+ - - -

A diferencia de las Tablas 5-10 y 5-9, la tabla anterior presenta los resultados obtenidos
para las magnetitas sin dopaje, mostrando incremento en la concentraciéon necesaria
paralainhibicién del crecimiento celular. Para la enterobacteria Gram - Escherichia coli,
se presenta dicha inhibicion a la concentracion de 50pg/ml, mientras que para
Salmonella typhi se presenta a los 20pug/ml. Por otro lado, para las bacterias Gram +
Bacillus cereus y Staphylococcus aureus, la concentracién a la cual se observa la
inhibicién de crecimiento celular se da a los 100pug/ml.

5.3.1.4 Magnetitas dopadas con Ag (Fes0;-Ag) al 2% (w/w)
Tabla 5-12. MIC Magnetitas dopadas con plata

Gram Cepa Control 0 5 10 15 20 50 100 200 500

= Escherichia coli - + + o+ o+ o+ - - - -
VACIO DE CONTROL

+ Bacillus cereus - + + + o+ o+ 4+ - - -
VACIO DE CONTROL

= Salmonella typhi - + + o+ o+ o+ - - - -
VACIO DE CONTROL

& Staphylococcus aureus - + + o+ o+ o+ 4 - - -

La tabla anterior presenta los resultados obtenidos para las magnetitas dopadas,
observando que se mantiene casi constante la concentracién necesaria para la
inhibiciéon del crecimiento celular en relacidon con el nanomaterial de magnetitas sin
dopaje con plata. Para las enterobacterias Gram - Escherichia coli y Salmonella typhi se
presenta dicha inhibicién a la concentracién de 50ug/ml. Por otro lado, para las
bacterias Gram + Bacillus cereus y Staphylococcus aureus, la concentracion a la cual se
observa la inhibicidn de crecimiento celular se da alos 100pug/ml.
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5.3.1.5 Compilados de todos los nanomateriales

A continuaciéon se presentan los resultados graficos y tabulados de todos los
nanomateriales sintetizados y evaluados en el MIC para las cuatro bacterias de interés.
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Escherichia coli Salmeonella typhi Staphyloecoccus Bacillus cereus
aureus

| ] FE304 [ | ZnFe;O4 FE304 - Ag (20 %] ZnFezD4—Ag (2.0%]

Figura 5-22. Resultados MIC en bacterias de interés por nanomateriales sintetizados.

Tabla 5-13. Concentracién minima inhibitoria de nanomaterial [uM] a cada cepa
bacteriana.

Bacillus  Staphylococcus Escherichia Salmonella

Cereus aureus coli typhi
ZnFe201  82.96 82.96 62.22 82.96
Fe304 41482 41482 207.41 82.96
ZnFez04+- ) o9 62.22 41.48 41.48
Ag
FesOs-Ag 41482  414.82 207.41 82.96
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Como se evidencia en los resultados anteriores, las bacterias Gram negativas (E. coli y
S. typhi) son mas sensibles a los nanomateriales dopados y no dopados, es decir, que se
requiere menos material para que se presente el efecto de inhibicion bacteriana, lo cual
con base en revision bibliografica, se debe a un alto contenido de cardiolipinas cargadas
negativamente presentes en la membrana celular 12s. Por otro lado, las bacterias Gram
+ (S. aureus y B. cereus) son mas resistentes a la acciéon de los nanomateriales debido al
grosor de la capa de peptidoglicano entre 20 y 80 nm 125 126, identificando entonces la
capa de peptidoglicano como factor diferenciador y determinante en la concentracion
de material requerido para que se presente inhibiciéon de crecimiento celular en las
bacterias requeridas.

Fue posible evidenciar que los cuatro nanomateriales sintetizados presentan efecto de
inhibicién de crecimiento celular sobre las cuatro cepas bacterianas de interés. Sin
embargo el efecto de inhibicién de crecimiento celular en dichas cepas se present6 a
concentraciones mas bajas para el nanomaterial de ferritas de zinc dopadas con plata
(ZnFe204-Ag), siguiéndolo el material de ferritas de zinc sin dopaje (ZnFe204),
posteriormente el material de magnetitas dopado con plata (Fe304-Ag) y finalmente el
material de magnetitas sin dopaje. Del mismo modo, se determin6 que para el material
de ferritas de zinc dopadas con plata se requieren entre 1.3 y 2 veces la concentracion
de material para las bacterias Gram + en relacion a las bacterias Gram -. En el caso de
las magnetitas dopadas con plata se requieren entre 2 y 5 veces la concentracion de
material de ferritas de zinc dopadas con plata, para que se presente el efecto de
inhibicién bacteriana en las cepas Gram +. Por lo tanto, el orden de resultados en orden
de efecto de inhibicién es ZnFe204-Ag > ZnFe204 > Fe304-Ag > Fe30a4.

