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RESUMEN

La existencia de cepas resistentes supone un problema creciente en temas de salud
a nivel mundial, en la presente investigacion se llevdo a cabo la sintesis de
nanoparticulas de AgsOas, tanto en chabazita como A4; y nanoparticulas de AgCIOs3
y Ag, utilizando NaCl como soporte. Estos materiales se han producido con la
finalidad de obtener un material que cuenta con propiedades antibacterianas y
bactericidas. La zeolita natural utilizada (chabazita) fue sometida a un proceso de
activacion, con la finalidad de crear el espacio en sus cavidades para el alojamiento
de iones, este proceso no es necesario en el caso de la zeolita sintética (A4).

Los materiales sintetizados fueron caracterizados mediante las técnicas:
absorcion 6ptica por reflectancia difusa, microscopia electrénica de transmision
(MET), espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS),
espectroscopia de absorcién atomica y Microscopia Electronica de Transmision y
espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) en MET; donde se
confirmd la presencia de plata. Se utilizaron los métodos de Kirby-Bauer
(discodifusion) y de dilucion en caldo como parte de la evaluacion de la accion como
antibacteriano, donde se probaron los materiales frente a Escherichia coli ATCC
25922, E. coli (BLEE+), Staphylococcus aureus 25923 y SARM. Por ambas
metodologias se determin6 que los controles negativos (chabazita activada, A4 y
NaCl) no mostraron ninguna accion antibacteriana frente a las cepas estudiadas,
fue E.coli BLEE(+) la cepa que se mostro mas susceptible frente a los materiales
analizados, asi como, se determiné que las nanoparticulas soportadas en NacCl
fueron las que mostraron una mayor actividad antibacteriana. De manera general
fueron las cepas de S. aureus las que mostraron mayor resistencia, y a su vez, las

cepas de E. coli, las mas susceptibles frente a los materiales sintetizados.

Se concluyé con la obtencion de materiales en base a nanoparticulas
metalicas y 6xido-metalicas, que tienen funcion antibacteriana tanto frente a cepas
de referencia, como con resistencia adquirida, lo cual supone un avance en el

camino a prevenir las complicaciones causadas por la resistencia bacteriana.



ABSTRACT

The existence of resistant strains is a growing problem in health issues worldwide,
in the present investigation the synthesis of AgsO4 nanoparticles was carried out,
both in chabazite and A4; and AgCIO3 and Ag nanoparticles, using NaCl as support.
These materials have been produced to obtain a material that has antibacterial
properties and bactericide. The natural zeolite used (chabazite) was subjected to an
activation process, to create space in their cavities for the accommodation of ions,

this process is not necessary in the case of synthetic zeolite (A4).

The synthesized materials were characterized using the techniques: optical
absorption by diffuse reflectance, transmission electron microscopy (MET), X-ray
emitted photoelectron spectroscopy (XPS), atomic absorption spectroscopy, and
Transmission Electron Microscopy and energy dispersion spectrometry of X-rays
(EDS) at MET; where the presence of nanoparticles with sizes between 1-37 nm
was observed and the presence of silver was confirmed. The Kirby-Bauer (disco-
diffusion) and broth dilution methods were used as part of the evaluation of the action
as antibacterial, where the materials were tested against Escherichia coli ATCC
25922, E. coli (ESBL+), Staphylococcus aureus 25923 and MRSA. By both
methodologies it was determined that the negative controls (activated chabazite, A4,
and NaCl) did not show any antibacterial action against the studied strains, E.coli
ESBL(+) was the strain that was most susceptible to the analyzed materials, as well
as, it was determined that the NaCl-supported nanoparticles were the ones that
showed the highest antibacterial activity. In general, the S. aureus strains showed
the greatest resistance, and in turn, the E. coli strains were the most susceptible to
the synthesized materials.

It was concluded with the obtaining of materials based on metallic and oxide-
metallic nanoparticles, which have an antibacterial function both against reference
strains and with acquired resistance, which represents an advance in the way to

prevent complications caused by bacterial resistance.



CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos es actualmente una de las principales
amenazas en el deterioro de la salud humana, ya que en su consecuencia, se
producen millones de muertes anuales a nivel mundial, siendo que para el afio 2050,
un aproximado de 10 millones de decesos podrian deberse a esta problematica en
salud publica. En México, se ha encontrado a las cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus como las principales causantes de muertes asociadas y
atribuidas a resistencia bacteriana.(Murray et al., 2022)

La resistencia se da cuando los microorganismos sufren alteraciones al verse
expuestos de manera excesiva a los antimicrobianos, volviéndose estos ineficaces
y dificultando el tratamiento de infecciones.(OMS & OPS, 2021)

En busca de soluciones a esta problematica se ha hecho uso de la
nanociencia y nanotecnologia, para la sintesis de nuevos materiales que permitan
su uso como antimicrobianos, y a su vez, donde se vea dificultada la adquisicion de
resistencia por parte de los microorganismos, siendo las nanoparticulas metalicas
sintetizadas en soportes como zeolitas y halogenuros alcalinos muy prometedores;
como aportaciones en esta linea de investigacion, Flores Lopez y colaboradores en
2016 realizaron la sintesis de nanoparticulas de plata en NaCl, obteniendo
nanoparticulas entre 5 y 35 nm con una buena actividad frente a Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae por el método de Kirby-Bauer (discodifusion). (Flores-Lopez
et al., 2016)

Otros reportes confirman la actividad de nanoparticulas de plata en zeolita
sintética, con tamafos entre 2.12-3.11 nm con actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli (ATCC 25922), Shigella dysentriae (ATCC 9753), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)
(ATCC 700689), esto analizado por el método de Kirby-Bauer. (Shameli et al., 2011)



Para esta investigacion se decidié utilizar ademas de zeolita sintética, zeolita
natural, con el fin de analizar el comportamiento y eficiencia de la misma y obtener
una comparativa; ademas se realiza un analisis antimicrobiano completo donde se
utilizan tanto cepas de referencia, como aquellas con una resistencia adquirida; y
se analiza su actividad por los métodos de Kirby-Bauer y de dilucién en caldo, este
ultimo permite la determinacién de la actividad de estos materiales como agentes

bactericidas.

En el capitulo 1, se presentan la hipotesis propuesta y los objetivos por

alcanzar en la presente investigacion.

En el capitulo 2, se exponen los antecedentes de investigacion previamente
realizada en relacion con la sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando zeolita y

halogenuros alcalinos como matriz.

En el capitulo 3, se explican los materiales y metodologia para la obtencion
de nanoparticulas, utilizando zeolita sintética A4, siendo la zeolita sintética la
mayormente utilizada en investigacién y desarrollo de materiales; zeolita natural
chabazita, la cual tiene como beneficio su bajo costo y su distribucidn en el estado
de Sonora; y cloruro de sodio. También se explica en este capitulo las técnicas
mediante las cuales se llevo a cabo la caracterizacion de los materiales y los
protocolos seguidos para la evaluacién de la accion antimicrobiana de las muestras

por medio del método de Kirby-Bauer y dilucién en caldo.

En el capitulo 4, se exponen los resultados obtenidos de la caracterizacion
fisicoquimica, asi como, de la determinacibn de estos materiales como
antibacterianos frente a las principales cepas causantes de muertes atribuidas a
resistencia bacteriana en México; y a su vez, se lleva a cabo la discusién de estos

resultados.

Por ultimo, en el capitulo 5, se desarrollan las conclusiones obtenidas de la
presente investigacion y se muestran las perspectivas de trabajo futuro.



1.2 HIPOTESIS

Es posible obtener materiales nanoestructurados utilizando como matriz: zeolita
natural, zeolita sintética y NaCl, que cuenten con propiedades antibacterianas frente

a distintos tipos de cepas.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Estudiar las Propiedades fisicas, quimicas y bacteriologicas de nanoparticulas
metalicas y oOxido-metalicas en diferentes matrices; asi como, establecer una

relacion entre dichas propiedades y su actividad como antibacteriano.

1.3.2 Objetivos Particulares

» Limpieza y activacion de zeolita natural.

> Establecer parametros de sintesis para obtener nanoparticulas metalicas y/o
oxido-metalicas con una distribucion de tamafo que potencie su actividad
como antimicrobiano.

» Caracterizacion fisicoquimica de los materiales obtenidos.

» Determinar la propiedad antibacteriana y bactericida de los materiales.



CAPITULO 2
2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 El uso de la Zeolita para la Sintesis de Nanoparticulas Metalicas y

Oxido-Metalicas

A lo largo de los afios el uso de la zeolita se ha extendido, esto debido a sus
importantes propiedades: cataliticas, estructura formada de cavidades y canales,
facilidad de propiciar el intercambio de cationes, baja densidad, etc. un soporte
como la zeolita es grandemente util para la sintesis de nanoparticulas ultra
pequefias, ya que si bien, estas cuentan con una alta area superficial que provoca
gue cuenten con sitios activos expuestos, la zeolita cuenta con una selectividad de
forma y tamafio, por lo que permite un mejor control de la sintesis (figura 1). (N. S.
Flores, 2010; Walcarius et al., 1997; Wang et al., 2021)

Cubocuaedro
(Cavidad sodalita)
Prisma
hexagonal

=)

Cavidad o

Figura 1.- Armazon estructural de las zeolitas.(Walcarius et al., 1997)



Aprovechando estas propiedades es que se ha utilizado para la sintesis de
nanoparticulas metalicas, Torres y colaboradores realizaron la sintesis de
nanoparticulas de plata en tres tipos de zeolita natural (chabazita, clinoptilolita y
clinoptilolita/stilbita), obteniendo nanoparticulas con una distribucion de tamafios
entre los 2-20 nm, que contaron con una accidn bactericida frente a E. coli ATCC
25922, K. pneumoniae ATCC 25955 y K. pneumoniae BLEE+. (E. |. Torres, 2018)

(100)
(10-1)
(11-1)
(111)
(20-1)
(2-1-1)
(21-1)
(20-2)
(3-1-1)
(310)
) o 0 o o
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Figura 2.- Difractograma de Rayos X, para muestras obtenidas utilizando chabazita como
matriz. a) chabazita de yacimiento, b) chabazita pura activada, c) chabazita con AQNP’s a
partir de AgNO3 0.01M, d) chabazita con AQNP's a partir de AQNOs 0.05M, e) chabazita
con AgNP’s a partir de AGQNOs3 0.07M. (E. |. Torres, 2018)

Se ha destacado ademas, por medio de mediciones por difraccion de rayos
X, que la zeolita cuenta con la capacidad de mantener su estructura sin sufrir

afectaciones importantes después del proceso de sintesis, incluso, siendo sometida



en repetidas ocasiones, sin embargo, si se puede observar un cambio en las
intensidades de los picos del difractograma debido al estrés causado en la red
durante dichas sintesis (figura 2); en el caso de la zeolita natural, esta no necesita
ser sometida a exhaustivos y costosos procesos de purificacion.(Mejia Zamudio et.
al. 2009; Torres-Flores et al., 2021)

En otros trabajos realizados, se ha reportado la sintesis de nanoparticulas de
plata con estructura hexagonal, en zeolita sintética A4, obteniendo nanoparticulas
en el rango de 1-10 nm, las cuales mostraron una importante inhibicion frente a E.

coli y Salmonella.(N. Flores, 2017)

2.1.2 Cloruro de Sodio (NaCl) como matriz de Nanoparticulas Metalicas y
Oxido-Metalicas

A diferencia de la sintesis en zeolita, la cual se encuentra ampliamente estudiada;
la sintesis de nanoparticulas metalicas y/o Oxido-metalicas soportadas en
halogenuros alcalinos como matriz, es aun un campo relativamente nuevo en la
obtencion de estos materiales. Existen reportes de procesos utilizados para lograr
este objetivo, sin embargo, su desarrollo supone un conjunto de complicaciones al
ser altamente costosos por involucrar la necesidad de hornos a altas temperaturas,
primero en la obtencion del cristal y posteriormente en la evaporaciéon del metal, se
requiere ademas de un equipo de vacio y entrenamiento significativo para el
desarrollo de dicha tarea. (Pérez-Rodriguez et al., 2006)

En contra parte, el método utilizado en la presente investigacion, tiene marcadas
ventajas al ser un método economico, efectivo y practico.

