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RESUMEN

Recientemente se han desarrollado estudios utilizando nano-particulas de plata
como agentes bactericidas, al parecer, cuando algunos tipos de bacterias y
microorganismos entran en contacto con particulas de plata, estas inhiben el
crecimiento de ciertas proteinas en la bacteria alterando su capacidad de replicar
su ADN, produciendo asi la muerte del microorganismo. Desde los comienzos de
la humanidad, la plata ha sido extensamente usada como bactericida y para
tratamiento de agua, desde los fenicios hasta los romanos. Sin embargo, el
consumo o ingesta de plata en ciertas concentraciones es perjudicial para la salud

de las personas, es por ello que debe controlarse su uso y aplicabilidad.

A continuacion se propone emplear un sistema bactericida que se basa en soportar
nano-particulas de plata sobre particulas de gamma alimina para ser evaluado
como posible desinfectante para tratamientos de agua potable. Este sistema se
basa en la nano-tecnologia para sintetizar particulas de plata empleando el método
poliol con calentamiento por microondas, soportadas sobre dos tipos de alimina,
una sintetizada en el laboratorio (MSM) y otra comercial, a fin de comparar sus
resultados. Para llevar a cabo el soporte de las nano-particulas sobre dicha
alumina, se emplearon dos técnicas diferentes, impregnacion y ultrasonido. El
sistema final conformado por las nano-particulas soportadas sobre las aliminas, se
probé como antibacterial sobre un tipo de microorganismos (Escherichia Coli), y
su capacidad bactericida se comparo con un agente desinfectante universal, el
cloro. Para realizar la experiencia se prepararon lechos fijos del material
sintetizado (nano-particulas de plata soportadas sobre alimina), en forma de
pastillas y polvo, a través de los cuales se hizo circular una corriente de agua
contaminada con la bacteria anteriormente mencionada. Los resultados obtenidos
en la experiencia se muestran a continuacion, donde ademas se realiza un analisis
exhaustivo de los datos con la finalidad de determinar la factibilidad de usar dicho

sistema como sistema bacterioldgico en el tratamiento de agua potable.

Xi



12
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INTRODUCCION

Segun las estadisticas mas recientes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
2002)%, 1,6 millones de personas mueren anualmente en paises en via de desarrollo a
causa de enfermedades diarreicas, atribuibles a la falta de acceso a agua potable y
saneamiento basico. El 90% son nifios menores de 5 afios. Asimismo, considerando
que para el afio 2002, 1100 millones de personas no tenian acceso al agua potable, se

justifican todos los esfuerzos para reducir uno de los factores de riesgo.

Desde hace varias décadas se ha demostrado que la plata posee propiedades
bactericidas. Recientemente se ha encontrado, que la sintesis de este elemento bajo la
forma de nano-particulas metalicas, puede mejorar su eficiencia antibacteriana contra
150 tipos de microbios incluyendo bacterias como Pseudomona aeruginosa,
Staphylococus Aureus, Escherichia Coli, Salmonella typhi y Vibrio colerae. El
tamafio de dichas nano-particulas se sitta en el rango de millonésimas de milimetro
(nandmetros) y sus propiedades fisicas son peculiares, en comparacion con particulas
grandes del mismo material, ya que al reducirse el tamafio, aumenta la superficie

disponible para interactuar con otros materiales optimizando su accion bactericida.

En este sentido, se plantea disefiar un sistema econémico, de facil obtencién y
utilizacion, empleando un material inorganico anti-bacterial, constituido por nano-
particulas de plata soportadas sobre alimina de gran area superficial y alta porosidad,

como alternativa para la desinfeccion de aguas para consumo humano e industrial.

! http://www.who.int/water_sanitation_health/mdg1/es/. Revisado 12 de abril de 2008
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ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Recientemente se han disefiado materiales cuyas modificaciones estructurales
implican la sintesis de nano-particulas metalicas, las cuales pueden ser adsorbidas
sobre distintos soportes de origen inorganico, con la finalidad de demostrar su
actividad antibacterial. Algunas experiencias relacionadas con el proposito del
presente Trabajo Especial de Grado, que muestran distintas maneras de sintesis, son

discutidas a continuacion:

Chen, Z., Zhang, S. y colaboradores (2004), se basaron en estudios previos sobre
fibras de Carbon Activado (CA), alojando en su estructura particulas de plata como
agentes antibacteriales. Este grupo de investigacion sintetizdé un aerogel de carbono
(CA) con propiedades antibacteriales. El aerogel de carbono como soporte para las
nano-particulas de plata, ofrece diversas propiedades de interés como alta area
superficial, alta porosidad y una estructura interna de redes cruzadas, lo que permite
que particulas pequefias de plata (nano-particulas) entren por los poros y se alojen
dentro de la estructura del soporte. Para llevar a cabo la deposicion de las nano-
particulas de plata sobre el aerogel, se sumergieron los soportes en soluciones de
nitrato de plata (AgNO3) con agitacidn a temperatura ambiente por 2-72 horas. Luego
del proceso de agitacion, se procedié al secado de las muestras a 110° C por 5 horas;
de esta manera, las nano-particulas de plata se reducen y depositan sobre el aerogel.
Para determinar algunas de las propiedades de los aerogeles sintetizados. Se
efectuaron estudios de caracterizacion, los cuales evidenciaron que las nano-
particulas de plata formadas, presentan morfologia esférica y se encuentran bien
dispersas sobre el soporte. La actividad antibacterial de los aerogeles fue puesta a
prueba con cultivos de bacterias de Escherichia Coli y Staphylococus Aureus. En este

sentido, se colocaron diferentes muestras de material con contenido de plata de 2.5,5
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y 10 mg, dentro de los platos de cultivo (10° ufc?) por 24 horas, posteriormente el
ndmero de colonias de bacterias fue contabilizado. Los autores también realizaron
pruebas antibacteriales dindmicas, donde colocaron una muestra de plata soportada
sobre CA (1,25 g) dentro de una columna (1 cm de didmetro y 25 cm de largo) por
donde hicieron circular una corriente de agua con una concentracion de 1x10* ufc/mL
de E. Coli a un flujo de 5 mL/min.

Los resultados obtenidos en la experiencia se resumen en la Tabla 1. Por otra parte, se
demostro que las altas areas superficiales de los CA y su porosidad, ofrecen una gran
estructura de espacios vacios que favorecen la dispersion de las nano-particulas de
plata en el soporte, lo que incrementa la actividad antibacterial del material. También
se hace referencia a que la distribucion y el tamafio de las particulas de plata es
influenciado por el contenido de plata y el tiempo de inmersion del gel en el nitrato

de plata.

Tabla N° 1. Actividad antibacterial de diferentes tipos de aerogeles con plata (Ag)
soportada, sobre Escherichia Coli y Staphylococu. Aureus en 10 mL de agua después

de 2 horas de contacto.