Estos resultados muestran que la plata refuerza la actividad antibacteriana de los
nanomateriales, ya que las nanoparticulas de plata producen iones Ag+ los cuales
interactuan con los grupos tiol de las proteinas 127. Esto, también incrementa el estrés
oxidativo en las bacterias e interrumpe la reduccion celular del 02 128 129, generando la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), las cuales
contribuyen a la muerte celular.

Varios estudios previos han mostrado que la forma de interaccion entre las
nanoparticulas y las bacterias se presenta de dos formas, ya sea, por la ubicacién o
posicionamiento de las nanoparticulas en la superficie de la célula o en el citoplasma;
en segundo lugar por la generacion de ROS 130 los cuales causan dafio al ADN de las
células 131 por la inactivacién de sus proteinas o intercalando las bases de purina y
pirimidina 132 127. Por lo tanto, ya que las nanoparticulas de ZnFe204-Ag en presencia de
luz visible producen pares de electron-hueco que en medio acuoso (en el cual se
encuentra la célula) produce especies reactivas de oxigeno tales como H202, OH, Oz,
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HO:2 las cuales generan estrés oxidativo en la célula causando su muerte. Sin embargo,
vale la pena mencionar que los radicales hidroxilo y superéxidos se encuentran
negativamente marcados y no pueden penetrar la membrana celular, mientras que el
H202 si puede. 84

5.4 Microscopia confocal

Para ver el ingreso de los nanomateriales en una estructura celular, se emplearon
levaduras Saccharomyces cerevisiae, poniendo en contacto directamente los NMs
sintetizados y las levaduras previamente incubadas (durante 24h a temperatura
ambiente), en relacién 1 a 1, tal como se describe en la etapa experimental del presente
documento. La Figura 4-21 evidencia la estructura esférica de las levaduras; el color
azul representa el material de ferritas de Zinc (a) a 405 nm, también se evidencian las
células de levadura y su estructura esférica (b), y es posible ver la transposiciéon del
material de ferritas de zinc dopado con plata al 2% (w/w) dentro de la estructura
celular (c). Esta imagen permite ver que el material ingresa a la célula mediante el
proceso de endocitosis y es homogéneamente distribuido dentro de la misma, de
acuerdo con resultados previamente reportados para otros materiales 133 134. Se
presenta el mismo mecanismo de ingreso a las células de Saccharomyces cerevisiae para
el nanomaterial de magnetita dopado con plata al 2% (w/w), Figura 4-21 (d).

1pm pm

Figura 5-23. Microscopia confocal obtenida a una longitud de onda de 405 nm, con
escala a 1um en cada imagen. Saccharomyces cerevisiae para diferentes nanomateriales.
a) NPs Ferrita de Zinc b) Célula de Saccharomyces cerevisiae con Magnetita c) NPs
Ferritas de Zinc dentro de estructura celular Saccharomyces cerevisiae d) NPs de
Magnetita dentro de Saccharomyces cerevisiae.
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6 Capitulo: Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

1. La sintesis de nanoparticulas de ferritas de zinc y magnetitas mediante técnica
hidrotermal permitié obtener octaedros definidos para las NPs de ZnFe204, con
estructura cristalina centrada en las caras (fcc); y octaedros truncados para las
NPs de Fe30a4.

2. El dopaje con plata a diferentes porcentajes en relacion peso/peso (w/w) (1%,
1.5%, 2% y 2.5%) en las NPs de ferritas de zinc, permitié identificar que el mejor
dopaje, debido a la distribucion uniforme de las NPs de Ag en la superficie de las
NPs de ZnFe204, fue al 2%. Con estos resultados, se procedié a dopar las NPs de
Fe304 a este porcentaje.

3. La caracterizacion fisica y quimica de los nanomateriales dopados y sin dopar,
mediante las técnicas XRD, TEM, SEM, HRTEM, XPS, VSM, ICP, permiti6
identificar diferentes caracteristicas fisicoquimicas asociadas a la morfologia,
estructura, distribucién y dopaje de las nanoparticulas. Todo ello permitié
relacionar las propiedades fisicoquimicas de las NPs con el efecto de
desinfeccion sobre los microorganismos de interés.