Entre otras investigaciones y trabajos realizados se encuentra la sintesis de
nanoparticulas de plata soportadas en cloruro de sodio (NaCl) como matriz,
utilizando como intermediario zeolita sintética(A4) y natural (chabazita), obteniendo
nanoparticulas entre los 5-35 nm, estas nanoparticulas presuntivamente se
encuentran en la superficie y/o en el interior de los nanocristales de NaCl, y se
muestra que la matriz no sufre destruccion alguna después del procedimiento, sin

embargo, por medio de difraccién de rayos X se determin6 que si existen ciertos



cambios en la intensidad de los picos principales para el NaCl, debido al estrés
ocasionado por la presencia de la plata (figura 3). También se ha determinado que
estos tipos de materiales pueden ser utilizados de manera exitosa contra
microorganismos con resistencia adquirida, con una eficiencia incluso mayor que
antibioticos conocidos como la gentamicina, significando una posible herramienta
para contrarrestar infecciones, y que permite explorar la posibilidad de creacion de
soluciones salinas fisiologicas, como las ya existentes, pero con propiedades
antimicrobianas y que puedan ser aplicadas en seres vivos. (Flores-Lopez et al.,
2016; E. Torres, 2016)
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Figura 3.- Difractograma de Rayos X de: A) NaCl puro, B) NaCl-Aqg. (E. Torres,
2016)

Debido a la alta biocompatibilidad y solubilidad en agua del NaCl, estos

materiales podrian ser altamente efectivos no solo siendo utilizados en la



prevencion, sino que también, en el tratamiento del paciente, siendo viable el

consumo del mismo, ya sea por via oral como intravenosa .

2.1.3 Relacion del Plasmén de Superficie con el Tamafo y Forma las

Nanoparticulas Metalicas y Oxido Metalicas

Se denomina plasmon de superficie a las oscilaciones de los electrones libres, los
cuales se desplazan colectivamente y producen una carga temporal en la superficie,
esta respuesta de las nanoparticulas metalicas se debe al acoplamiento de la
radiacion electromagnética con los electrones libres. Se ha determinado que la
frecuencia de la resonancia depende de la distribucion de cargas en la superficie,
que, a su vez, tiene relacion con el tamafio y morfologia de las nanoparticulas.
(Noguez Cecilia, 2013)
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Figura 4.- Respuesta optica de AgNP’s segun su tamario y morfologia a temperatura: (a)
T=80Ky (b) T= 600 K. (Gonzalez, 2014)
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A. L. Gonzalez y colaboradores (2007;2014) han reportaron estudios tedricos
sobre la relacion entre el plasmon de superficie y la morfologia, en nanoparticulas
de plata; encontraron que existe un cambio en la posicion del plasmon de
resonancia segun la morfologia, ya sea una nanoparticula esférica, cubica, cubos
truncados, decahedros, etc. Identificaron como las nanoparticulas al encontrarse
mayormente truncadas, el plasmén se desplaza a menor longitud de onda (figura
4). (Gonzalez, 2014b; Gonzalez & Noguez, 2007)

2.1.4 La amenaza de la Resistencia a los Antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los temas de salud actual que se han
vuelto mas preocupantes a nivel mundial, ya que afecta a cualquier persona
independientemente de su sexo, edad, o pais de origen; si bien la resistencia es un
fendbmeno esperado, se ha dado un aceleramiento excesivo debido al mal uso de
los antimicrobianos, y entre las consecuencias se encuentran el incremento de la
mortalidad en seres humanos, el aumento de los costos hospitalarios y
complicaciones en varios tipos de intervenciones meédicas como trasplantes,

quimioterapia e intervenciones quirurgicas en general. (OMS, 2020b)

A nivel mundial, las cepas bacterianas que causan mayor cantidad de
muertes asociadas a la resistencia a los antibioticos son: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa; siendo las mas problematicas

para México, las primeras dos mencionadas. (Murray et al., 2022)

Existen muy pocos antibidticos en desarrollo, y entre ellos, son los menos los
que estan dedicados a contrarrestar a las bacterias con resistencia adquirida mas
peligrosas, ademas, segun la organizacion mundial de la salud aquellos que se
encuentran en fase de pruebas clinicas, muestran pocos beneficios con los
antibidticos disponibles actualmente. Informes segun la OMS del afio 2022, indican
que si bien, en los ultimos 4 afios ha existido cierta estabilidad en el progreso de la

resistencia bacteriana, algunos padecimientos comunes como septisémias
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propiciadas por E. coli y Salmonella spp., y gonorrea, han tenido un incremento de
15% por lo menos; la OMS también indica que pueden existir falta de informacién al
respecto, ya que en el aino 2020 varios paises no presentaron sus informes debido
a la pandemia de COVID-19.(OMS, 2020a, 2022)

En el afno 2020 se presentd un estudio realizado en el hospital de
especialidades “Dr. Belisario Dominguez”, de la ciudad de México; en él, se reportan
los resultados obtenidos de la vigilancia epidemioldgica para cepas resistentes en
el periodo que comprende del 1 de enero de 2015 al 31 de diciembre de 2018, se
llevé a cabo el analisis de 1890 hemocultivos, de los cuales, 450 resultaron positivos
para microorganismos del grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina [SARM)], Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosay Enterobacter spp.), lo cual representa
cerca de una cuarta parte de los hemocultivos analizados; se observd que los
microorganismos mayormente aislados fueron E. coli y S. aureus con 34.4% vy
24.4% de los aislados respectivamente, y a su vez, que la incidencia de los

aislamientos va aumentando afio con afo. (Fuentes-Gonzalez, 2021)

2.1.5 Mecanismo de Accién de las Nanoparticulas Metalicas y Oxido-
Metalicas como Antimicrobiano y Propiedades que Afectan su Efectividad.

Por mucho tiempo se han hecho esfuerzos por determinar el mecanismo mediante
el cual las nanoparticulas metalicas y 6xido-metalicas causan la muerte celular de
la bacteria, para lo cual, se ha determinado que existen multiples procesos que se
llevan a cabo dentro y fuera de la célula, entre los principales se encuentran: (Mba
& Nweze, 2021)

- Adherencia de la nanoparticula a la membrana: donde provoca una
disrupcién de esta, causando filtracién del material intracelular, dafio en las

bombas de flujo, disrupcién de la sefalizacion de la célula, etc.
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- Produccion de especies oxigeno reactivas, que pueden: dafar la bomba de
Na'/K*, causar peroxidacion de la membrana lipidica, causar estrés
oxidativo, evitar la formacion de biofilmes, etc.

- Interacciéon de nanoparticulas y iones con el ADN, lo que lleva a la
inactivacion de proteinas y posteriormente a la muerte celular.

- Interaccién de nanoparticulas y iones con el ARN, evitando la sintesis de

proteinas.

Los mecanismos antes mencionados tienen como consecuencia la muerte
celular, ya sea programada (apoptosis) o por necrosis; estos se esquematizan en la

figura 5.

Ha sido muy reportado en la literatura la afinidad de los iones y/o nanoparticulas de
plata por interactuar con los enlaces disulfuro, por lo que, esta accion puede evitar
la sintesis de proteinas esenciales para la bacteria; ademas se ha observado que
la accidon antimicrobiana se debe a la presencia de la plata tanto en forma idnica

como, de nanoparticula. (Del Rocio Couitifio et al., 2017; Medina, 2010)
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Figura 5.- Mecanismo de actividad de las nanoparticulas metalicas y oxido-metalicas
contra bacterias.(Mba & Nweze, 2021)
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CAPITULO 3
3.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1.1 Materiales

Se utilizé como matriz para la sintesis de nanoparticulas:

e Zeolita natural chabazita, obtenida del yacimiento “La Palma”, ubicado en el
municipio de Divisaderos, en el estado de Sonora.

e Zeolita sintética A4 comercial de Waco Chemicals Inc., (con formula Na12[(Si
02)12(Al O2)12]. 27 H20).

e Cloruro de Sodio (NaCl), marca Sigma-Aldrich. CAS 7647-14-5.

El proceso de activacion y/o limpieza de la chabazita se llevdo a cabo
utilizando cloruro de amonio (NH4Cl), de la marca “Fermont” (CAS 12125-02-9).

Para la sintesis de nanoparticulas se utilizé nitrato de plata (AgNO3), marca
“‘Fermont” (CAS 7761-88-8).

Debido a que las sales de plata cuentan con una propiedad fotosensible, toda
la cristaleria utilizada fue recubierta de color negro y las areas de sintesis,
protegidas del paso de la luz.

Para la realizacién de recubrimientos se utilizdé pintura comercial blanca,

marca “Osel”.

Las pruebas antibacterianas fueron realizadas utilizando cepas gram
positivas y gram negativas, tanto registradas como con resistencia adquirida a
anibioticos, las cuales, fueron inoculadas en caldo Mueller-Hinton, agar para
meétodos estandar y solucién salina fisiologica al 0.9%.

Los resultados obtenidos de manera experimental fueron analizados por

medio de los softwares: OriginPro 9, MDI Jade, DigitalMicrograph e ImageJ.
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3.1.2 Metodologia

l. Molienda de la Chabazita

La molienda de la chabazita se realiz6 utilizando en primera instancia el molino de
quijada del Departamento de Geologia de la Universidad de Sonora,
posteriormente, se realizé6 una separaciéon granulométrica en medio acuoso, que
consiste en tomar la zeolita que ha pasado por la primera molienda y agregarla en
un recipiente con agua destilada por un tiempo determinado (de 30 min a 1 hora),
pasado el tiempo se observara como la zeolita con mayor densidad por la presencia
de 6xidos de fierro precipita en el fondo, mientras que, la zeolita con una mayor
pureza permanece “flotante”, esa zeolita “flotante”, es recuperada por decantacion

y llevada a filtracion. (Mendoza Cérdova, 2013)

Figura 6.- Molino planetario, marca FRITSCH, modelo Pulverisette 6, del Departamento
de Investigacion en Fisica de la Universidad de Sonora.
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Una vez obtenida la zeolita “flotante” de forma sélida por filtracion, se realizd
la ultima molienda en el molino planetario marca FRITSCH, modelo Pulverisette 6,
del Departamento de Investigacion en Fisica de la Universidad de Sonora (figura 6),
en el cual se programaron cinco ciclos de molienda a 400 rpm con duracion de 1
minuto, seguido de 10 minutos de reposo, de este procedimiento se obtuvo
chabazita pulverizada calidad talco en la que puede llevarse a cabo el proceso de

activacion.

Il. Activacion de la Chabazita

Se tomd6 como referencia el procedimiento utilizado por J.F. Roman-Zamorano en

2006, donde se realiz6 la sintesis de Pb y PbS en zeolita natural.(Roman, 2006)

Este es un proceso necesario para las zeolitas naturales, donde se propicia
el intercambio idnico entre los cationes con los que la zeolita cuenta en su estructura
de manera natural, con la finalidad de liberar espacio en las cavidades; para ello se
utiliza el NH4Cl, propiciando un intercambio entre el cation presente en la cavidad
de la zeolita y el ion NH4*, mediante el siguiente procedimiento:

1. En un tubo de ensaye se colocé la chabazita en contacto con agua
desionizada y se dejo por 24 horas para su hidratacion.

2. Se tomo la zeolita hidratada y se colocé en un sistema de bafio quimico con
una temperatura controlada de 50°C.

3. Se agrego6 una solucion acuosa de NH4Cl 0.3M, después de pasada la
solucién, se mantuvo en agitacion magnética 10 minutos mas a temperatura
de reflujo.

4. Filtrado de la solucion.

5. Se lavo la zeolita nuevamente, manteniéndola 10 minutos en agitacion
magnética con agua desionizada.

6. Se paso la solucion a filtracion obteniendo la zeolita sdélida, consiguiendo el
sistema zeolita- NH4".
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7. Una vez eliminada el agua excedente por filtracion, se procedi6 a realizar un
tratamiento térmico con los siguientes intervalos:
i. 5 minutos a 50°C
ii. 3horasa125°C
iii. 3 horas a300°C
iv. 3 horas a400°C

Con este tratamiento térmico, se propicia que el NH4* se descomponga en NH3 +
H*, evaporandose el amoniaco, llevando a la obtencion del sistema chabazita- H*.

lll. Sintesis de Nanoparticulas en Zeolita

En el presente apartado se muestra el procedimiento para la sintesis de
nanoparticulas en zeolita, controlando variables macroscopicas como: temperatura,
molaridad, volumen y tiempo, dicho procedimiento se realiza de igual manera para

zeolita natural activada, como para zeolita sintética.