Contenido de E. Coli (ufc/mL) S. aureus (ufc/mL)
Muestra Agen las . . .
muestras (%) 2.5 mg* 5.0 mg 5.0 mg 10.0 mg
Blanco 0 1.92 x 10° 1.92 x 10° 1.80x 10° 1.80 x 10°
CA-Agl 1.4 8.70 x 10° 0 8.50 x 10* 6.20 x 10°
CA-Ag2 36 0 0 1.33x 10° 0
CA-Ag10 6.5 0 0 0 0
CA-Ag3 125 0 0 0 0
CA-Ag4 26.3 0 0 0 0

Nota: * se refiere al peso de los aerogeles con nano-particulas soportadas. (Chen, Z., Zhang, S. y
cols., 2004)

2 . .
ufc: unidades formadoras de colonias
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Salopek-Sondi, B. e lvan Sondi (2004), investigaron la accion antimicrobiana de
nano-particulas de plata sobre colonias de Escherichia Coli. Las nano-particulas de
plata se produjeron por la reduccion de iones plata contenidos en una solucion de
nitrato de plata, en contacto con “Daxad 19” (medio nutritivo para las bacterias) y un
agente estabilizante, garantizando asi, la homogeneidad de las particulas formadas,
cuyos diametros corresponden a unos pocos nanémetros (12 nm ), generando de este
modo, una gran area superficial especifica (158 mg™). En esta experiencia, se
emplearon colonias formadas por 10° unidades de Escherichia Coli, las cuales fueron
establecidas en platos de cultivo, en presencia de particulas de plata nanométricas.
Las pruebas antibacteriales se llevaron a cabo en cultivos de bacterias en contacto con
diferentes concentraciones de plata (10, 50 y 100 ug cm™®). Después de llevar a cabo
la experiencia y analizar los resultados (Figura 1), los investigadores concluyeron que
especificamente con una concentracion de 10 pg cm™® se inhibe el 70% del
crecimiento bacterial, mientras que en los platos con una concentracion de 50-60 ug

cm™ se causa una eliminacion del 99,99% de las bacterias.

40
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Numero de colonias de E. Coli (%)

Concentracion de nano-particulas

de plata (ug/mL)

Figura 1. Numero de colonias de Escherichia Coli en funcion de la concentracion de

nano-particulas de plata. (Salopek-Sondi y cols., 2004).
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El efecto antimicrobiano de las nano-particulas de plata se debe a sus interacciones
con la membrana de las bacterias, que producen una serie de reacciones y alteraciones

en la misma, que degradan y destruyen las células bacterianas.

Geckeler y cols. (2007), sintetizaron un material antibacterial empleando un hidrogel
y nano-particulas de plata. El hidrogel presenta como ventaja, una estructura de
grandes espacios vacios en su arreglo molecular, lo cual le permite actuar como un
nano-reactor donde se pueden llevar a cabo la nucleacion y formacién de las nano-
particulas metélicas. Los investigadores sintetizaron nano-particulas de plata en el
seno del hidrogel, dando origen a un material hibrido, donde la plata se encuentra
distribuida uniformemente en los espacios vacios del hidrogel.

La sintesis de las nano-particulas metalicas se llevo a cabo en el seno del gel,
sumergiendo los distintos tipos de gel en una solucion de nitrato de plata, a la cual se
le afiadio una solucion de NaBH, con la finalidad de reducir los iones de plata. La

figura 2 muestra de forma esquematica, la preparacion de las nano-particulas.
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Nanoparticulas de Ag

Figura 2. Representacion esquematica de la formacién de nano-particulas de Plata en

los espacios vacios de la estructura del gel. (Geckeler y cols., 2007).

En la experiencia se soportaron nano-particulas de plata sobre varias muestras de
hidrogel con estructuras internas diferentes, lo que genera una amplia gama de formas
y tamafios de nano-particulas de plata, presentando diametros de 2,67 nm, 6,63 nm y

21,11 nm. Todas ellas, con superficie homogénea, alta estabilidad y ningun signo de
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agregacion, pudiendo almacenarse por seis meses sin alterar sus propiedades. Los
materiales sintetizados se sometieron a pruebas antibacteriales aplicadas sobre
colonias de Escherichia Coli cultivadas, con la finalidad de evaluar su potencial
efecto bactericida. Los resultados obtenidos mostraron que los solidos preparados
presentan una fuerte actividad antibacteriana ante E. Coli, siendo, el de menor
didmetro de particula, 2,67 nm, el de mejor actividad, ya que todos los solidos fueron

utilizados en el ataque bacteriano hacia dichas bacterias.

Matsumoto, Miyamae y cols. (2007), realizaron estudios detallados sobre la
preparacion de nano-estructuras de plata, empleando el método poliol con irradiacion
por microondas (MW). En la experiencia utilizaron soluciones de AgNO3/H,PtCls.
6H,O/PVP/etilenglicol (EG) (PVP, polivinilpirrolidona).

Matsumoto y sus colaboradores, partieron del hecho de que las propiedades
cataliticas, eléctricas y Opticas de las nano-particulas dependen en gran medida de la
forma y el tamafio de las nano-estructuras de plata; por ello utilizaron una nueva
técnica para llevar a cabo la sintesis controlada de dichas nano-estructuras “método
poliol-microondas” , el cual ha resultado ser muy efectivo en la sintesis de varillas,
cables, placas poligonales y ld&minas nano-métricas de plata en cortos periodos de
tiempo. Los autores no solo observaron los cambios en las formas y tamafios de las
nano-estructuras de plata utilizando un microscopio electronico de transmision
(TEM), sino que también estudiaron las propiedades épticas de las nano-particulas
mediante el empleo de la espectroscopia de absorcion UV-Visible. Estudiaron el
efecto de parametros experimentales como la concentracion de platino, del
surfactante PVP y del AgNO3; como precursor, ademas del tiempo de calentamiento
empleado en el microondas. Para la experiencia se modifico un horno de microondas
con la instalacion de un condensador, un termopar y un agitador magnético recubierto
de teflon. Las nano-particulas de plata se prepararon llevando la solucion de
H,PtCle.6H,O, AgNO3 y PVP en etilenglicol a irradiaciones por microondas a una
potencia de 400W.
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Por otra parte, los autores llevaron a cabo la preparacion de nano-platos poligonales
de Ag mediante la irradiacion con microondas sobre una solucion de AgNOs, en
presencia de polivinilpirrolidona (PVP), sin otro agente reductor. Utilizaron tres
disolventes, N-metilpirrolidona, piridina y etanol. Ellos encontraron que los solventes
tienen influencia significativa en la morfologia de las particulas de Ag y sobre el
color de las soluciones bajo irradiacion. También concluyeron que el aumento del
punto de ebullicion de los solventes resulta ventajoso, ya que promueve una mayor
cristalinidad de las nano-particulas de Ag sintetizadas. Por otra parte, se prepararon
nanoplatos de Ag triangulares, utilizando irradiacion de MW, promoviendo la
reduccion del AgNO; en las soluciones acuosas con la participacion del PVP.