4. La evaluacion de la actividad antibacteriana en las cuatro cepas bacterianas de
interés de los nanomateriales sintetizados ZnFe204 y Fe304 sin dopar, y dopados
con plataal 2% (w/w) ZnFe204-Ag y Fe304-Ag, se llevd a cabo mediante la técnica
de concentracion minima inhibitoria (MIC). Esto permiti6 generar la correlacion
entre la concentracion de los nanomateriales y la morfologia de las bacterias.
IdentificAndose que las bacterias Gram negativas: Escherichia coli y Salmonella
Typhi, son mas sensibles a la accidén de los nanomateriales que las bacterias
Gram positivas Bacillus cereus y Staphylococcus aureus.

5. El uso de células eucariotas para visualizar el ingreso de las NPs sintetizadas a
nivel celular, permiti6 mostrar que todas las NPs sintetizadas y dopadas
ingresan a la célula y estan dispersas por todo el citoplasma celular, sin
presentarse acumulacion en ninguna unidad funcional de la célula. Esto permite,
generar estrés oxidativo en todo el interior celular causando su muerte.

6. Debido a la actividad fotocatalitica antibacteriana bajo luz visible artificial que
presentaron las NPs sintetizadas y dopadas en las cepas de interés, es posible

83



aceptar la hipotesis de emplear focos convencionales para la inhibicién de
crecimiento bacteriano en agua contaminada con estos patégenos.

7. A partir del desarrollo de esta investigacidn, es posible decir que el mejor efecto
de inhibicién de crecimiento celular se presenta con el nanomaterial de ferritas
de zinc dopado al 2% de plata (w/w) paralas bacterias Gram negativas, mientras
aunque también se presenta efecto de inhibicién de crecimiento celular con el
mismo material para las bacterias Gram positivas, se requiere una mayor
concentracion. Asimismo, aunque las magnetitas presentan efecto de inhibicion
de crecimiento para las bacterias de interés, se requiere entre dos y cinco veces
una concentracion mas elevada de nanomaterial (en relacion con ZnFe204-Ag.
Por tanto, se recomienda emplear ZnFe204-Ag.

8. Finalmente es importante evidenciar que emplear los nanomateriales como
métodos de desinfeccion en pequefia escala, es una alternativa efectiva a los
métodos de desinfeccidbn convencionales. Los nanomateriales mostraron
inhibicién de crecimiento celular en los microorganismos patégenos de interés
a partir de su activacion por luz visible, y también presentaron comportamiento
magnético para su posible recuperacién por campos magnéticos externos. Sin
embargo hay que tener en cuenta que el presente estudio se realizé a escala
laboratorio, y que la aplicacion de los nanomateriales a gran escala, se encuentra
en desarrollo, bajo las condiciones de tecnologia y economia actuales. Por otro
lado, no se descarta su posible aplicacién a gran escala en unos afios, debido a la
mejora de métodos de sintesis de nanoparticulas.

6.2 Perspectivas

1. Paramejorar la produccion de ROS, se podria agregar H202 al medio en el que se
encuentran las bacterias, identificando la concentracién a la cual se puede
presentar un sistema de oxidacién tipo fenton y con esto la posibilidad de no
solo tener accidn de inhibicion de crecimiento celular por la acciéon de la luz en
la superficie de los nanomateriales sino también por la oxidacién del Fes+ sin
presencia de luz.

2. Teniendo en cuenta que se hareportado que algunas ferritas (MnFe204, CuFe204,
CoFe204 y Fe304) pueden ser efectivas en procesos de fotocatalisis en sistemas
tipo fenton en un pH neutro a basico 64, se recomienda realizar un analisis de
dependencia de pH del medio de catalisis, bajo la presencia de ferritas y H202 en
el proceso de inhibicién bacteriana para cepas de interés.
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La técnica VSM permitié identificar que las NPs empleadas en la evaluacion de
actividad antibacteriana, presentan propiedades magnéticas que permiten su
recuperacion. Sin embargo, es necesario continuar la investigacion para evaluar
el efecto de las mismas sobre las bacterias de interés cuando se retsen.
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8 ANEXOS

8.1 Datos de referencia de difraccion de rayos X

A continuacién se presentan los datos que se tomaron como referencia para el analisis
de XRD de cada muestra. Reportados por la American Mineralogist Crystal Structure
Database.