En esta etapa, se sustituye el ion intercambiable presente en la zeolita (H* en
el caso de la chabazita y Na* en el caso de la A4, por un ion Ag*, por medio de
intercambio i6nico y con el uso de un equipo de bafio quimico; para ello se tomo la
zeolita y se hidrato con agua desionizada, después, se puso en agitacion magnética
a 50°C, simultaneamente, se preparo una soluciéon de AgNO3 al 0.07M, la cual se
agrego a una bureta con el fin de mantener una temperatura homogénea en el
sistema, y a su vez, obtener una sintesis controlada, para después pasar dicha
solucion gota a gota, pasado esto se dejo en agitacion magnética durante 15
minutos mas, después, se paso la zeolita a un sistema de filtracion al vacio, con la
finalidad de eliminar los residuos de la sintesis vy filtrar el agua agregada durante el

proceso, para asi obtener el material en forma sélida.

Una vez llevada a cabo la primera filtracion de la zeolita, se procedio a lavar

con agua desionizada, para asi eliminar los iones no enlazados a la zeolita que se
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encontraban por fuera de las cavidades de la misma, después del proceso de
filtrado, el material obtenido se dejé secar a temperatura ambiente, obteniendo una

muestra solida.

El procedimiento anteriormente descrito se esquematiza en la figura 7.

Preparacion de
solucion de AgNO,
0.07M.

Agitacion magnética
———p  ensistemadebafio =~ =————d Lol
quimico a 50°C. /0
10g de zeolita
+70ml de agua

desionizada
o Filtracion. °

s AGtACION dUrante g
15 min.

g

Lavado y secado. i O
N O

Agregar solucién y pasar gota a gota.

< Este procedimiento se realiz6 para los dos tipos de zeolita.

Figura 7.- Disefio experimental de la sintesis de nanoparticulas y su alojamiento en
zeolita.

Se obtuvieron 2 tipos de materiales de zeolita soportando nanoparticulas metalicas
y/o 6xido metalicas:

1) Nanoparticulas soportadas en chabazita
2) Nanoparticulas soportadas en A4
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IV. Alojamiento de Nanoparticulas en Cloruro de Sodio (NaCl)

El presente procedimiento se realizé tanto para las nanoparticulas soportadas en
zeolita natural chabazita, como, para las nanoparticulas soportadas en zeolita
sintética A4. (N. Flores, 2023)

Primero, se prepararon 50ml. de una solucion saturada de NacCl, la cual se
puso en contacto con 5 gramos de zeolita alojando nanoparticulas metalicas y/o
oxido metdlicas, una vez mezcladas, la solucion fue agitada magnéticamente
durante 30 minutos, con el fin de obtener una mezcla homogénea; pasado el tiempo,
se llevo a cabo el filtrado de la solucion, con el fin de separar la fase sélida de la
liquida, finalmente, la solucion acuosa obtenida en el matraz fue calentada mientras
era agitada magnéticamente, esto con el fin de eliminar el agua y asi obtener la

muestra solida de cloruro de sodio soportando nanoparticulas (figura 8).

00—
o]
6
4
e 2 a—
Preparacion de 50ml Mezclar la solucién
de una solucién de NaC! con 5g de
saturada de NaCl zeolita-Nps.

La solucién recuperada del
matraz se somete a 30 min de agitacién
agitacion y calentamiento, Filtracién al vacio. magnética.
hasta obtener el material

solido de NaCl+Nps.

% Este procedimiento se realizo para los dos tipos de zeolita.

Figura 8.- Diserio experimental del alojamiento de nanoparticulas en NaCl.
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Se obtuvieron 2 tipos de materiales de NaCl soportando nanoparticulas metalicas

y/o 6xido metalicas:

1) Nanoparticulas soportadas en NaCl, obtenidas a partir de chabazita.

2) Nanoparticulas soportadas en NaCl, obtenidas a partir de A4.

V. Desarrollo de Recubrimientos

En procedimientos separados, se mezclé 0.25 g de cada uno de los materiales
sintetizados con 20 ml. de pintura comercial marca “Osel”, con ayuda de agitacion
magneética, utilizando un portaobjeto de vidrio como sustrato; se obtuvo el
recubrimiento por medio del método de “dip-coating” o “inmersion” descrito en la

figura 9.

Una vez realizados los recubrimientos, para cada uno de ellos fue evaluada

la actividad antibacteriana.

Zeolite-AgNp
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Dippin Wet layer formation  Solvent evaporation
g

Figura 9.- Representacion esquematica del método de “Dip-Coating” o inmersion, para la
elaboracién de recubrimientos.(Torres-Flores et al., 2021)
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VI. Caracterizacion Bacteriologica de los Materiales Obtenidos por Medio del
Método de Kirby-Bauer (Discodifusion).

La determinacion de la actividad antibacteriana de los materiales obtenidos en el
proceso de sintesis, se realizé en el Laboratorio de Microbiologia, del Departamento

de Ciencias Quimico Biologicas y de la Salud, de la Universidad de Sonora.

i. Cepas Bacterianas
Se probo la eficacia como antibacteriano de los materiales, frente a las siguientes
cepas:

» Escherichia coli ATCC 25922.
» Escherichia coli Beta-Lactamasa de Espectro Extendido positivo (BLEE+).
» Staphylococcus aureus 25923.

» Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

ii. Medios de Cultivo
El desarrollo y crecimiento de las cepas en estudio se llevd a cabo en los siguientes

medios de cultivo:

» Agar para métodos estandar
» Caldo Mueller-Hinton

Estos medios de cultivo permiten el crecimiento de gran variedad de cepas.
También se utilizé solucidn salina fisiologica al 0.9% para la realizacién de las

suspenciones bacterianas.

iii. Procedimiento

Se realizo el indculo de la cepa bacteriana en caldo Mueller-Hinton y posteriormente
se llevd a incubacion a 37°C durante 24h; después de incubacion se estandarizé la
concentracion de la cepa segun el estandar de McFarland 0.5 (1.5x108 UFC/ml).
Con ayuda de un asa microbiologica estéril se realizaron pequefas perforaciones
en el medio de cultivo, después, se llevd a cabo la inoculaciéon de manera masiva

de la cepa a partir de la solucion salina estandarizada en el medio de cultivo, a
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continuacion, se colocaron porciones del material de 0.01 gramo en las
perforaciones. Dichas placas se incubaron durante 24 horas a 37°C, pasado el
tiempo, se midié el halo de inhibicidon; estos procedimientos se realizaron por
triplicado.

El procedimiento anteriormente mencionado, se esquematiza en la figura 10.

%4 0 @ 0.
; ,,ﬁ! — ] — Incubaciér: 1826 =
\ s adrc. e
i . wlw L]
< L =g
Capa bactsriana Inoculacion en caldo
' Mueller-Hinton. Estandarizacion segun el
estandar de McFarland

0.5 (1.5x108 UFC/ml).

Incubacion 18-24h ===
a 37°C.

Medicion del halo de

Inoculacion masiva Colocar mussir. inhibicion.

(previamente
perforacion del agar).

Figura 10.- Representacion esquematica del método de Kirby-Bauer para la
determinacion del halo de inhibicion.

VII. Caracterizacion Bacteriolégica de los Materiales Obtenidos por Medio del
Método de Dilucion en Caldo para la Determinacion de las Propiedades
Bactericidas.

i. Cepas Bacterianas

Se probo la eficacia como antibacteriano de los materiales, frente a las siguientes
cepas:
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» Escherichia coli Beta-Lactamasa de Espectro Extendido positivo (BLEE+).
» Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

ii. Medios de Cultivo
El desarrollo y crecimiento de las cepas en estudio se llevd a cabo en los siguientes

medios de cultivo:

» Agar para métodos estandar
» Caldo Mueller-Hinton

» Solucidn salina fisiologica al 0.9%

iii. Procedimiento

Se realizo el indculo de la cepa bacteriana en caldo Mueller-Hinton y posteriormente
se llevo a incubacion a 37°C durante 24h; después de incubacién, se estandarizé la
concentracion de la cepa segun el estandar de McFarland 0.5 (1.5x108 UFC/ml). Se
agregaron 100pl de la suspension bacteriana en tubos con 3ml de caldo Mueller-
Hinton, después, se agregd la muestra en distintas cantidades (0.02g,0.06g y 0.1g)

y se procedio a incubar por 24h.
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Mueller-Hinton. Estandarizacion segun el
estandar de McFarland
0.5(1 .5x1O°IUFCImI).

/{ Agregar muestra. ° °

-
=t — , Incubacion 18-24h . a
a37°C.

Medicién del halo de

Cepa bacteriana.

0.02g 0.06g 0.1g

100 pL de la inhibicion
suspension
bacteriana. l

Incubacién 18-24h
a37°C

Inoculacién masiva. Conteo de UFC.

Figura 11.- Representacion esquematica del método de dilucion en caldo para la
determinacion de las propiedades bactericidas.
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Una vez pasada la incubacion, se tomaron 20ul de la suspension y se
agregaron en placas petri con agar para métodos estandar, lo cual se inocul6 de
manera masiva; una vez inoculadas, dichas placas se pusieron en incubacion 24h
y se realizd el conteo de las UFC, se consider6 como actividad bactericida, la
existencia de wuna inhibicion igual o superior al 99.9%. El procedimiento

anteriormente mencionado, se esquematiza en la figura 11.

Una vez pasado el tiempo de incubacion, se llevd a cabo el analisis y
observacion de los medios de cultivo, con el fin de determinar la actividad

bactericida del material.

3.1.3 Caracterizacion Fisica de Nanoparticulas Metalicas y Oxido Metalicas
en Zeolita y NaCl

I. Absorcién Optica por Reflectancia Difusa

Figura 12.- Espectrofotémetro UV-Vis, marca PERKIN-ELMER, modelo A-19, del
Departamento de Investigacion en Fisica de la Universidad de Sonora.
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Esta caracterizacion se realizé por medio del espectrofotometro de UV-Visible,
marca Perkin-Elmer, modelo: A-19, equipado con esfera integradora, localizado en
el Laboratorio de Estado Solido del Departamento de Investigacion en Fisica, de la
Universidad de Sonora (figura 12); donde se utilizé una celda de cuarzo, en la cual
se depositd un aproximado de dos gramos del material en polvo.

Il. Espectroscopia de Fotoelectrones Emitidos por Rayos X (XPS)

Para el analisis elemental del material, por medio de XPS, se utilizdé el
Espectrometro de Fotoelectrones Emitidos por Rayos X, Marca PERKIN-ELMER,
Modelo PHI5100, con fuente Mg y Al, del Departamento de Investigacidon en Fisica
de la Universidad de Sonora (figura 13).

Figura 13.- Espectrometro de Fotoelectrones Emitidos por Rayos X, marca PERKIN-
ELMER, modelo PHI5100 con fuente Mg y Al, del Departamento de Investigacion en
Fisica de la Universidad de Sonora.
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lll. Espectroscopia de Absorcion Atémica

Para la determinacién de la concentracion de plata en los materiales sintetizados,
se utilizé el espectrometro de absorcién atomica, marca PERKIN-ELMER, modelo
AAnalyst 400, del Departamento de Ingenieria Quimica y Metalurgia de la

Universidad de Sonora (figura 14).

Figura 14.- Espectrometro de Absorcion Atémica, marca PERKIN-ELMER, modelo
AAnalyst 400, del Departamento de Ingenieria Quimica y Metalurgia, de la Universidad de
Sonora.
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IV. Microscopia Electréonica de Transmision y Espectrometria de Dispersion
de Energia de Rayos X (EDS) en MET

Se llevé a cabo la caracterizacién de los materiales sintetizados por medio de
microscopia electronica de transmisién y se utilizd el Microscopio Electronico de
Transmision, marca JEOL, modelo JEM2010F, de la Universidad de Sonora.

Para ello, se preparé una suspension agregando agua en el caso de los
materiales utilizando zeolitas como matriz, y etanol para aquellos en los que se
utilizé NaCl; y se separ6 en viales debidamente rotulados, los cuales fueron llevados
para su medicidn, donde se agreg6 una pequefia alicuota en una rejilla de cobre, la
que se coloca en el microscopio para obtener las imagenes que fueron
posteriormente analizadas. El analisis elemental se realizé utilizando el
espectrometro de dispersion de energia de rayos X (EDS), marca BRUKER, con un
detector XFlash 5030 (figura 15).