Matsumoto y sus colaboradores prepararon nano-particulas esféricas de Ag
empleando una baja concentracién de AgNOs (0,01 M). Cuando la concentracion de
AgNO; fue aumentada a 0,1 M, también se aumentd el tiempo de irradiacion de MW,
lo que origind un cambio en la forma de las nano-particulas, de esferas a prismas
truncados. También estudiaron la formacion de nanotubos de Ag en una solucion
acuosa en presencia de oro (Au) bajo irradiacion con microondas. Para ello
emplearon citrato de sodio como agente reductor de los iones de plata. Encontraron
que el método de calentamiento por MW en presencia de oro, es bastante eficiente
para sintetizar nanotubos de plata. Comentan ademas, que el requisito para la
produccién de los nanotubos de Ag, radica en el tiempo de calentamiento por MW,
La figura 3 muestra los espectros UV-visible obtenidos a partir de la solucién de
AgNO3/H,PtCls6H,O/PVP/EG, a tres diferentes concentraciones molares de H,PtClg
/ AgNQOg. La tendencia de las sefiales en los espectros de absorcion dependen en gran

medida, de la relacién molar de la solucion H,PtClg /AgNO:s.
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Figura 3. UV-visible de los espectros de absorcion de las hano-estructuras de Ag
obtenidas a diversas relaciones molares de H,PtClg/AgNOs. Tiempo de calefaccion de

MW, 3 min. (Matsumoto, Miyamae y cols., 2007)

A diferentes concentraciones, se observaron bandas con un pico a 430 nm, sefial
caracteristica de la presencia de nano-particulas de plata. A bajas relaciones molares
(2,5 x 10™), la absorbancia es débil, esto fue atribuido a la contribucién de los

cristales triangulares.

En los espectros de absorcién de relacion molar de 2,5 x 10™, se observé un pico
fuerte cercano a los 430 nm, indicando la formacién de importantes cantidades de
nanotubos (varas) y nano-cables; también se evidencia un hombro débil a los 350 nm,
debido a las secciones transversales de los nanotubos y los nano-cables.

La figura 4 ((a) - (d)), muestra las fotografias (TEM) de los productos obtenidos
después de llevar a cabo la irradiacion por MW a diferentes tiempos de exposicion (1,
1,5, 3 y 5 min). En el menor tiempo de irradiacién (1 min), sélo se obtuvieron
particulas esféricas con diametros de 20-40 nm (Fig. 4(a)). Con el aumento del
tiempo de irradiacion empezaron a formarse nano-particulas anisotrdpicas, donde se

pueden apreciar algunos nanotubos y nano-cables. En un tiempo de irradiacion de 5
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min, se hacen evidentes nanotubos y nano-cables con didmetros de 50 nm a una
longitud de onda de 500-1500 nm. Después de unos 3 min de irradiacién se
obtuvieron pocos cambios en las imagenes TEM, lo que indica que la reduccion de

iones Ag” se completd en aproximadamente ese tiempo.
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Figura 4. Imagenes (TEM) de nano-estructuras de Ag preparadas a partir de AgQNO3
(0,465 mM) / H,PtClg.6H,0 (0,116 M) / PVP (2,64 mM) / EG a diferentes tiempos de

calentamiento (Matsumoto, Miyamae y cols., 2007)

La figura 5 muestra los espectros UV-visibles obtenidos a diferentes tiempos de
irradiacion de MW (0.5-8 min). Como puede observarse en las gréaficas, la banda de
absorbancia aumenta rapidamente en la region de 320-800 nm, con el incremento del
tiempo de calentamiento de 0,5 a 3 min. No se observaron cambios significativos en
el espectro en la region para tiempos de 3-8 min. También se evidencio la presencia
de un pico comln en la region de 410-430 nm, el cual se hace mas fuerte con el

aumento del tiempo de calentamiento.
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Figura 5. UV-visible de los espectros de absorcion de nano-estructuras de Ag
obtenidos después de diversos tiempos de calentamiento

(Matsumoto, Miyamae y cols., 2007).

La figura 6 muestra iméagenes (TEM) de los productos obtenidos en el rango de
concentraciones de AgNOj3 de 5,8-92 mM, empleando una relacion molar constante
de PVP/AgNO; de 5,7 mM. Las imagenes se obtuvieron de las experiencias
efectuadas a tiempos de calentamiento de 1,5 y 3 min. Es evidente que las formas y
tamafios de los productos dependen tanto de la concentracion de AgNO3; como del
tiempo de calentamiento. A bajas concentraciones de AgNO; y tiempos cortos de
calentamiento, los productos dominantes son nano-particulas esféricas y nano-
laminas delgadas. Por otra parte, se sintetizaron nanotubos y nano-cables 1-D a altas
concentraciones de AgNO3 con largos tiempos de calentamiento. Para el tiempo de
calentamiento de 3 minutos, con altas concentraciones de AgNO3, se obtuvieron
productos con un diametro promedio de 54 nm, con lo que se concluyd que se
obtienen nano-particulas mas definidas a mayores concentraciones de solucion
donadora de iones plata. La densidad numérica de las particulas aumentd con el
incremento de la concentracion de AgNQOg, obteniendo rendimientos de mas del 80%

para la concentracion de AgNO3 més alta, empleando un tiempo de calentamiento de

10
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3 min. También se concluy6 que es posible separar nano-estructuras de tipo tubular,
esféricas y cubicas por separacion centrifuga con repetidos lavados en agua.

(a) 5.8 mM (b) 11.5 mM (c) 23 mM (d) 46 mM (e) 92 mM

Tiempo de irradiaciéon MW 1.5 min.
= 100 nm == 200 nm

B

Tiempo de irradiacién MW 3 min.

= 200 nm = 200 nm = 500 nm

Figura 6. Imagenes (TEM) de nano-estructuras de Ag preparadas a partir de
AgNO3/H,PtCls.6H,0 (0,116 M) / PVP / EG a diversas concentraciones de AgNO3z y

una relacién molar constante de PVP/AgNO; de 5,7
( Matsumoto, Miyamae y cols., 2007).

Matsumoto y colaboradores, concluyeron que es posible aplicar el método poliol-
microondas para llevar a cabo una sintesis rapida de nano-estructuras de plata. Estos
investigadores comentan que en su experiencia se prepararon muchas muestras con
diversas mezclas de nano-particulas con morfologia de nanotubos y nano-cables 1-D,
nano-laminas y nano-platos 2-D y esféricas y cubicas 3-D.

Se determiné que las formas y los tamafios de las hano-estructuras de plata dependian
en gran medida de parametros experimentales como las concentraciones de Pt, PVP,

y AgNO; y el tiempo de calentamiento en el horno de microondas.
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Inspirados por las experiencias anteriormente mencionadas, en especial por la
realizada por Matsumoto y su grupo de colaboradores donde plantean un método
sencillo e innovador para la preparacion de nano-estructuras de plata, se plantea el

objetivo de la presente investigacion.