e Hoja 0002576, base de datos - ferritas de zinc 135

CELL PARAMETERS: 3.4418 8.4418 &§.4418 94,808 98,889 90,988
SPACE GROUP: Fd3m

X-RAY WAVELEMGTH: 1.541338
Cell Volume: 681.598
Density (g/cm3): 5.318
Max. ABS. INTENMSITY J VOLUME**2: 1a4.3282217
RIR: 6.387
RIR based on corundum from Acta Crystallographica A3B (1982) 733-739
2-THETA INTENSITY D-5PACING H K L Multiplicity
15.2@ 4.68 4.873% 1 1 1 &
29.94 36.86 2.9845 2 2 ] 1z
35.26 lag.ae 2.5453 3 1 1 24
36.88 7.28 2.438% 2 2 2 8
42.85 13,29 2.11&5 4 5] ] 6
53.15 12.5% 1.7232 4 2 2 24
56.66 28.77 1.6246 5 1 1 24
56.66 5.068 1.6246 3 3 3 &
62.21 39.84 1.4923 4 4 ] 12
79.586 4.68 1.3348 B 2 ] 24
73.57 9.2 1.2874 5 3 3 24
74.57 2.46 1.2728 B 2 2 24
78.5@ 1.41 1.2135 4 4 4 8
86.22 .79 1.1231 b 4 2 43
89.89 6.21 1.8998 5 2 3 24
89.89 8.25 1.839%8 7 3 1 43

XPOW Copyright 1923 Bob Downs, Ranjini Swaminathan and Kurt Bartelmehs
For reference, see Downs et al. (1%93) American Mineralogist 78, 1184-11&7.
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e Hoja 000024945 , base de datos - Magnetitas 135

CELL PARAMETERS: 8.3958 B8.3558 8.3958 S0 . e 28,0049 SO0, 888
SPACE GROUP: Fd3m

X-RAY WAVELENGTH: 1.541838
Cell Volume: 591.315
Density (g/cm3): 5.196
MAX. ABS. INTENSITY / VOLUME**2: 9Z.49570845
RIR: 3.796
RIR based on corundum from Acta Crystallographica A38 (1382) 733-739
2-THETA INTEMSITY D-SPACING H K L Multiplicity
18.38 7.93 4.8473 1 1 1 8
33.11 28.1e 2.96384 2 2 2 12
35.48 laag.ae 2.5314 3 1 1 24
37.89 8.27 2.4237 2 2 2 &
43.1@ 23.13 2.8989 4 5] @ L
33.47 9.58 1.7138 4 2 2 24
57 .08 24.94 1.6158 5 1 1 24
57.88 &.48 1.6158 3 3 3 8
82.59 41.8e 1.4542 4 4 2 12
7l.ee 3.54 1.3275 B 2 2 24
74,84 8.82 1.2883 5 3 3 24
73.85 3.94 1.2657 B 2 2 24
79.81 2.64 1.2118 4 4 4 &
86.81 3.92 1.121%9 B 4 2 48
§9.71 8.92 1.a93e 7 3 1 48
89.71 5.54 1.a93e 5 5 3 24

XPOW Copyright 1993 Bob Downs, Ranjini Swaminathan and Kurt Bartelmehs
~ reference, see Downs et al. (1993) American Mineralogist 75, 1184-1187.

e Hoja 0011135, base de datos - Plata 135

CELL PARAMETERS: 4.8862 4.83582 4.0862 S0 . ee 08, 08a S6.eaa
SPACE GROUP: Fm3m

X-RAY WAVELENGTH: 1.541338

Cell Wolume: 68.227

Density (g/cm3): 19.508

MaX. ABS. INTENSITY / WOLUME®=2: 264.9%1512%

RIR: 17.521

RIR based on corundum from Acta Crystallographica A38 (1982) 733-730
2-THETA INTENSITY D-5PACING H K L Multiplicity
38.15 lag.ae 2.35892 1 1 1 &
44,34 45,77 2.8431 2 d 2 6
54,58 25.61 1.4447 2 2 2 12
T7.47 27.18 1.2328 3 1 1 24
8l.82 7.69 1.17%6 2 2 2 8

XPOW Copyright 1993 Bob Downs, Ranjini Swaminathan and Kurt Bartelmehs
reference, see Downs et al. (1993) American Mineralogist 78, 1184-11&7.

99



8.2 MANUAL DE SIEMBRA BACTERIANA

Para el manejo de las cepas bacterianas se siguié el procedimiento establecido de
practicas de microbiologia para el manejo de muestras y toma de indculo, el cual se
describe a continuacion 13e:

1. Esterilizar el objeto con el que se va a tomar el inoculo. Si se va a utilizar un asa
o un hilo de platino, la esterilizacion se lleva a cabo por calentamiento en la llama
de un mechero Bunsen hasta que el asa o el hilo se ponen al rojo vivo.