Figura 15.- Microscopio Electrénico de Transmision, marca JEOL, modelo JEM2010F, del
Departamento de Fisica de la Universidad de Sonora.
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CAPITULO 4

4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 Absorcién Optica por Reflectancia Difusa de Nanoparticulas Metalicas y

Oxido-Metalicas, Soportadas en Zeolita y Cloruro de Sodio.

De manera muy general podemos visualizar a la Nanociencia como la ocurrencia

de dos fendbmenos fundamentales que se observan en los materiales.

1. El primero de estos fenbmenos ocurre cuando el mismo material se comporta
de diferente manera en funcion del tamafio, como lo es en el caso de los
semiconductores; y en funcién de su tamafo y/o forma, en el caso de
metales.

2. El segundo fenbmeno que ocurre y es igualmente de suma importancia, es

cuando dos materiales diferentes exhiben el mismo comportamiento.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos para la caracterizacion
de los materiales sintetizados por medio de absorcién 6ptica por reflectancia difusa,
en el eje horizontal se presenta la longitud de onda, la cual se barrié6 de 200-800
nm, mientras que, en el eje vertical se observa (1-R)? 2R que es la funcion de
Kubelka-Munk, que es utilizada en el caso de materiales opacos y homogéneos,
como es el caso de la zeolita. Esta funcion se presenta medida en unidades
arbitrarias (u.a.). (Kubelka & Munk, 1931)

En la figura 16 se muestran los resultados obtenidos por medio de absorcion
Optica para nanoparticulas soportadas en chabazita como matriz. En este espectro
podemos apreciar dos bandas, la primera se encuentra en el intervalo de 200 a 250
nm, con maximo en 213 nm, dicha sefial puede ser asignada a la presencia de iones
de plata en el material.(Gulina et al., 2014). La segunda banda se encuentra en el
intervalo de 350 a 800 nm con un maximo en 570 nm. Al realizar la deconvolucion
del espectro se observa como la envolvente coincide perfectamente con la sefial

experimental, y que dicha sefnal es reproducida por la suma de tres sefiales distintas
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con maximos en; 455, 570 y 690 nm, las cuales podemos atribuir a tres poblaciones
diferentes de nanoparticulas, (con distinto tamafo, forma y/o composicidn). La
diferente composicidon se puede asegurar apoyados en el espectro de alta
resolucion por XPS para este material mostrado en la figura 21, segun la
deconvolucion realizada, la plata se encuentra en dos estados de oxidacion que
son: plata metalica y plata enlazada a oxigeno, hecho que nos hace deducir que las
tres bandas observadas en el espectro de la figura 16, se deben a que en el material
existe la presencia de nanoparticulas de AgszO4, y también, nanoparticulas de plata
metalica. La presencia de nanoparticulas de AgsO4 en el material fue corroborada
mediante Microscopia Electronica de transmision, hecho que quedo registrado en la
figura 28b donde, haciendo uso del software “DigitalMicrograph” fue posible la
identificacion de una nanoparticula basado en sus distancias interplanares,

corroborando que se trata de AgsOa.
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Figura 16.- Absorcion optica de nanoparticulas de AgsO4 soportadas en chabazita,
y deconvolucion del espectro obtenido.
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En la figura 17 se muestran el espectro de absorcion éptica obtenido para las
nanoparticulas soportadas en zeolita sintética A4, se pueden observar dos bandas
bien definidas, la primera en el intervalo de 200-250 nm con un maximo en 212 nm,
esta sefal es atribuida a la presencia de iones de plata. La segunda banda se
encuentra en el intervalo entre 250-800 nm, donde al analizar la deconvolucion, se
aprecia que la envolvente coincide perfectamente con la sefial experimental, y que
dicha envolvente es formada por la suma de cuatro bandas distintas con maximos
a 385, 480, 562 y 647 nm, dichas sefales se atribuyen a cuatro poblaciones
diferentes de nanoparticulas, en este punto solo se puede asegurar que son
diferentes en tamafio, forma y/o composicidn. Este hecho se respalda en el espectro
de alta resolucion por XPS para este material mostrado en la figura 25, donde se
observan dos estados de oxidacion para la plata; plata metalica y plata enlazada a
oxigeno. La existencia de nanoparticulas de AgsO4 en el material fue confirmada
mediante MET, como se observa en la figura 29b, donde se realiz6 la identificacion

de una nanoparticula, confirmando que se trata de AgszOa.
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Figura 17.- Absorcion Optica de nanoparticulas de Ags;O4 soportadas en A4, y
deconvolucion del espectro obtenido.
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En la figura 18 se muestra el espectro de absorcion optica dado por las
nanoparticulas soportadas en NaCl a partir de la sintesis con chabazita como matriz.
En el espectro se observa una banda en el intervalo de 200 a 550nm, la
deconvolucion del espectro muestra como la envolvente coincide de muy
aproximadamente con la sefial experimental, dicha banda es reproducida por la
suma de cuatro senales diferentes con maximos en; 231, 265, 319 y 412 nm, la
sefal a 231 nm se atribuye a la presencia de iones de plata, mientras que; las
sefales obtenidas con maximos en 265, 319 y 412 nm se atribuyen a la presencia
de dos poblaciones distintas de nanoparticulas, (con distinto tamaro, forma y/o
composicion). La presencia de nanoparticulas de AgCIOs en el material se confirmo
su presencia por MET, segun lo observado en la figura 30b donde, haciendo uso
del software “DigitalMicrograph” fue posible la identificacién de una nanoparticula
de AgCIO:s.
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Figura 18.- Absorcion optica de nanoparticulas de AgCIOs soportadas en NaCl a
partir de la sintesis con Chabazita, y deconvolucion del espectro obtenido.
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Por ultimo, en la figura 19 se muestra el espectro de absorcion optica
obtenido por la caracterizacién de nanoparticulas soportadas en NaCl a partir de la
sintesis con A4 como matriz. En el espectro se observa una banda, donde la
deconvolucion del espectro muestra como la envolvente coincide de manera
perfecta con la sefal experimental, dicha banda es reproducida por la suma de
cuatro sefiales diferentes con maximos en; 226, 260, 318 y 420 nm, la sefial a 226
nm se asigna a la existencia de iones de plata en el material, mientras que; las
sefales obtenidas con maximos en 260, 318 y 420 nm se atribuyen a la presencia
de tres poblaciones diferentes de nanoparticulas, (distinto tamafo, forma y/o
composicion). Por medio de MET se analizo la presencia de nanoparticulas de Ag
en el material, segun lo observado en la figura 31b donde, fue posible la
identificacion de una nanoparticula corroborando que se trata de plata metalica.
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Figura 19.- .- Absorcion optica de nanoparticulas de Ag, soportadas en NaCl a
partir de la sintesis con A4, y deconvolucion del espectro obtenido.
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Es bien sabido y explicado en la literatura que la localizacion del plasmon
depende de factores como lo es la forma y tamafio, siendo la forma quien tiene una
mayor importancia, es por ello, que en el caso de nanoparticulas esféricas con una
alta simetria, podemos observar un solo plasmén de superficie que se traduce en
una sola senal en el espectro; cuando esta condicion desaparece, obtenemos
nuevas resonancias que dependen de los factores ya mencionados, es por ello, que
al observar los espectros obtenidos en la presente investigacion, podemos aseverar
la obtencidn de distintas poblaciones de nanoparticulas metalicas y/o Oxido-
metalicas. (Gonzalez & Noguez, 2007; Sau & Rogach, 2010)

4.1.2 Espectroscopia de Fotoelectrones Emitidos por Rayos X (XPS), de
Nanoparticulas Metalicas y Oxido-Metalicas, Soportadas
en Zeolita y Cloruro de Sodio.

En la presente seccidn se muestran los resultados obtenidos por XPS para los
materiales sintetizadas, donde se observan los elementos existentes en ellos.

La figura 20, exhibe el espectro XPS de baja resolucion correspondiente a
chabazita alojando nanoparticulas de AgsO4 (segun la identificacion realizada por
los resultados obtenidos mediante MET). Es posible observar las sefales
correspondientes al Oxigeno, Silicio y Aluminio, que son los elementos que dan
forma a la estructura esquelética de la zeolita, asimismo, es posible observar la
senal del carbdn 1s. La presencia del Carbono 1s aparece como una contaminacion
ambiental en el proceso de sintesis del material y sirve como referencia para el
ajuste del espectro; ademas, se confirma la presencia de la plata, la cual fue
agregada durante la sintesis. En la figura 21, se observa el espectro XPS de alta
resolucidn correspondiente a plata presente en la chabazita, en la region 368-380
eV, donde podemos ver que la envolvente tiene una coincidencia casi perfecta con
la sefal obtenida experimentalmente, en él, se aprecia un doblete con maximos en

377.5 eV y 371.5 eV con una diferencia de energia entre ellas de 6 eV, que
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corresponden a las sefales 3ds» (377.5 eV) y 3ds2 (371.5 eV) atribuidas a la plata.
(Moulder et al., 1992)
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Figura 20.- Espectro XPS de baja resolucion, correspondiente a chabazita alojando
nanoparticulas de AgsOa.

Asi mismo, al llevar a cabo la deconvolucién del doblete obtenido, podemos
observar que dichas senales se encuentran formadas por la suma de dos dobletes;
el primer doblete con maximos en 378 y 372 eV. con una separacion de 6 eV, el
cual es atribuido a la presencia de plata metalica; el segundo doblete cuenta con
maximos de intensidad ubicados a 377.07 y 371.07 eV. con una diferencia de
energia de 6eV, y que es atribuido a la presencia de plata enlazada a oxigeno
formando 6xido de plata.
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Figura 21.- Espectro XPS de alta resolucion y ajuste correspondiente del doblete Ag 3d,
asi como, la deconvolucién de la sefial para chabazita soportando nanoparticulas de
Aggo4.

La figura 22, exhibe el espectro XPS de baja resolucion correspondiente a
NaCl alojando nanoparticulas de AgClOs, a partir de chabazita. Se observan las
sefales correspondientes al Sodio y Cloro, que son los elementos que dan forma a

la estructura de la matriz, asi mismo, es posible observar la sefal del carbon 1s.

En la figura 23 se observa el espectro XPS de alta resolucion para este
material, correspondiente a la region 364-387 eV, donde podemos apreciar que la
sefal no nos permite confirmar la presencia de plata por medio de esta técnica, este
hecho se atribuye a que probablemente la concentracién de plata en el material es
muy baja para ser detectada mediante XPS.
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Figura 22.- Espectro XPS de baja resolucion, correspondiente a NaCl alojando
nanoparticulas de AgCIOs, a partir de chabazita.
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Figura 23.- Espectro XPS de alta resolucion correspondiente a la zona de localizacion del
doblete Ag 3d, de NaCl alojando nanoparticulas de AgCIOs, a partir de chabazita.
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La figura 24, exhibe el espectro XPS de baja resolucion correspondiente a
zeolita sintética A4 alojando nanoparticulas. Nuevamente se observan las sefiales
correspondientes a los elementos que forman la estructura esquelética de la zeolita
(Si, O, Al), se puede observar la presencia de Sodio, que es el principal catidon
intercambiable para este tipo de zeolita, asi como, la presencia de la plata agregada.

Para este material, en la figura 25 se observa el espectro XPS de alta
resolucidn correspondiente a plata presente, en la region 367-381 eV, donde se
observa el doblete dado por la existencia de plata, con sefales con maximos a 376.8
eV'y 370.8 eV con la misma diferencia de energia de 6 eV, que confirma la presencia
de este elemento y corresponden a las sefales 3dz2 (376.8 eV) y 3ds2 (370.8 eV).
(Moulder et al., 1992)
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Figura 24.- Espectro XPS de baja resolucion, correspondiente a A4 alojando
nanoparticulas de AgzOsa.
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Figura 25.- Espectro XPS de alta resolucion y ajuste correspondiente del doblete Ag 3d,
asi como, la deconvolucién de la sefial para A4 soportando nanoparticulas de AgzOa.

Al llevar a cabo la deconvolucion del doblete obtenido, observado en la figura 25,
se aprecia que dichas sefiales se estan formadas por la suma de dos dobletes; el
primer doblete con maximos en 377.2 y 371.2 eV. con una diferencia de energia de
6 eV, el cual es atribuido a la presencia de plata metalica; el segundo doblete cuenta
con maximos de intensidad ubicados a 376.5 y 370.5 eV. con una diferencia de
energia de 6eV, y que es atribuido a la presencia de plata enlazada a oxigeno en la
formacion de 6xido de plata.