12
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OBJETIVOS

General:

Evaluacién de un sistema preparado a partir de nano-particulas de plata, soportadas
sobre gamma-alimina (Ag/Al,O3), a escala laboratorio, con miras a su utilizacion

como desinfectante para aguas de consumo humano y uso industrial

Especificos:
e Sintetizar un material con caracteristicas bactericidas, a partir de nano-
particulas de plata soportadas sobre gamma-alimina
e Analizar las propiedades bactericidas de los materiales preparados
e Diseflar y construir un sistema de desinfeccion, a escala laboratorio, de
utilidad practica en aguas para consumo humano o industrial
e Evaluar de manera preliminar la factibilidad técnico-econdmica de su

potencial aplicacion en aguas para consumo humano o industrial

13
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

En este capitulo se establecen las bases tedricas necesarias para alcanzar los
objetivos planteados, comenzando con la calidad del agua, agentes asociados a

ellay sus posibles desinfectantes.

11.1. Contaminacion de los cuerpos de agua

El aumento del uso del agua para diferentes actividades, ha incrementado los
niveles de contaminacion en la misma. Esta contaminacion se relaciona con los
vertidos, tanto de origen domeéstico como industrial, en los cuerpos de agua. En el
caso de los residuos de origen doméstico, la carga contaminante esta representada
por altos porcentajes de materia orgénica y microorganismos de origen fecal.
Estos microorganismos son causantes de enfermedades de origen hidrico, que
generan altos porcentajes de mortalidad en la poblacion. Ante los posibles riesgos
de contaminacién tanto a nivel humano como ambiental, surge la necesidad de
determinar y controlar la presencia de ciertos microorganismos en los cuerpos de
agua, con la finalidad de brindar herramientas necesarias para conocer la calidad

del liquido y poder tomar medidas en cuanto a sus usos y tratamientos.

Actualmente, organizaciones como la UNICEF y la Organizacion Mundial para la
Salud (OMS) monitorean los progresos alcanzados en el cumplimiento de la meta
namero 10 de los Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM). Dicha meta tiene
como finalidad reducir a la mitad para 2015, el porcentaje de personas que
carecen de acceso sostenible al agua potable y el saneamiento basico. Definiendo
como agua potable, al agua utilizada para los fines domésticos y la higiene
personal, asi como para beber y cocinar. Las caracteristicas microbianas, quimicas
y fisicas del agua potable deben cumplir con pautas de la OMS o los patrones
nacionales sobre la calidad del agua potable

(http://lwww.who.int/water_sanitation_health/mdg1/es/,2008).
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11.1.1 Calidad del agua

El término calidad del agua se refiere a la composicion de la misma, en la medida
en que esta es afectada por la concentracion de sustancias producidas por procesos
naturales y actividades humanas. Vale destacar, que es un término que no puede
ser clasificado como bueno o0 malo, ya que depende del uso que se le da al liquido,
dependiendo de si se trata de agua para consumo humano (agua potable), agricola
0 industrial, recreacional o estético. Los limites tolerables de las diversas
sustancias contenidas en el agua son establecidos por organizaciones como la
Organizacién Mundial de la Salud (O.M.S.) y la Organizacion Panamericana de la
Salud (O.P.S.) y cada pais los asume 0 no segun sus reglamentos internas como

valores normativos (Tampo, 2004).
11.1.2. Agua potable, saneamiento, salud y enfermedades

Segln la OMS, aproximadamente la mitad del mundo en desarrollo, lo que es
equivalente a unos 2600 millones de personas carecen de servicios basicos
sanitarios como letrinas, mientras que 1100 millones de personas no poseen
acceso a fuentes de agua potable. Acontecimientos como estos ocasionan un gran
namero de consecuencias directas sobre comunidades o poblaciones en su

mayoria rurales, algunas de éstas se mencionan a continuacion:

e Aproximadamente 1,6 millones de personas mueren al afio por
enfermedades relacionadas a la falta de acceso de agua potable salubre. De
este gran numero de personas mas del 90% son nifios que no superan los 5
afos de edad.

e Existen 160 millones de personas a nivel mundial infectados por
esquistosomiasis, enfermedad que causa decenas de miles de muertes
anuales.

e Las helmintiasis intestinales (ascariasis, tricuriasis y anquilostomiasis)
afectan al mundo en desarrollo por falta de agua, saneamiento e higiene
adecuados, incrementandose preocupantemente su nimero de casos a nivel

mundial.
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e 133 millones de personas sufren de fuertes parasitosis intestinales
causadas por el uso de aguas contaminadas, reportandose 1,5 millones de

casos de hepatitis A clinica anualmente en todo el mundo.

La meta mencionada anteriormente, que pretende alcanzar la OMS, implica el
compromiso de aumentar la cobertura mundial de agua potable de un 77% en
1990 a un 88,5% en 2015. Para alcanzar esta meta se requerira un esfuerzo sin
precedentes, puesto que 2600 millones de personas carecian de acceso al
saneamiento basico en 2002. Durante el periodo 1990-2002, el acceso a un mejor
saneamiento aumentd un 9% hasta llegar a un 58% a nivel mundial. Para reducir a
la mitad el porcentaje de personas carentes de un mejor saneamiento, la cobertura
mundial debe aumentar hasta llegar a un 75% en 2015, a partir de un 49% en
1990. Sin embargo, si sigue la tendencia registrada en 1990-2002, faltara cubrir
las necesidades de mas de 500 millones de personas para que el mundo alcance la
meta de saneamiento. (http://www.who.int/water_sanitation_health/mdgl/es/,
2008).

Por ello es de gran importancia el desarrollo de nuevas tecnologias que permitan
sanear cuerpos de agua con el fin de sustentar las necesidades basicas de una

determinada poblacién o comunidad.

11.1.3. Bacterias como indicadores de contaminacion

Las bacterias que se encuentran con mayor frecuencia en los cuerpos de agua son
las bacterias entéricas que colonizan el tracto gastrointestinal del hombre y son
eliminadas a través de la materia fecal. Cuando estos microorganismos se
introducen en el agua, las condiciones ambientales son muy diferentes y por
consiguiente su capacidad de reproducirse y de sobrevivir son limitadas. Debido a
que su deteccidn y recuento a nivel de laboratorio son lentos y laboriosos, se ha
buscado un grupo alternativo de indicadores que sean de mas répida y facil
deteccion. El grupo mas utilizado es el de las bacterias coliformes (Tortora, G. J.,
2007).
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El grupo de microorganismos coliformes es adecuado como indicador de

contaminacion bacteriana por las razones que se enumeran a continuacion:

e Son contaminantes comunes del tracto gastrointestinal tanto del hombre
como de los animales de sangre caliente.

« Estan presentes en el tracto gastrointestinal en grandes cantidades.

o Permanecen por mas tiempo en el agua que las bacterias patdgenas.

e Se comportan de igual manera que los patdgenos en los sistemas de

desinfeccion.