2. Esperar un tiempo corto hasta que el asa o el hilo se enfrien.

3. Retirar el tapon del tubo en el que se encuentra el microorganismo y flamear
ligeramente la boca del tubo.

4. Introducir el asa o hilo estéril y frio en el tubo y tomar una pequefia porcién del
cultivo, tocando ligeramente la superficie del medio de cultivo.

5. Transferir el inoculo a otro medio de cultivo (flameando las bocas de los tubos,
y trabajando en la proximidad de la llama)

6. Volver a flamear ligeramente la boca del tubo.

7. Volver a esterilizar el asa o el hilo antes de dejarlo sobre la mesa de trabajo.

Figura 8-1. Demostracion grafica del manejo y toma de indculo 136
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8.3 Tincion de Gram

Se realiz6 tincion de Gram en las cepas bacterianas, para identificar la morfologia y
distincion de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Figura 7-4), siguiendo el
procedimiento que se menciona a continuacion 13e:

1. Con un asa de siembra tomar una colonia y extenderla en un porta objetos con
el fin de preparar un frotis bacteriano, fijar la preparacion

Teniir con cristal violeta durante 30 segundos.

Retirar el exceso de colorante

Anadir lugol, esperar un minuto

Decolorar con etanol al 95%, 20 segundos.

Lavar con agua.

Afiadir el colorante de contraste, safranina, esperar 1 minuto.

Lavar con agua.

Observar al microscopio (x40, x100).

00N WD

A continuacidn se presenta la descripcién grafica para la preparaciéon de un frotis
bacteriano para tincidn.

Colooue una o dos Flamee g]
gotas de ague so- de nuev{E: e
bre gl porta. )

Flamee el asa.

e E
Quite e! tapén Tome una muestra |
¥ Tlamee 1a bo- | del eultive eon t&::’*;;;:ﬁa del
ca del tubo. el aza estéril. '

i{, n

Depotite las bacte- .
rlas sobre la gota [Fije las cElulas al
Tapone el tubo. p ectiéndalas. calor,

Figura 8-2. Demostracion grafica preparacion de frotis bacteriano para tincion 136
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Cubrir &l frotis con Laver €l exceso de co-
colorante. Tefiir du- lorante Bajo un chorro
rante 1-2 minutos. de agua.

Esturrir €l agua ¥ «««0 SECEr|E presionands
dejar secar la pre- entre dos papeles de fil-
paracifn al aire.., tro {no frote).

Figura 8-3. Demostracion grafica de metodologia para tincion simple 136

Figura 8-4. Demostracion grafica de metodologia para tinciéon simple. Figura
propia

8.4 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Para la propagacion de las cepas de interés, fue necesario emplear medios de cultivo
selectivos, los cuales solo crecen las bacterias afines a cada medio, inhibiendo el
crecimiento de otras microorganismos. Estos medios de cultivo, de manera comercial
se encuentran liofilizados y es necesario rehidratarlos, de acuerdo a las
concentraciones e instrucciones establecidas por el fabricante para cada caso.
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En estos casos la preparacion del medio de cultivo se reduce sencillamente a pesar la
cantidad deseada del mismo y disolverla en agua destilada siguiendo las instrucciones
del fabricante.
Para llevar a cabo la preparacidn, se siguio el procedimiento que se menciona a
continuacidn 13e:
1. Emplear agua destilada para la preparacién del agar de acuerdo a las condiciones del
fabricante.
2. Fundir y homogenizar el agar en el microondas y esterilizar.
3. Verter el agar en las cajas de Petri en un ambiente aséptico, es decir cerca a la llama del
mechero Bunsen.
4. Dejar enfrian en ambiente aséptico con las cajas cerradas.
5. Conservar el medio a 4°C

8.5 OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE CULTIVOS PUROS

Para procurar los cultivos puros de las cepas previamente resembradas, se emplea este
método, el cual se trata del agotamiento continuo y progresivo del inoculo en medios
solidos. Con esto se obtienen un numero reducido de bacterias distribuidas
individualmente a lo largo de la superficie del medio en la caja de Petri, origindndose
colonias individuales que constituyen un cultivo puro (cada una) 13e.

&N fot fatnd

Pauras para la realizacidn de
aislamiento por agotamien oo
por ostria

en tres fases en cuatro fases

Figura 8-5. Demostracion grafica de metodologia para tincion simple 136
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