Para el caso de NaCl alojando nanoparticulas, obtenida a partir de A4, el
espectro obtenido en la figura 26, muestra la existencia en el material de los
elementos presentes en la matriz (Na y Cl), asi como, la presencia de Oy Ca; el O
se encuentra presente en todas las mediciones debido a que es un elemento
proveniente del ambiente, ademas de formar parte de la estructura de la zeolita de
la cual se parte esta sintesis.
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Figura 26.- Espectro XPS de baja resolucion, correspondiente a NaCl alojando
nanoparticulas de Ag, a partir de A4.
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Figura 27.- Espectro XPS de alta resolucion correspondiente a la zona de localizacién del
doblete Ag 3d, de NaCl alojando nanoparticulas de Ag, a partir de A4.
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Para este material, en coincidencia con la sal con plata anteriormente
obtenida a partir de chabazita, tampoco se determind la presencia de plata por
medio de XPS, tal y como se muestra en el espectro de alta resolucion
correspondiente a la zona de localizacién del doblete Ag 3d caracteristico para
determinar la presencia de este elemento mostrado en la figura 27.

Por medio de esta técnica se ha podido confirmar la presencia de plata en los
materiales sintetizados utilizando zeolita como matriz, tanto chabazita como A4; sin
embargo, no se ha podido concluir con la determinacion de la presencia de este
elemento en los materiales donde se utilizé NaCl como soporte, es por ello, que se

hizo uso de espectroscopia de absorcion atdbmica con este fin.

4.1.3 Espectroscopia de Absorcion Atémica de Nanoparticulas Metalicas y
Oxido-Metalicas, Soportadas en Cloruro de Sodio a partir de su Tratamiento

con Zeolita.

Debido a que la caracterizacion por medio de XPS no arrojé un resultado
concluyente para la presencia de plata para los materiales formados de NaCl
alojando nanoparticulas metalicas y/o 6xido metalicas, esto debido a la resolucion
para la deteccidn por parte del equipo de XPS, se procedid a determinar la
concentracion de plata en partes por millon (ppm) por medio de la técnica de
espectroscopia de absorcion atomica.

Para este propdsito se utilizo el espectrometro de absorcion atémica del
Departamento de Ingenieria Quimica y Metalurgia, el cual fue operado en dicha
medicion por el Dr. Guillermo Tiburcio Munive.

En esta medicion se determind la concentracion de plata para la sal con
nanoparticulas, obtenida a partir de chabazita, en la que la concentracion de plata
fue de 700 ppm.

Si bien, en esta técnica solo fue posible llevar a cabo la medicién para el
material ya mencionado, quedando como trabajo futuro la determinacion de la

concentracion de plata por esta técnica para el NaCl alojando nanoparticulas,
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obtenida a partir de A4, se puede esperar una presencia de plata en esta muestra,
ya que, por medio de EDS se determind una concentracion de 5.19% de plata,
ademas de que se puede observar una importante actividad antibacteriana causada
por la presencia de plata en este material.

4.1.4 Microscopia Electronica de Transmision de Nanoparticulas de Ag3Oa4,
AgClO; y Ag, Soportadas en Zeolita y Cloruro de Sodio

I. Identificacion Estructural de las Nanoparticulas de Ag;04, AgCIO3 y Ag
Obtenidas en Zeolita y NaCl.

En la figura 28, se aprecian las imagenes obtenidas por medio de
microscopia electrénica de transmisién, para =zeolita chabazita alojando
nanoparticulas, en la imagen a) se observa un cristal de zeolita soportando
nanoparticulas con una buena distribucion, y con tamanos entre 1-14 nm, (mientras
que, en b) se puede aprecia una imagen en alta resolucion de una nanoparticula,
donde es posible distinguir los planos cristalinos, y haciendo uso del softwar “digital
micrograph”™ se realiz6 la medicién de las distancias interplanares para estas
nanoparticulas, se determinaron los siguientes valores: 2.75, 2.59 y 1.59 A, que
corresponden a los planos (120), (012) y (222) respectivamente, estos planos se
refieren a la estructura monoclinica del 6xido de plata (Ags:04), segun la hoja
cristalografica numero PDF: 40-1054.

En la figura 29, se presentan las imagenes para zeolita A4 alojando
nanoparticulas, en la figura a) se observa la distribucion de las nanoparticulas en la
zeolita sintética A4, donde podemos apreciar nanoparticulas de forma semiesférica

y/o ovalada, y con tamafios entre 4-37 nm, soportadas en el cristal de zeolita.
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Figura 28.- Imagenes MET de chabazita alojando nanoparticulas de AgsO.. a)
Distribucién de nanoparticulas de Ags;O4 en chabazita, b) Nanoparticula en alta resolucion.

También es posible observar, sobre el recubrimiento de carbon de la rejilla
donde es soportada la muestra para su observacion en el microscopio electrénico
de transmisién, nanoparticulas que crecieron en la superficie del cristal de zeolita
pero que no se encontraban adheridas o atrapadas por la zeolita y que al preparar
la muestra para su medicion, se desprendieron de la misma, mientras que, en la
figura b) se puede aprecia una imagen en alta resolucion de una nanoparticula,
donde es posible distinguir los planos cristalinos y haciendo uso de “digital
micrograph” se determinaron sus distancias interplanares con valores de 3.1, 2.60
y 2.73 A, que corresponden a los planos (110), (002) y (102) respectivamente, se
determind que estos planos se refieren de igual manera a la estructura monoclinica
del 6xido de plata (AgsOa), segun la hoja cristalografica numero PDF: 40-1054.

En la figura 30, se encuentran las imagenes para NaCl alojando
nanoparticulas de AgClOs, obtenidas a partir de la sintesis con zeolita chabazita, en
a) se observa la distribucion de las nanoparticulas en NaCl, en formas semiesféricas
y/o ovaladas, y con una distribucion de tamafos de 1-11 nm, mientras que, en la

imagen b) se realizé la determinacion de las distancias interplanares, con valores
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de: 4.16, 2.20 y 2.57 A, que corresponden a los planos (200), (213) y (103)
respectivamente, estos planos se refieren a la estructura tetragonal del clorato de

plata (AgClO3), segun la hoja cristalografica numero PDF: 08-0481.

Figura 29.- Imagenes MET de A4 alojando nanoparticulas de AgsOs. a) Distribucion de
nanoparticulas de AgsO. en A4, b) Nanopatrticula en alta resolucion.
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Figura 30.- Imagenes MET de NaCl alojando nanoparticulas de AgCIOs, a partir de
Chabazita. a) Distribucion de nanoparticulas de AgCIOs en NaCl, b) Nanopatrticula en alta
resolucion.
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Y por ultimo, en la figura 31, se aprecian las imagenes obtenidas para NaCl
alojando nanoparticulas, obtenidas a partir de la sintesis con zeolita A4, en la
imagen a) se observa la distribucion de las nanoparticulas en NaCl, con distintos
tamanos y formas, y con una distribucion de tamafos de 1,20 nm, mientras que, en
b) se puede apreciar una imagen en alta resolucion de una nanoparticula en la que
es posible observar los planos cristalinos, al realizar la medicion de estos planos
mediante “digital micrograph”, el valor de las distancias interplanares se determiné
como 2.53, 2.32 y 2.24 A, que corresponden a los planos (004), (101) y (11_2)
respectivamente, estos planos se determind que son debidos a la estructura
hexagonal de la plata metalica, segun la hoja cristalografica numero PDF: 41-1402.

Figura 31.- Micrografias de NaCl alojando nanoparticulas de Ag, a partir de A4. a)
Distribucion de nanoparticulas en NaCl, b) Nanoparticula en alta resolucion.

Il. Determinacién de la Distribucion de Tamainos de Nanoparticulas de Ag30Oa,
AgClO; y Ag, Obtenidas en Zeolita y NaCl como matriz.

Los histogramas de distribucion de tamafo se realizaron a partir de una medicion

de mas de 500 nanoparticulas por cada una de las muestras sintetizadas, con
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excepcion de las nanoparticulas en NaCl a partir de chabazita, donde fueron 400
las nanoparticulas medidas; el procesamiento de los datos se realiz6 mediante los

softwares “origin pro 9” e “Image J”.

En la figura 32, se observa el histograma de distribucion de tamarno de
nanoparticulas de AgsOs sintetizadas en chabazita como matriz, se observa que el
tamafo de las nanoparticulas esta en el rango de 1-13 nm, donde el analisis
estadistico arrojo los siguientes valores: media 5.26 nm, mediana 4.96 nm y moda
de 4.7 nm (n= 506).
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Figura 32.- Histograma de distribucion de tamafio de nanoparticulas de Ag3Os,
sintetizadas en chabazita como matriz, n=506.

En la figura 33, se presenta el histograma de distribucion de tamafno de
nanoparticulas de AgsOs sintetizadas en A4 como matriz, en este caso, se encontro
que el tamafo de las nanoparticulas presentes en esta matriz, esta en el rango de
4-37 nm, en este caso, el analisis estadistico arrojo los siguientes valores: media
12.4 nm, mediana 12.04 nm y moda de 11.5 nm (n= 506).
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Figura 33.- Histograma de distribucion de tamafio de nanoparticulas de AgsOs,
sintetizadas en A4 como matriz, n=506.

Para el caso de las nanoparticulas de AgCIOs sintetizadas en NaCl como
matriz, a partir de la sintesis con chabazita, en la figura 34, se observa el histograma
de distribucion de tamafos, donde se determind, que el tamafo de las
nanoparticulas esta en el rango de 1-11 nm, el analisis estadistico correspondiente
determind los siguientes valores: media 2.95 nm, mediana 3.02 nm y moda de 2.5
nm (n= 400).

Por ultimo, en la figura 35, se observa el histograma de distribucién de
tamano de nanoparticulas de Ag alojadas en NaCl, a partir de A4, donde se obtuvo
que el tamafio de las nanoparticulas esta en el rango de 1-20 nm, para este material
el analisis estadistico arrojo los valores siguientes: media 6.4 nm, mediana 6.43 nm
y moda de 4.9 nm (n= 502).

De manera general se obtuvieron nanoparticulas metalicas y 6xido-metalicas

con una distribucién de tamafos que oscil6é entre los 1-37 nm.
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Figura 34.- Histograma de distribucion de tamafio de nanoparticulas de AgCIOs3,
sintetizadas en NaCl como matriz, a partir de chabazita. n=400.
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Figura 35.- Histograma de distribucion de tamario de nanoparticulas de Ag, sintetizadas
en NaCl como matriz, a partir de A4. n=502.
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Se puede destacar que se obtuvieron nanoparticulas de un tamafio menor en
chabazita, en comparacion con la zeolita sintética A4, lo que nos da una buena
pauta sobre la utilizacién de zeolitas naturales, que ademas de mas econdémicas,

no necesitan un proceso riguroso de limpieza y purificacion para su uso.

La misma relacion de tamafo se puede observar para las nanoparticulas
obtenidas en NaCl a partir de chabazita, en comparacion con las nanoparticulas en
NaCl a partir de A4, siendo las primeras mencionadas las de menor tamainio.

Como explicacién para estos resultados se puede observar como por medio
de EDS en MET, la disponibilidad de plata es considerablemente mayor para las
nanoparticulas en A4 y en NaCl a partir de A4, lo que se traduciria a una produccion
de nanoparticulas con un tamafo ligeramente mayor, sin embargo, se puede
considerar de manera general que estas nanoparticulas cuentan con un tamafo
idoneo para ser aplicadas como antibacterianos, ya que, estudios han indicado la
buena accidén antimicrobiana en nanoparticulas con tamafios menores a 100 nm,
siendo potenciada esta propiedad en aquellas menores de 50 nm. (Mba & Nweze,
2021)

4.1.5. Analisis Elemental por Espectrometria de Dispersiéon de Energia de
Rayos X (EDS) en MET, para Nanoparticulas de Ag:04, AgCIO3 y Ag,
Obtenidas en Zeolita y NaCl como matriz.