Los coliformes fecales y la Escherichia Coli en particular, se han seleccionado
como indicadores de contaminacion fecal debido a su relacién con el grupo
tifoide-paratifoide y a su alta concentracion en diferentes tipos de muestras. Los
coliformes fecales son un subgrupo de los coliformes totales, capaz de fermentar
la lactosa a 44.5 °C.

Aproximadamente el 95% del grupo de los coliformes presentes en heces, estan
formados por Escherichia Coli y ciertas especies de Klebsiella. Ya que los
coliformes fecales se encuentran casi exclusivamente en las heces de animales de
sangre caliente, se considera que reflejan mejor la presencia de contaminacion
fecal. Uno de los aspectos negativos del uso de los coliformes totales como
indicador es el hecho de que algunos coliformes son capaces de multiplicarse en

el agua (Baquero, F., 2008).

Los coliformes fecales se denominan termo-tolerantes por su capacidad de
soportar temperaturas mas elevadas. Esta denominacion esta ganando mas adeptos
actualmente, pues seria una forma mas apropiada de definir este subgrupo que se
diferencia de los coliformes totales por la caracteristica de crecer a una
temperatura superior. La capacidad de reproduccion de los coliformes fecales
fuera del intestino de los animales homeotérmicos es favorecida por la existencia
de condiciones adecuadas de materia organica, pH, humedad, etc. Algunos
géneros son autdctonos de aguas con residuos vegetales, como hojas en
descomposicion. También pueden reproducirse en las bio-peliculas que se forman

en las tuberias de distribucion de agua potable. Por estas razones y por la
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existencia de bacterias que responden a la definicion de coliformes que no son de
origen fecal y que incluso pueden ser lactosa-negativas (apareciendo como
positivas si se aplica la prueba de B-galactosidasa), el grupo de los coliformes
totales tiene actualmente poca utilidad como indicador de contaminaciéon fecal. Su
uso se ha restringido para aguas tratadas y aguas minerales. Para aguas
superficiales o para evaluar la eficiencia de una planta de tratamiento de aguas
residuales deben usarse los coliformes fecales. Solamente debera recurrirse a los
coliformes totales si no hay condiciones para cuantificar los coliformes fecales
(Tortora, G. J., 2007).

En aguas tratadas, los coliformes totales funcionan como un alerta de que ocurrio
contaminacion, sin identificar el origen. Indican que hubo fallas en el tratamiento,
en la distribucion o en las propias fuentes domiciliarias. Su presencia acciona los
mecanismos de control de calidad y de procesamiento dentro de la planta de
tratamiento de agua, e intensifica la vigilancia en la red de distribucion (Baquero,
F., 2008).

11.2. Teoria de la desinfeccion del agua

La desinfeccion del agua para uso humano tiene por finalidad la eliminacién de
los microorganismos patégenos contenidos en el agua que no han sido eliminados
en las fases iniciales del tratamiento del agua. La desinfeccion del agua es
necesaria como uno de los ultimos pasos en la planta de tratamiento de agua
potable, para prevenir que esta sea dafiina para nuestra salud. Muchas veces,
tratandose de agua de manantiales naturales o de pozo, la desinfeccion es el Unico

tratamiento que se le da al agua para su potabilizacion.

Existen descripciones de civilizaciones antiguas en referencia al agua hervida y el
almacenamiento del agua en recipientes de plata con el fin de promover su

purificacion.
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La desinfeccion se ha utilizado durante muchos siglos. Sin embargo es a partir de
1900 que los desinfectantes se empiezan a utilizar extensamente por las
compafiias de tratamiento de aguas o relacionadas de alguna manera a ésta, para
evitar la expansion de enfermedades y mejorar la calidad de la misma (American
Water Works Association, A.W.W.A., 2002).

Los procesos de mezcla, coagulacion, sedimentacion y filtracion remueven, con
mayor o menor eficiencia, la mayoria de las bacterias y virus presentes en el agua.
Desde este punto de vista, pueden ser considerados como procesos preparatorios
para la desinfeccién, pues cumplen dos objetivos (Arboleda, 2000):

a. Disminuyen la carga bacteriana del agua.

b. Hacen maés eficientes los métodos de desinfeccion.
11.2.1. Tipos de remocidn primaria en desinfeccion del agua
Existen dos tipos de remocion primaria en la desinfeccién de aguas:
e Remocion producida por la coagulacion-floculacion y sedimentacion.

Los procesos de coagulacion-floculacion-sedimentacion son altamente eficientes
para la remocion de bacterias vegetativas. En este tipo de proceso la remocion de
bacterias es directamente proporcional a la remocion de turbiedad, pudiendo
alcanzar remociones de hasta 99.7%, cuando se obtiene una eficiencia muy alta en
el proceso de coagulacién y sedimentacion. Este proceso se basa en afiadir un
coagulante en el cuerpo de agua que se desea tratar, asi, el mismo se encarga de
agrupar los micro-fléculos que se forman al comienzo del proceso de coagulacion
y que varian entre 1p y 4u, con las bacterias presentes en el medio cuya
dimension puede variar entre 0.5u y 3.5u. De esta manera, al progresar el
aglutinamiento de las particulas, tanto las bacterias como los virus quedan

incorporados dentro de la flora y sedimentan con el mismo (Arboleda, 2000).
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e Remocion producida por la filtracion.

Estudios recientes acerca de la filtracion, han demostrado que si ésta no va
precedida de coagulacién, aun cuando se use arena fina (0.28mm), se remueve
solo una pequefia porcion de los virus presentes en el agua (menos de 20%). Es
por eso conveniente agregar siempre algin coagulante al agua, inclusive en los
casos en que debido a la baja turbiedad se hace filtracién directa sin

sedimentacion previa.

Por otra parte, en el caso de la filtracion en lechos de arena y arena-antracita, se ha
observado también que la remocién de turbiedad es proporcional a la remocion de
los virus. Toda irrupcion de turbiedad va usualmente acompafiada de un

incremento en la penetracion de los virus (Arboleda, 2000).
11.2.2. Desinfeccion del agua

La desinfeccion del agua se refiere como se menciond anteriormente, a la
destruccidon de los organismos causantes de enfermedades o patdgenos presentes
en ella. Los principales son:

a. Bacterias (Salmonellas, Vibrio comma, Shigellas y E. Coli).
b. Protozoarios (Amoebas, Giardia lamblia y Cryptosporidium).

c. Virus (Hepatitis y poliomelitis).

Las condiciones que debe tener un desinfectante ideal para poder ser usado en las

plantas de purificacién son:

e Debe ser capaz de destruir los organismos causantes de enfermedades.

e Debe realizar esta labor a la temperatura del lugar y en un tiempo
adecuado.

e No debe hacer el agua toxica, peligrosa para la salud o de sabor
desagradable.

e Debe ser de facil obtencidn, sencillo manejo y bajo costo.

e Su concentracion en el agua debe poderse determinar prontamente.
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e Debe dejar un efecto residual, para que proteja el agua contra posteriores

contaminantes.