En el espectro que se presenta en la figura 36, se muestra el analisis elemental
puntual para la muestra de zeolita alojando nanoparticulas de AgsOas, se puede
observar que se encontro la presencia de Oxigeno, Plata, Silicio, Aluminio, Calcio,
Fierro, Magnesio, Cromo, Titanio y Zirconio. En la tabla 1 se indica la cantidad
encontrada para cada uno de estos elementos (resultados mostrados en porcentaje
en peso (wt. %) y porcentaje atdmico (at. %)).

Algunos de estos elementos forman parte del arreglo estructural de la zeolita
(Si, O y Al), otros forman parte de un residuo de los cationes intercambiables
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presentes en las zeolitas naturales (Ca, Fe, Mg, Cr, Ti, Zr), y la plata fue agregada

durante la sintesis.
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Figura 36.- Espectro obtenido por EDS en MET, para chabazita alojando nanoparticulas

de;49ﬂ34

Tabla 1.- Anélisis elemental por EDS en MET para chabazita alojando nanoparticulas de

El AN

Series

unn.
[wt.

[at.

K—-series
K-series
K-—series
K-series
K-series
K-series
K-series
K-series
K-series
K—series
K—-series

Agﬂ34
C norm. C Atom.

%] [wt.%]
.04 11...72
i 48.90
02 10.03
.39 5.64
.49 7.48
09 1015
96 3.27
88 1.47
.38 0.63
43 0.72
.00 0.00
05 100.00

C Error (1 Sigma)
%] [wt.%]
79 2.23
67 0.73
49 0.40
08 0.31
.10 0.20
.89 0.19
84 .27
22 0.06
O 0.05
.34 0.05
00 0.00
00
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En el espectro que se presenta en la figura 37, se muestra el analisis
elemental puntual para zeolita sintética A4 alojando nanoparticulas de AgsOs, se

puede observar la presencia de Plata, Silicio, Aluminio y Azufre.
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Figura 37.- Espectro obtenido por EDS en MET, para zeolita sintética A4 alojando
nanoparticulas de AgsOa.

En latabla 2 se indica la cantidad encontrada para cada uno de los elementos
identificados en el espectro de la figura 37 (resultados mostrados en porcentaje en
peso (wt. %) y porcentaje atdmico (at. %)). Algunos de estos elementos forman parte
del arreglo estructural de la zeolita (Si, y Al) la plata fue agregada durante la sintesis,
mientras que, se atribuye la presencia del azufre a una posible contaminacion
sufrida durante el proceso de manejo y/o medicion de la muestra.

En el espectro que se presenta en la figura 38, se muestra el analisis
elemental puntual para NaCl alojando nanoparticulas de AgCIlOg, sintetizadas a
partir de chabazita; se encontré la presencia de Oxigeno, Sodio, Silicio, Cloro,

Azufre y Plata.
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Tabla 2.- Analisis elemental por EDS en MET para A4 alojando nanoparticulas de AgsOa.

El AN Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
[wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]

Ag 47 K-series 102.09 68.47 3631 2
Si 14 K-series 21.50 13.49 27.48 1
Al 13 K-series 19.10 11.98 25.41 1
S 16 K-series 9.65 6.06 10.80 0.45
C 6 K-series 0.00 0.00 0.00 0
Cu 29 K-series 0.00 0.00 0.00 0

En la tabla 3 se indica la cantidad encontrada para cada uno de los elementos
identificados en el espectro de la figura 38, algunos de estos elementos forman parte
del arreglo estructural de la matriz de NaCl (Na y Cl), otros aparecen como parte de
un residuo al estar en contacto con la zeolita, la plata fue agregada durante la
sintesis (Ag) y el azufre (S) se atribuye de igual manera a una contaminacion de la

muestra en el manejo de esta y en el proceso de medicion.
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Figura 38.- Espectro obtenido por EDS en MET, para NaCl alojando nanoparticulas de
AgCIQO:s, sintetizadas a partir de chabazita.

51



Tabla 3.- Andlisis elemental por EDS en MET para NaCl alojando nanoparticulas de

AgCIQO:s, sintetizadas a partir de chabazita.

El AN Series wunn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)

[wt.%] [wE.%] [at. %] [wt.%]
0O 8 K-series 400.01 62.92 72.05 61.46
Na 11 K-series 176.61 27.78 22.14 23.65
Si 14 K-series 45.29 T2 4.65 2.67
Cl 17 K-series 7.56 1.19 0.61 0.39
S 16 K-series 6.16 0.97 0.55 0.38
Ag 47 K-series 0.10 0.02 0.00 0.04
C 6 K-series 0.00 0.00 0.00 0.00
Cu 29 K-series 0.00 0.00 0.00 0.00

En los espectros que se presentan en las figuras 39 y 40, se muestra el
analisis elemental puntual para NaCl alojando nanoparticulas de Ag, sintetizadas a
partir de zeolita A4, en dos zonas distintas (EDS 1 en la figura 39 y EDS 2 en la
figura 40); se encontro la presencia de oxigeno, cloro, calcio y plata en las zonas
estudiadas. En las tablas 4 y 5 se indica la cantidad encontrada para estos
elementos (EDS 1y EDS 2, respectivamente).

Tabla 4.- Analisis elemental por EDS en MET (EDS1), para NaCl alojando nanoparticulas

de Ag, sintetizadas a partir de zeolita sintética A4.

El AN Series wunn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
[Wwt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]
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Figura 39.- Espectro obtenido por EDS en MET (EDS 1), para NaCl alojando
nanoparticulas de Ag, sintetizadas a partir de zeolita sintética A4.

Tabla 5.- Andlisis elemental por EDS en MET (EDS2), para NaCl alojando nanoparticulas

de Ag, sintetizadas a partir de zeolita sintética A4.

El1 AN Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)

[wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]

Cl 17 K—-series 1.926 47 8.1 51...773 0.2

Ca 20 K-series 1.99 47.92 46.50 0.10

Ag 47 K-series 0.20 4.91 e 77 0.05

C 6 K-series 0.00 0.00 0.00 0.00

Cu 29 K-series 0.00 0.00 0.00 0.00
Total 4.16 100.00 100.00
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Figura 40.- Espectro obtenido por EDS en MET (EDS 2), para NaCl alojando

nanoparticulas de Ag, sintetizadas a partir de zeolita sintética A4.

Como se mencion6 brevemente en el apartado anterior, se puede observar que la
zeolita sintética A4 fue capaz de alojar una mayor cantidad de plata, y esto se debe
directamente a la relacion Si/Al en esta zeolita, la cual tiene un valor de 1, y permite
que pueda alojar una mayor cantidad de iones, mientras que en el caso de la

chabazita esta relacion se encuentra en alrededor de 2.5. (Costafreda, 2011)

4.1.6. Caracterizacion Bacteriologica de los Materiales Obtenidos por Medio
del Método de Kirby-Bauer (Discodifusion).

En la figura 41 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion mediante el

método de Kirby-Bauer, de los materiales obtenidos de chabazita, A4 y NaCl,
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alojando nanoparticulas de AgsO4, AgCIO3 y Ag, en modalidad de polvo. En el eje
horizontal se muestran los materiales obtenidos, mientras que, en el eje vertical se

muestra la inhibicion medida en milimetros (mm).

Para la interpretacién de los resultados obtenidos se toman en cuenta las

siguientes abreviaturas:

NaCl: Referencia de NaCl puro utilizado.

Chab: Referencia de zeolita natural chabazita activada utilizada.
A4: Referencia de zeolita sintética A4 utilizada.

Chab+Ag: Zeolita chabazita alojando nanoparticulas de AgsOa.
A4+Ag: Zeolita A4 alojando nanoparticulas de Ags3Oas.

YV V V VYV V V

NaCl+Ag(chab): NaCl alojando nanoparticulas de AgCIOs, sintetizadas a
partir de zeolita chabazita.

» NaCl+Ag(A4): NaCl alojando nanoparticulas de Ag, sintetizadas a partir de
zeolita A4.

Al llevar a cabo el analisis de resultados se observd que las referencias de
chabazita activada, A4 y NaCl, no mostraron ninguna accion antibacteriana frente a
las cepas estudiadas.

E. coli ATCC 25922 mostro una mayor inhibicion en presencia de la muestra
de chabazita con nanoparticulas de Ag3O4. Para S. aureus ATCC 25923 y SARM la
mayor inhibicion se mostro al contacto con la sal proveniente de la sintesis con
chabazita (NaCl- AgCIOs), mientras que, para E. coli BLEE (+) se mostré una mayor
inhibicion en presencia de la muestra de NaCl+Ag, obtenida de la sintesis a partir
de A4.

Para el caso de los recubrimientos estudiados se observé que no mostraron
inhibicion frente a las cepas analizadas con la pintura comercial, por lo que, al
realizar una comparativa con los resultados obtenidos del material en polvo, se

determina como causante de esta falta de actividad a la pintura, por lo tanto, se
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propone analizar como trabajo a futuro, el tipo de pintura adecuada, asi como la

obtencion del recubrimiento en otro tipo de solvente.

B =coiatce 25022

B s aureus ATCC 25023

227 | s/rv
I = coliBLEE(+)

INHIBICION (mm)

T T

T T T
Chab Ad Chab+Ag Ad+Ag  NaCl+Ag(chab) NaCl+Ag(A4)

MATERIAL

T
NaCl

Figura 41.- Representacion esquematica de los resultados obtenidos de la medicion de
halo de inhibicién por el método de Kirby-Bauer, para chabazita, A4 y NaCl, alojando
nanoparticulas, en comparativa con sus referencias.

De este procedimiento se determinaron las siguientes conclusiones:

» De manera general, fueron las cepas de Escherichia coli las que mostraron
mas susceptible frente a los materiales analizados.

» E.coli BLEE(+) resultd la cepa mas susceptible, especialmente frente a las
muestras de NaCl alojando nanoparticulas.
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» Las cepas de S. aureus fueron las que mostraron una menor susceptibilidad,
siendo S. aureus 25923 la menos vulnerable, sin embargo, todas las cepas
mostraron algun grado de susceptibilidad frente a los materiales sintetizados.

» Se observd que las muestras utilizando NaCl como matriz fueron las que

mostraron una mayor actividad por este método.

4.1.7. Caracterizacion Bacteriologica de los Materiales Obtenidos por Medio
del Método de Dilucién en Caldo.

Con fines ilustrativos, en las graficas presentadas se utilizaron las siguientes

abreviaturas para los materiales sintetizados:

e 1-0.02= 0.02g de chabazita alojando nanoparticulas de Ags3Oa.

e 1-0.06= 0.06g de chabazita alojando nanoparticulas de Ags3Oa.

e 1-0.1=0.1g de chabazita alojando nanoparticulas de AgzOa.

e 13-0.02=0.02g de NaCl alojando nanoparticulas de AgCIO3, obtenida a partir
de chabazita.

e 13-0.06=0.06g de NaCl alojando nanoparticulas de AgCIO3, obtenida a partir
de chabazita.

e 13-0.1= 0.1g de NaCl alojando nanoparticulas de AgClOgs, obtenida a partir
de chabazita.

e 2-0.02=0.02g de A4 alojando nanoparticulas de AgzOa.

e 2-0.06= 0.06g de A4 alojando nanoparticulas de AgzOa.

e 2-0.1=0.1g de A4 alojando nanoparticulas de AgzOa.

e 23-0.02= 0.02g de NaCl alojando nanoparticulas de Ag, obtenida a partir de
A4.

e 23-0.06= 0.06g de NaCl alojando nanoparticulas de Ag, obtenida a partir de
A4.

e 23-0.1=0.1g de NaCl alojando nanoparticulas de Ag, obtenida a partir de A4.

En la figura 42 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion
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mediante el método de dilucion en caldo, de los materiales obtenidos de chabazita,
A4 y NaCl, alojando nanoparticulas de AgzO4, AgCIO3 y Ag, en modalidad de polvo,
en contacto con Escherichia coli BLEE(+). En el eje horizontal se muestran los
materiales obtenidos, mientras que, en el eje vertical se muestran la unidades
formadoras de colonia contabilizadas (UFC). Para este caso, E. coli BLEE (+)
mostré una mayor sensibilidad en presencia de las muestras de chabazita y A4
alojando nanoparticulas de AgsOs; sin embargo, todos los materiales sintetizados
mostaron una accion bactericida (inhbicion igual o mayor al 99.9%) frente a esta
bacteria. Para el caso de las muestras de nanoparticulas sintétizadas en NaCl a
partir de los dos tipos de zeolita, existe una diferencia estadistica (p < 0.05) entre
las unidades formadoras de colonia (UFC) contabilizadas y la concentracion del

material.

> 100 -

ACTIVIDAD BACTERICIDA
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Figura 42.- Representacion esquematica de los resultados obtenidos por el método de
dilucién en caldo, frente a E. coli BLEE (+), (p < 0.05).
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En la figura 43 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion
mediante el método de dilucidn en caldo, de los materiales obtenidos, en contacto

con Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM).

SARM solo mostré sensibilidad frente a NaCl alojando nanoparticulas de
AgCIO3, obtenidas a partir de chabazita; siendo este el unico material que conté con
una actividad bactericida a estas concentraciones, y para el cual, existe una
diferencia significativa (p < 0.05) entre las unidades formadoras de colonia (UFC)
contabilizadas y la concentracion del material.

> 100 -
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Figura 43.- Representacion esquematica de los resultados obtenidos por el método de
dilucién en caldo, frente a SARM. (p < 0.05).
De este procedimiento se determinaron las siguientes conclusiones:

» Al llevar a cabo el analisis de resultados de las pruebas se observé que las
referencias de chabazita activada, A4 y NaCl, no mostraron ninguna accion
antibacteriana frente a las cepas estudiadas.
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Fue Escherichia coli BLEE (+) quien se mostré mas susceptible frente a los
materiales analizados.

Se encontré que todos los materiales sintetizados en contacto con E. coli
BLEE (+) mostraron un efecto bactericida.

SARM fue quien mostré una menor susceptibilidad frente a los materiales
analizados.

Se encontré que NaCl alojando nanoparticulas de AgCIO3, obtenida a partir
de chabazita, mostré una actividad bactericida frente a SARM.

Es necesario el analisis a menores y mayores concentraciones para

determinar la CBM de algunos materiales.
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CAPITULO 5
5.1 CONCLUSIONES

En la presente investigacion y segun el analisis realizado, ha sido posible la
confirmacion de la hipétesis propuesta en el inicio de esta tesis; ha sido posible la
obtencion de nanoparticulas metalicas y 6xido metalicas, soportadas en chabazita,
A4 y NaCl; estas nanoparticulas cuentan con propiedades antibacterianas y/o
bactericidas frente a Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli Beta-Lactamasa
de Espectro Extendido positivo (BLEE+), Staphylococcus aureus 25923, vy
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). Esto va encaminado como
una via de accion frente a la resistencia a los antimicrobianos y cepas resistentes,

lo cual, se ha convertido en una de las principales problematicas de salud publica.

De acuerdo a la caracterizacion fisicoquimica, se observo por medio de EDS
que la zeolita sintética A4 fue capaz de alojar una mayor cantidad de plata, al igual
que la sal derivada de ésta, sin embargo, la distribucion de tamanos de las
nanoparticulas se encontré en el rango deseable, y su accién como antimicrobiano
fue comparable, lo que nos indica que ambas zeolitas son altamente funcionales
para esta aplicacion, y hace atractivo el uso de zeolitas naturales, que cuentan con
gran disponibilidad en México, son econdmicas y no necesitan pasar por finos
procesos de purificaciéon. Por medio de Absorcion éptica por reflectancia difusa fue
posible observar los plasmones de resonancia ubicados en distinta posicion a
donde se ha observado la sefial de la plata en bulto, las sefiales se atribuyen a la
presencia de nanoparticulas de AgsOs4, AgCIO3 y Ag alojadas en las distintas
matrices y que cuentan con distintos tamafos y formas. XPS confirmé la presencia
de plata en los materiales obtenidos usando chabazita y A4 como matriz, sin
embargo, no fue posible determinar la presencia de este elemento en los materiales
en base a NaCl como matriz por esta técnica, por lo que con este fin se determind
la concentracién de plata por medio de espectroscopia de absorcion atdmica.

Para el caso de los recubrimientos analizados, en los que no fue posible
determinar su actividad antibacteriana, se plantea como trabajo futuro el uso y
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evaluacion de otros tipos de soluciones y/o pinturas, que permitan la accién del

material.

De acuerdo a la evaluacion de la actividad antibacteriana y bactericida por
los métodos de Kirby-Bauer y dilucion en caldo de los materiales en polvo, se
encontré que de manera general, fueron las muestras utilizando NaCl como matriz,
las que mostraron un mejor efecto inhibitorio frente a las cepas estudiadas. Por el
meétodo de dilucion en caldo, SARM mostré menor susceptibilidad en comparacion
a E. coli BLEE(+), por lo que es necesario como trabajo futuro, la evaluacion de los
materiales en mayor concentracion, con el fin de determinar la concentracion

minima bactericida.

5.2 PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Como perspectivas de trabajo a futuro y derivado de las complicaciones causadas
por la pandemia por COVID-19, se tiene como finalidad realizar una caracterizacion

mas amplia de los materiales sintetizados.

Se recomienda ademas experimentar con el uso de otros tipos de pinturas y
soluciones, en los cuales se pueda agregar este tipo de materiales y que, a su vez,

no impidan la accion antimicrobiana del mismo.

Por ultimo, para evaluar la actividad bactericida frente a S. aureus ATCC.
25923 y SARM, se recomienda realizar diluciones con una concentracion mayor de
material sintetizado, caso contrario para evaluar la accion bactericida de los
materiales frente a E. coli BLEE (+), donde se requiere evaluar concentraciones

menores Yy asi, en ambos casos poder obtener la concentracion bactericida minima.
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Abstract

In this study, silver nanoparticles on chabazite, clinoptilolite, and clinoptilolite-stilbite natural zcolites were synthesized.
The nanomaterials were incorporated into commercial coatings and afterward, the antibacterial activity was carried out,
The zeolites were exposed to the activation step before the ion-exchange process with the precursor. The optical properties
of the nanoparticles were studied through UV-Vis and FT-IR spectroscopy. Morphological and structural parameters were
analyzed through TEM microscopy. The particle size of about 2-20 nm with spherical approach morphologies was obtained.
Using XPS spectroscopy. the silver oxidation state was determined. The obtained nanomaterials showed antibacterial activity
after their incorporation into the coatings. For this analysis, the Kirby-Bauer method was performed, studying the material

against E. coli ATCC 25,922, K. pneumoniae ATCC 25,955, and K. pnewmnoniae ESBL + bacteria.

Keywords Natural zeolites - Antibacterial effect - Silver nanoparticles - Antibacterial coatings

1 Introduction

The nanostructured systems have modified the functional
perspective of materials used in different domains of appli-
cation. This has improved biosensors such as biomarkers,
drug delivery, and theranostics applications [1-5]. The zeo-
lites have been used as templates or mediums to synthesize
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nanoparticles. These have grown considerably in the last
few years, increasing their use in the application of nano-
materials, and providing them greater stability [6]. The
ion-exchange capacity means that these aluminosilicates
are highly attractive for the synthesis and stabilization of
nanostructured and sub-nanostructured materials [7]. In
such templates, several structures with different applications
and morphologics have been obtained, such as nanowires,
nanostars, hollow nanospheres, and ultra-small clusters
[8-<11]. The use of natural zeolites to obtain nanostruc-
tures has been increasing in recent years. Among these are
chabazite, clinoptilolite, heulandite, mordenite, etc. [12-15].
As some types of zeolites have antibacterial properties, this
usually represents a great synergy with nanostructured mate-
rials, enhancing such applications [16].

The synthetic zeolites in relation to natural zeolites are
most used for nanoparticles obtaining. Using natural zeolites
promotes the sustainable utilization of natural resources. The
chabazite, clinoptilolite. and clinoptilolite-stilbite zeolites
have been selected since these are natural zeolites obtained
from regional deposits. With the results achieved in this
work, we intend to enhance its application. Concerning other
types of zeolite, those indicated in this work symbolize a
representatively lower cost.

@ Springer
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Additionally, it has been reported that Ag NPs are
obtained in a zeolite matrix such as the mordenite, 4A,
and ZSM-5, with spherical geometry, regularly [17-19].
In some cases, the antibacterial capacity of Ag NPs in the
zeolite matrix has been analyzed [20, 21]. On the other
hand, metallic nanoparticles exhibit the optical property
known as the surface plasmon resonance (SPR) easily
tunable and directly dependent on the morphological
and dimensional parameters [22]. This property has been
related to the antibacterial properties, allowing the iden-
tification of structural parameters that increase the anti-
microbial effect [23]. Due to this, metallic nanoparticles
obtaining cspecially silver, in a template that previously
exhibited an antibacterial effect, enhances its properties
[24]. Additionally, up-conversion nanoparticles (UCNPs)
and carbon dots have provided applications in cancer
therapy [25, 26]. Zeolite-stabilized nanoparticles can be a
suitable medium for immersion in other coating types. pre-
serving the antibacterial properties of the nanoparticles. In
the case of clinoptilolite-stilbite and heulandite, the appli-
cation. deposition, and subsequent characterization studies
in coatings have not been entirely addressed [27]. There
are nanostructured materials incorporated in coatings that
achieve an acceptable antibacterial effect [28]. However,
usually the methodology for their incorporation requires
the use of sophisticated equipment and time-consuming
synthesis processes.

Recently, Duangkamon Jiraroj et al. have evaluated the
bactericidal activity in coatings with Ag* ions and Ag NP,
achieving the optimal combination of these to enhance the
above applications using synthetic zeolite A [29]. The bacte-
ricide efficiency of zeolite coatings with silver nanoparticles
has been evaluated by Mpenyana-Monyatsi et al. removing
bacteria from groundwater using low concentrations and
reaching 100% efficiency [30]. Galeano et al. obtained a
coating based on paint zinc incorporated nanoparticles for
application on steel surfaces. Achieving a bactericidal effect
on Bacillus anthracis, B. cereus, and B. subtilis bacteria. In
the previously mentioned cases, the study focuses only on
standardized bacterial strains [31].

Scheme 1 Process of slide coat-
ing with zeolite-Ag NP

Commercial coating- L4

Zeolite-AgNp grain

Dipping

@ Springer

The present investigation addresses the comparative
study of stabilized nanoparticles in chabazite, clinoptilo-
lite. and clinoptilolite-stilbite natural zeolites including both
standardized and extended-spectrum fi-lactamases-positive
(ESBL +) bacterial cultures. We consider the analysis of its
antibacterial property after the incorporation in commercial
coatings. Additionally, the proposed method represents an
agreement with the green chemistry philosophy and means
an extremely low cost for nanomaterials application.

2 Materials and methods

2.1 Ag NPs synthesis and incorporation
into coatings

Three types of natural zeolite were used as a matrix
(chabazite, clinoptilolite-stilbite, and clinoptilolite) for
hosting the Ag NPs. The activation and cleaning process of
the zeolite was carried out as reported by J. F. Roméan. [32
The Ag NPs synthesis was carried out employing the ion-
exchange property of the zeolites and based on the method
previously proposed by M. Flores and coworkers [33-35].
A detailed description of this process has been included in
the Supplemental information.

For the coatings, we use the classic white commercial
paint from the Osel company. A portion of zeolite-Ag NPs
of 0.25 g was combined with 20 ml of paint. The mixture
was magnetically stirred for 20 min. Using the dip-coating
method a glass slide was employed as a substrate. This was
kept at 5 s immersion time and it was dried at room tempera-
ture for 24 h. Subsequently, the coated glass slides were sec-
tioned to 1 em® 1o carry out the antibacterial study. This pro-
cedure was done for all zeolite types, as shown in scheme 1,

2.2 Antibacterial study
The following cultures were used for the antibacterial

tests: Escherichia coli ATCC 25,922, Klebsiella pneumo-
niae ATCC 25,955, and Klebsiella pneumoniae ESBL +.

Zeolite-AgNp
T / Coating
i K ‘ . *
P 5 . : e .
e o .
J . ®e ®

Wet layer formation Solvent evaporation
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These were developed in culture media: tryptic soy broth 3 Results and discussion
and agar for standard methods.