La efectividad de un proceso de desinfeccion se mide por el porcentaje de
organismos muertos dentro de un tiempo, una temperatura y un pH prefijados
(Arboleda, 2000).

11.2.2.1. Velocidad con la que se realiza la desinfeccion

El proceso de desinfeccion del agua no es instantaneo sino que se realiza
progresivamente, con mas o menos velocidad a través del tiempo y se considera
terminado cuando el 100% (99.99%) de los organismos que se trata de destruir
han muerto. La forma como este proceso se realiza puede describirse
matematicamente, considerando que se trata de una reaccion de primer orden y
que por tanto el nimero de organismos destruidos en la unidad de tiempo es
proporcional al nimero de organismos remanentes en el tiempo t considerado. En

otras palabras, si n es el numero de organismos y K la velocidad de reaccion:

- (dn/n) = Kadt
Ec.1

Esta es la Ilamada Ley de Chick donde integrando el primer término entre n
(ndmero de organismos en el tiempo t = 0) y n (nimero de organismos en el

tiempo t =t) y el segundo entre t = 0 y t = t, se obtiene la siguiente expresion:

t = - (2.303/Ka)log(n/np)
Ec.2

Por tanto, segun este modelo, el tiempo necesario para eliminar un determinado
tipo de organismo con un desinfectante, es directamente proporcional al logaritmo
de la relacién de organismos remanentes (n) sobre organismos iniciales (ng). En
consecuencia, al graficar el tiempo de contacto vs. el porcentaje de organismos
sobrevivientes, se obtiene una linea recta en los casos en que se cumple la Ley de
Chick.
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Sin embargo, no siempre el proceso de destruccion de microorganismos es una
reaccion de primer orden, por lo tanto, se presentan frecuentemente desviaciones a
la Ley de Chick. Por ejemplo, la eliminacion de quistes de E. histolitica con cloro
libre y yodo, tiene una cinética de primer orden, pero la supervivencia de bacterias
entéricas, asi como de algunos virus, no sigue dicho comportamiento, pues la
velocidad de destruccion (log n/ng) aumenta o disminuye con el tiempo debido a:
(@) la presencia de sustancias interferentes que impiden mantener un residual
adecuado con ciertos desinfectantes; (b) errores experimentales; (c) la distinta
susceptibilidad de los organismos; (d) la mezcla inapropiada de los desinfectantes
con el agua; (e) existencia de colonias de bacterias de tamafios variados que
establecen una concentracion no uniforme de los organismos en el liquido
(Arboleda, 2000).

Por tanto, la Ley de Chick tiene méas que todo valor de referencia para evaluar el
comportamiento de un determinado proceso de desinfeccion, en donde se conoce

(n/ng) y se quiere calcular la constante de la desinfeccion (K).
11.2.2.2. Factores que influyen en la desinfeccion
Por ser la desinfeccion una reaccion, depende de los siguientes factores:
¢ Relacién concentracion-tiempo

La eficiencia de la desinfeccion depende de la relacion entre el tiempo de
contacto y la cantidad de desinfectante dosificado. Una alta concentracion
necesitara menos tiempo para eliminar el 100% de los organismos que una
concentracion débil. Segin sea el desinfectante, decrecerda mas o menos
rapidamente el poder bactericida, a medida que se va disminuyendo la
concentracion. El tiempo de contacto t, necesario para eliminar un determinado

numero de organismos viene dado por la expresion de Watson:

t = (Ka/C")
Ec. 3

22



CAPITULO 11 Fundamentos de la Investigacién

Donde,
Ka = Constante de la desinfeccion.
C = Concentracion del desinfectante (mg/l).

n = Coeficiente que expresa la eficiencia bactericida del desinfectante y que se

conoce como el coeficiente de disolucion.

El valor de K ha sido evaluado para distintos microorganismos y desinfectantes, lo
que permite conocer la relacion concentracion-tiempo necesaria para realizar la
desinfeccion (Arboleda, 2000).

e Temperatura

Las bacterias pueden vivir solo a determinadas temperaturas, generalmente entre
5°C y 80°C. Igualmente, la temperatura influye en la velocidad de reaccién de las

sustancias.

Es logico, por lo tanto, que la desinfeccion sea afectada por este factor. En
términos generales, cuanto mas caliente esté el agua tanto mas eficiente y rapida

serd la desinfeccion, asi la constante K aumentara (Arboleda, 2000).

Se ha encontrado la siguiente expresién para relacionar la constante K a la
temperatura considerada, con el valor de la misma a 20°C:

K = Kyo(1 +0)" 2
Ec.4

Donde,
K = Constante de la desinfeccion a T (°C).
Kz = Constante a 20°C.

T = Temperatura (°C).
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0 = Factor que varia entre 0.06 y 0.08.

e Potencial hidrégeno - pH

Las bacterias son altamente susceptibles al pH como a la temperatura. Los
potenciales muy altos o muy bajos le son fatales. Los virus a un pH menor a 4 y
mayor a 10 sobreviven solamente horas. EI pH 6ptimo de los microorganismos

esta alrededor de 7.

En igual forma, la actividad de los desinfectantes quimicos depende del pH del
agua. Generalmente cada desinfectante presenta un rango de pH en el cual tiene su
maxima efectividad, lo cual constituye su caracteristica. A partir de este punto, la
eficiencia decrece para una misma dosis, un mismo tiempo de contacto y una

misma temperatura (Arboleda, 2000).

e NuUmero y tipo de organismos

El nimero de organismos presentes en el agua pudiera afectar el proceso de
desinfeccion. La misma concentracion y tiempo de contacto del desinfectante se
necesitan para eliminar una gran cantidad de microorganismos que una pequeiia,
siempre y cuando la temperatura y el pH sean los mismos. El tipo de
microorganismos en cambio si influye notablemente en los resultados, pues la

sensibilidad de cada especie varia segun el desinfectante (Arboleda, 2000).
11.2.2.3. Modos de desinfeccién del agua
La desinfeccidn del agua se puede dividir en dos tipos, natural y artificial.

La primera se refiere a la muerte progresiva de las bacterias, producida por
agentes naturales tales como la luz solar, la sedimentacion, la filtracion en las
capas arenosas del suelo, o la estabilizacién de la materia orgéanica que disminuye

la reserva de alimento para los microorganismos.
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La desinfeccion artificial puede realizarse mediante agentes fisicos o quimicos,
ademéas de mecénicos. Los agentes mecanicos mas importantes son los filtros,

entre estos se pueden mencionar:

e Filtros mecénicos: Este tipo de filtros actla reteniendo la suciedad del
agua al hacer circular esta a través de un material filtrante. Solo es capaz
de limpiar del agua particulas o microorganismos hasta un determinado
tamafio. Las particulas muy pequefias pueden atravesarlo sin quedar
retenidas, pero este tipo de particulas no influye en la "suciedad" visible
del agua. Existen materiales filtrantes con un tamafio de poro muy fino,
capaces de retener particulas de hasta 0,01 mm. Los filtros mecéanicos no
tienen influencia sobre la calidad quimica del agua, solo retienen la
suciedad macroscopica para que el agua se mantenga transparente, pero no
influyen en los niveles de amoniaco, nitritos o nitratos que hay disueltos
en esta. La efectividad antibacteriana de este tipo de filtro no es muy
buena ya que solo se basa en retener por diferencias de tamafio las
particulas extrafias en el agua al igual que microorganismos. Debido al
pequefiisimo tamafio de los virus y algunas bacterias estos filtros resultan
inofensivos, es por ello que se les suele afiadir un filtro bioldgico a la

descarga del mismo. (Gray, N. F., 1997) :

Ademas de los filtros anteriormente mencionados existen otros disefiados
exclusivamente para retener particulas de un tamafio muy reducido, llegando al

orden de la nanotecnologia. Entre estos se pueden mencionar:

1. Filtros microporosos: Estos filtros se basan en una membrana de alta
tecnologia. Dichas membranas de filtracion microporosa ofrecen una
barrera fisica al paso de particulas y microorganismos, y tiene valores
absolutos de hasta 0,1 micras. Algunos sistemas también incluyen
"ultramicro filtros" con un valor de 0,05 micras. La mayoria de aguas sin
depurar contienen coloides, que quedan atrapados en estas membranas ya

que no son capaces de atravesar sus poros. El rendimiento del filtro se
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puede mejorar utilizando microfiltros que incluyen una superficie
modificada que atraerd y retendrd estos coloides de formacion natural, los
cuales son generalmente mucho mas pequefios que los tamafios de poro en
la membrana. Los microfiltros con un tamafio de poro absoluto de 0,2
micras se utilizan mucho en los sistemas de tratamiento de agua. Atrapan
los contaminantes, incluyendo disgregados de carbon de cartuchos de
adsorcion organica, particulas de resina de cartuchos de intercambio iénico
y bacterias.

Las membranas microporosas generalmente se consideran indispensables
en un sistema de purificacion de agua, a menos que se sustituyan por un
ultrafiltro (Gray, N. F., 1997).

Ultrafiltros: La ultrafiltracion utiliza una membrana muy similar en disefio
a la 6smosis inversa, excepto que los poros del ultrafiltro son ligeramente
mas grandes, de 0,001 a 0,02 micras. Para la eliminacién de pirégenos, los
poros de un ultrafiltro deben ser de un didmetro aproximado de 0,002
micras 0 menos, y deben excluir todas las moléculas con un peso
molecular de 5.000 o mas grandes. Los ultrafiltros se pueden utilizar de
forma similar a las membranas microporosas, pero también se pueden
configurar para que una pequefia parte del agua de alimentacién circule
tangencialmente en la membrana para minimizar la acumulacion de
contaminantes y el crecimiento de bacterias. La ultrafiltracion es una
excelente tecnologia para garantizar una calidad homogénea de agua ultra

pura en relacién con particulas, bacterias y pirégenos (Gray, N. F., 1997).

En cuanto a los agentes fisicos purificadores de agua mas destacados se pueden

mencionar:

Calor: Es principalmente un sistema de desinfeccion doméstico no
aplicable a plantas de purificacion. Quince o veinte minutos de ebullicion
son suficientes para destruir cualquier microorganismo patdgeno. El agua,
sin embargo, adquiere un sabor peculiar debido a la expulsién de los gases

por el incremento de temperatura (Gray, N. F., 1997).

26



CAPITULO 11 Fundamentos de la Investigacién

e Rayos ultravioleta: Este tipo de desinfeccion se lleva a cabo pasando una
lamina de agua delgada bajo una fuente de rayos ultravioleta. La
penetracion de los rayos, asi como la eficiencia de la desinfeccion,
depende de la turbiedad del liquido. Se usa principalmente en desinfeccion
de aguas envasadas. No deja efecto residual, ni se puede determinar en el
agua la cantidad aplicada en forma facil. No es aconsejable para
acueductos (Gray, N. F., 1997).

Los métodos que se enumeran a continuacion interactian directamente sobre los
agentes bacterianos que se desean neutralizar, en otras palabras, estos métodos se
basan en el ataque quimico que proporcionan algunos compuestos directamente
sobre las membranas de las bacterias produciendo su degradacion. Los agentes
quimicos mas importantes son: Los haldégenos (cloro, bromo y yodo), la plata
ionizada y el ozono. Entre los hal6genos el méas conocido de todos es el cloro, el

cual por ser ampliamente utilizado se estudiara con mas detalle.
11.2.2.4. Desinfeccion con cloro

La cloracidn es el proceso de desinfeccion que hasta el presente retne las mayores
ventajas: es eficiente, facil de aplicar y deja efecto residual que se puede medir
por sistemas muy simples y al alcance de todos. Tiene, en cambio, la desventaja
de ser corrosivo y especialmente, en algunos casos, formar subproductos

posiblemente peligrosos para la salud y producir sabor desagradable en el agua.

El cloro puede aplicarse también utilizando algunas de sus sales. Las mas
conocidas son el hipoclorito de sodio y el hipoclorito de calcio que se expenden
en polvo o solucién con concentraciones entre 12% y 70%. El cloro y los
hipocloritos producen reacciones similares en el agua y su eficiencia bactericida
es idéntica. La unica diferencia es que el cloro baja el pH y el hipoclorito lo sube
ligeramente. EIl cloro se emplea generalmente en plantas grandes y medianas. El
hipoclorito en plantas pequefias, piscinas y pozos, pues los hipocloritos son méas
sencillos de manejar. El costo de la hipocloracion, sin embargo, es mas alto que el

de la cloracion con cloro gaseoso. Por otra parte, la capacidad del agua para
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disolver el cloro es funcion de su temperatura. A mayor temperatura menor
solubilidad (Arboleda, 2000).

La eficiencia de la desinfeccién con cloro esta relacionada con:

e El tipo de microorganismos que se intenta destruir.
e EIl compuesto de cloro que se forma en el agua.

e El tiempo de contacto del cloro en el agua.

Los cuatro compuestos basicos que se forman en el agua con el cloro; &cido
hipocloroso (HOCI), ion hipoclorito (OCI), monocloramina (NH.CI) vy
dicloramina (NHCI,) tienen diferente poder desinfectante. En general, el &cido
hipocloroso tiene el mayor poder desinfectante, mientras que las cloraminas,

aungue son mas persistentes, poseen una capacidad desinfectante menor.

La forma como los compuestos clorados atacan a los organismos bacterianos ha
sido objeto de bastantes estudios. Se ha observado que el cloro actia en
concentraciones muy bajas (0.1 a 2.0 mg/l), esto se debe a que el sistema
enzimatico de la célula es muy sensible a bajos niveles de sustancias inhibidoras.
Los compuestos clorados reaccionan con los grupos sulfhidricos presentes en las
enzimas celulares paralizando el proceso metabdlico de oxidacion de la glucosa y
en especial interfiriendo en la transformacion del &cido triosefosférico en &cido
fosfoglicérido, con lo que la actividad enzimatica de la célula queda
irreversiblemente destruida. Sin embargo, existen otros compuestos oxidantes que
no son igualmente efectivos, esto se debe a la actividad de la membrana celular la
cual tiene un comportamiento selectivo que permite el paso de determinadas

sustancias e impide el de otras.