For the inhibition halo measurement by the Kirby-  The low-resolution XPS spectra are included in Fig. | and
Bauer method. a bacterial inoculum was performed to  were obtained using a Mg source. These spectra corre-
match the 0.5 (1.5x 10" UFC/ml) McFarland stand- spond to clinoptilolite-stilbite, clinoptilolite, and chabazite,
ard. This was massively seeded on a plate with culture  Fig. la—c, respectively. In all cases the high-resolution spec-
medium, then 1 cm” glass sections with coating were  trum on the silver region is shown in the inset. The signals
placed. It was incubated for 24 h at 37 °C, then the inhi-  associated with oxygen, silicon. and aluminum, which rep-
bition halo was measured. resent the framework of the zeolite, are observed. In the

low-resolution XPS spectrum, it is also possible to observe
Auger transitions are located at 990, 902, and 745 ¢V
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Fig. 1 Low-resolution XPS spectra and high-resolution spectrum at 3d silver region (inset): a clinoptilolite-stilbite, b clinoplilolite, and ¢

chabazite
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approximately. Which, according to Moulder et al., can be
associated with Carbon (KVV), Silver (MVV), and Oxygen
(KLL) [36].

Similarly, it is possible to observe the carbon 1 s signal.
Analyzing the high-resolution spectrum in the 364-378 eV
region, it is observed that this adjustment closely presents a
good match to the signal obtained experimentally. Here, two
signals with peaks at 374.3 ¢V and 368.3 eV with an energy
difference between them of 6 eV, corresponding to the 3d;,,
(374.3 eV) and 3d;,, (368.3 eV) associated to silver [36-38].

Figure 2 displays the optical absorption speetra, cor-
responding to Ag NPs stabilized in the different zeolite
types. For all cases, a molarity of 0.07 M of AgNO; was
considered. The experimental signal is produced by the
contribution of 4 bands, located at 206, 282, 364, and
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496 nm for the case of clinoptilolite-stilbite (Fig. 2a). For
clinoptilolite (Fig. 2b), these bands are located at 200,
259. 362, and 516 nm. and for chabazite (Fig. 2c) at 203,
277, 474, and 625 nm. Figure 2d provides a comparison
of Ag NPs optical absorption in the three zeolites types.
The absorption bands in the range of 200-259 nm have
been associated with the presence of silver ions by other
systems. [39] However, in some reports there are associ-
ated bands between 277 and 282 nm to the presence of
Ag 4 clusters with cube-octahedral morphology. [40] The
SPR in Ag NPs with spherical type geomeltry is regularly
observed between 400 and 530 nm. [41] The absorption
bands obtained between the region of 496-516 in Fig. 2
represent such a case.
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Fig.2 Oprical absorption of Ag NPs and deconvolutions in a clinoptilolite-stilbite. b clinoptilolite. ¢ chabazite, and d absorption spectra of the

three types of zeolite hosting Ag NPs
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In other templates, nanoparticles with triangular geom-
etries, plates, and cubes have been obtained. These have
exhibited SPR in near red regions [42, 43].

In addition, Fig. 2d shows that the absorption maxima
(SPR) have slight shifts. This suggests that different types of
zeolite can influence on particle size, even considering the
same parameters of the synthesis method. With a particular
feature for different types of applications [34. 38. 44-46].

On the other hand, the (black line) in Fig. 3 indicates the
result of activated zeolite types and the b (red line) indicates
the result of zeolite with Ag NP (0.07 M). In the spectra,
absorption peaks are observed around 3300 and 1630 cm™,
these are associated to water molecules interacting with Na'
and Ca' at the channels and cages of the zeolite skeletal
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structure [47]. In the vibrational spectrum regions, it is pos-
sible to observe behaviors or modifications associated with
the trend of metallic species to form aqua-complexes and
hydration in aqueous media [48]. Featuring slight alterations
in bands located on the 3700-3100 range cm™' (OH™ groups
present in the zeolite structure). As well as regions from
800 to 500 cm™' affected by metal cations sorption. In this
work, for the varieties of zeolite involved. slight modifica-
tions are observed on these vibrational regions. However,
for clinoptilolite zeolite, a stronger modification is observed
on the 3700-3100 cm™' and 800-500 cm ™' region. Mean-
ing that it is a representation of the silver species [48].
Other bands emerge around 1020, 770, 535, and 458 cm L.
The band in 1020 em ! corresponds to vibration modes of
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Fig.3 FT-IR spectra of individual activated zeolite types (black line) and hosting Ag NPs (red line): a Clinoptilolite-Stilbite, b Clinaptilolite.

and ¢ Chabazite

@ Springer

74



71 Pagebof 11

E. . Torres-Flores et al,

asymmetric stretching of Si-O and Al-O bonds [49]. The
band at 770 cm™' is assigned to stretching vibration modes
of the O-Si—O and O-Al-O groups. Whereas the band found
in 535 cm™! is assigned to the torsional vibrations of the
Al-0-Si bonds. [50] Finally, the 458 cm™! band is associ-
ated with the bending vibrations of the Si—O and Al-O bonds
[51-53].

The morphology and structural parameters of the nano-
particles were obtained by TEM (Fig. 4). Figure 4a shows
the micrographs for the nanoparticles synthesized using
clinoptilolite-stilbite. The interplanar distance (insct) is
1.45 A, which can be associated with the plane (1 1 0) [54].
The particle size histogram in Fig. 4b represents the distri-
bution of the particles in Fig. 4a. Tt is observed that the size
range is between 2 and 13 nm, with two prominent popula-
tions of 5 and 8 nm. Moreover, using the Clinoptilolite as a
template, a decrease in the particle size has been obtained
(Fig. 4¢). In this matrix, the predominant size is between 4
and 6 nm. Likewise, the interplanar distance found is asso-
ciated with the plane (1 1 0) corresponding to the hexago-
nal silver space group P63/mmc. Although the size range
is wider, it is limited by parameters of 2-20 nm as shown
in Fig. 4d. In the Chabazite study. as in the previous cases,
nanoparticles with spherical morphologies were obtained
as shown in Fig. 4e. However, the size range has a better
delimitation between 3 and 8.5 nm. Similarly, the predomi-
nant nanoparticle population is located between 4.5 and
5 nm as shown in Fig. 4f. Once again, the (1 1 0) plane was
identified.

Using the three zeolite types with the same parameters
of the proposed synthesis method, slight shifts in the size
range of the nanoparticles have been obtained. This behavior
may depend on the size of the zeolite crystal and some-
times on the silicon/aluminum ratio [55, 56]. In other zeolite
species, particles with sizes ranging from 50 nm have been
obtained [57]. Since the predominant size of the nanoparti-
cles obtained in this work is less than 30 nm, it is attractive
for drug delivery applications. Because they can be casily
removed from the bloodstream [58]. Nanoparticles with
well-defined regions of size have promoted their applica-
tion for theragnostic purposes [59].

In addition, theoretical studies using DFT, Monte Carlo
simulation, molecular dynamics, etc., have indicated that
small clusters (below 1 nm) are confined to the zeolite
channels and exhibit interaction with oxygen atoms within
2.88+0.02 A [60]. Sub-nanometric particles confined to the
zeolite structure represent an application field on catalysis.
achieving selective characteristics in specific reactions [61].

Table | shows the elemental analysis by EDS for zeolites
with Ag NPs. The amount of oxygen, aluminum, and silicon
is higher than the amount of potassium, iron, magnesium,
calcium, sulfur, and silver. Since these elements consti-
tute the skeletal structure of the zeolite. Additionally, it is

& Springer

observed that the amount of silver after treatment was vari-
able according to the zeolite type. In this case, the clinop-
tilolite-stilbite achieved the highest amount of silver with
14.43 wt%, compared to 4.21 wt% and 3.90 wt% obtained
for clinoptilolite and chabazite, respectively.

For the inhibition halo study by the Kirby-Bauer method,
the control cultures were tested with a 10 pg Gentamicin
disk used as positive control. Whereas an activated zeolite
coating and a zeolite coating from deposit were used as a
negative control.

Figure 5 provides a schematic representation of the
results obtained. The horizontal axis represents the Ag NPs
zeolite samples obtained from .07 M AgNO; agueous solu-
tions and the corresponding controls. On the vertical axis,
the inhibition halo measurement is presented in millimeter
(mm) units. As observed in the case of Chabazite-Ag NPs,
for E. Coli a higher inhibition was shown with a diameter of
17 mm, better than the 15 mm obtained by Clinoptilolite-
stilbite and Clinoptilolite. The zeolites extracted from the
deposit, as well as the ones activated later, provided a better
antibacterial effect than the positive control. In the case of
K. pneumoniae ATCC, the antibacterial effect of zeolites by
incorporating nanoparticles did not increase significantly.
With the clinoptilolite-stilbite, it was possible to increase
the inhibition radius by only 1 mm. In other cases, the radius
was increased up to 2 mm.

Additionally, against K. pneumoniae ESBL+ bacteria,
clinoptilolite showed an enhanced inhibition radius of up to
19 mm. Other authors have reported Ag NPs stabilized in
zeolite ZSM-5 against E. coli and P. aeruginosa, reaching
inhibition radii up to 10 mm [62]. As zeolites are powders
and have micro-pores, their application in coatings is attrac-
tive. The results reported in this work suggest that using only
these types of natural zeolite in combination with commer-
cial paint, a superior antibacterial effect to the positive con-
trol is obtained. This combined antibacterial effect, hetween
zeolites and Ag NPs, is not commonly associated between
the stabilizer and the precursor [63]. This behavior has
been observed in some plant extracts when these are used
as reducing agents/stabilizers of metallic nanoparticles [64],

In general, in this work the Ag NPs supported in
chabazite, obtained a prominent antibacterial activity against
the studied cultures. According to TEM analysis, chabazite-
hosted Ag NPs have the smallest nanoparticle size distri-
bution (3—=8.5 nm), which is a factor that contributes to
antibacterial capacity [65]. According to the EDS analysis,
this behavior could be due to the chabazite contain a lower
amount of silver (3.90 wt%).

The most susceptible bacteria to Ag NPs were Escheri-
chia coli, although the K. pnewmoniae ESBL+ variant
showed slightly higher resistance to Ag NPs. This can be
attributed to the fact that bacteria of this genre possess a
protective polysaccharide capsule [66].
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Table 1 Elcmental analysis for zeolite types with Ag NPs

Element Clinoptilolite- Clinoptilolite (%) Chabazite (%)

stilbite (%)

Oxygen 39.10 42.50 42.08
Aluminum 9.08 8.28 11.29
Silicon 33.96 42.70 40.33
Potassium * 1.02 »
Lron 0.47 0.53 1.28
Mugnesium 0.82 0.25 0.72
Calcium 1.14 0.52 ¥
Sulfur 1.00 * 0.40
Silver 14.43 4.21 3.90

"Excluded from the sample

(a)

22

21 E. coll ATCC 25922 |

204 K. prisurmoniae ATCC 25955,
K. privumoniae BLEE+ |

Inhibition ratio (mm)

Ref Act 0.07TM Gentamicin

Clinoptilolite-stilbite

22

4 Conclusions

From this study, it is confirmed that a material with antibac-
terial properties based on Ag NPs and natural zeolites was
obtained. The Zeolite- Ag NPs systems exhibited features to
be incorporated into commercial paint and still retain their
antibacterial properties. The use of different zeolite types is
indicated without a rigorous cleaning process. In the zeolite
types, the surface plasmon resonance located in the UV-Vis
region was observed in a different position than the silver bulk
absorption bands.

In the test of the antibacterial activity after the incorpora-
tion of the nanoparticles in commercial coatings, the effect of

(b)
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214 N E. coli ATCC 25922
T 20 - . K. pneumoniae ATCG 2585
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L
®
-~
c
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3
=
£
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(c)

21 4
20 4
19
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Inhibition ratio (mm)

. E. ool ATCC 25922
. K pnsumoniae ATCC 25955
. K pneumnoniae BLEE+

0.07TM Gentamicin
Chabazite

Fig.5 Inhibition radius (mm) given by the gentamicin, zeolite, zeolite-Ag NP systems by the Kirby-Bauer method. a Clinoptilolite-stilbite, b

Clinoptilolite and ¢ Chabazite
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the material on the cultures Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae ATCC 25,955, and Klebsiella pneumoniae ESBL+was
confirmed. A higher inhibition halo was observed compared
to the positive control used. The nanoparticles obtained in the
Chabazite were smaller in size. between 2 and 8.5 nm. These
presented prominent antibacterial activity. Clinoptilolite-
stilbite was able to host higher amounts of silver, achieving
a quantity of 14.43 wt%. In all cases, the nanoparticles were
smaller than 20 nm.

The results obtained can be generalized and applied on
different coatings such as resing, natural oils, sealants, and
ceramic paste, to prevent bacterial growth on several surfaces.
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