Segun sea el tipo de microorganismos que se quiere eliminar, cada compuesto de
cloro tiene una efectividad distinta en base a la cual deberan estimarse los tiempos
de contactos necesarios. La tabla 2, presenta una comparacion de la efectividad de
diferentes compuestos de cloro, para matar o inactivar el 99% de organismos tales

como bacterias entéricas, quistes de amibas, virus y esporas bacterianas. Vale la
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pena recordar que la capacidad bactericida del cloro disminuye drasticamente al
aumentar el pH (Arboleda, 2000).

Tabla N° 2. Actividad germicida de los desinfectantes quimicos. (Compuestos de

cloro). Concentracion en mg/l requerida para matar o inactivar el 99% de los

organismos listados en 10 min a 5°C.

_ Tipo de organismo
_ Bacterias :
Desinfectante o Quistes de _ Esporas
Entericas ) Virus )
amibas bacterianas
ClO; (pH 6-7) 0.4-0.75 02-6.7
HOCI como Cl, 0.02 10 A 0.40 10
OCI como ClI, 2 10 >20 >10
NH,CI como Cl, 5 20 10° 4x10°
Cl libre, pH 7.5 0.04 20 0.8 20
Cl libre, pH 8 0.1 50 2 50

Fuente: Arboleda, (2000).

La eficiencia de la cloracion depende también en parte importante del tipo de
bacteria 0 microorganismo a tratar. La destruccion de las esporas por el cloro se
produce de manera diferente que las de las formas vegetativas, pues aquellas no
poseen la capacidad de oxidar la glucosa o su vialidad no depende de dicha
cantidad. De alli su mayor resistencia a la desinfeccion, la cual también se puede
atribuir a la impermeabilidad de la capa protectora de las células. Por otra parte se
ha estudiado muy profundamente la resistencia que las distintas especies
bacterianas tienen a la desinfeccidn con cloro. Hay estudios que exponen las dosis
minimas de cloro necesarias para matar 503 diferentes tipos de bacterias, entre las
cuales 21 especies son de Salmonella tifosa, 33 de Escherichia Coli y 41 de
Aerobacter aerogenos. Estos estudios se realizaron usando agua destilada como
medio, y se concluyo que 0.1 mg/l de cloro libre era suficiente para matar entre 15

y 30 min todas las especies de Escherichia Coli (Arboleda, 2000).
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11.2.2.5. Desinfeccion con otros agentes quimicos

Ademas del cloro, existen una serie de desinfectantes quimicos con diferentes
caracteristicas y por consiguiente, diferentes usos; entre los mas importantes se

encuentran:

e Filtros bioldgicos

La funcion de este filtro, principalmente, es la de trasformar las substancias
nitrogenadas nocivas que hay presentes en el agua por otras que resultan menos
peligrosas. Los filtros bioldgicos se denominan asi puesto que esta accion
desintoxicante no la lleva a cabo ningin material disefiado por el hombre, sino la
propia naturaleza a través de reacciones quimicas que se producen entre las
mismas bacterias y microorganismos. Como consecuencia de la degradacion de la
materia organica, aparece amoniaco en el agua, el cual resulta muy téxico para
algunas especies animales. Sin embargo, existen grupos de bacterias capaces de
transformar este amoniaco. El funcionamiento de un filtro bioldgico es simple,
estd compuesto por un material que ofrece gran cantidad de superficie en un
volumen reducido para que las bacterias lo colonicen. El agua circula a través del
material de relleno del filtro, sobre el cual han crecido las bacterias, las cuales a su
vez toman amoniaco o nitritos del agua para trasformarlos en substancias menos
nocivas (nitritos y nitratos respectivamente). Las bacterias encargadas de llevar a
cabo esta labor son aerobias, es decir, necesitan de la presencia de oxigeno para
crecer y sobrevivir, por lo que es esencial que el agua tenga unos niveles
adecuados de oxigeno al pasar por el filtro bioldgico. La acumulacion de gran
cantidad de suciedad en un filtro bioldgico es nociva para las bacterias que lo
colonizan, pudiendo llegar a matarlas, por lo cual se hace necesario un filtrado
mecanico previo a el filtro bioldgico. A diferencia del filtro mecanico, el filtro
biolégico no tendria por qué limpiarse nunca, puesto que nunca deberia llegar
suciedad macroscopica a este. Las bacterias tardan un tiempo en colonizar el filtro
bioldgico y multiplicarse en cantidad suficiente como para llevar a cabo su labor
(15 dias - un mes) (Gray, N. F., 1997).
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e Yodo

En los altimos afios se ha venido hablando del yodo como posible alternativa para
el cloro. El 1, es el halégeno de mayor peso atdbmico y que por su bajo poder de
oxidacion resulta el mas estable. Sus efectos residuales por eso se conservan por
mucho mas tiempo que los de cloro. Una dosis de 0.5 mg/l produce la muerte de
99.99% de E. Coli en un minuto, de virus poliomelitico tipo I, en 10 minutos y de
quistes de amibas en 100 minutos; lo cual se compara ventajosamente con el
cloro, dado que el yodo resulta igualmente eficiente para destruir coliformes, mas

efectivo para matar amibas y un poco menos para inactivar virus.

La mayor dificultad en su uso esta en el precio pues es varias veces mas costoso
que el cloro y en que se desconocen hasta el momento los efectos fisioldgicos que
pueda producir su ingestion continua, en especial en el funcionamiento de la

tiroides.

Se ha comprobado que dos gotas por litro de solucion de yodo al 7% desinfectan
el agua en un periodo de 15 minutos. Siendo la tintura de yodo un medicamento
encontrado en caso de catastrofes, resulta especialmente adecuado como método
de desinfeccion en tales circunstancias, ya sea para uso personal o para uso

colectivo en abastecimiento de aguas municipales (Arboleda, 2000).

e Bromo

El bromo, al igual que los otros hal6genos, tiene propiedades desinfectantes. Sin
embargo, si bien la eficiencia del bromo es comparable a la del cloro y el yodo en
la destruccién de microorganismos, su costo es mas alto que el de dichos
compuestos y su manejo (en especial el de bromo liquido) crea problemas. Por eso
su uso se ha limitado a la desinfeccion de piscinas pues produce menor irritacion

de los ojos que el cloro (Arboleda, 2000).
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e Ozono

El ozono es en la actualidad, tanto por su costo como por su eficiencia como
desinfectante, el mas serio competidor del cloro. EI ozono es un gas de olor
caracteristico que se puede sentir después de las tempestades. Se ha usado
preferentemente en plantas de tratamiento de aguas potables en Europa y en
desinfeccion de liquidos cloacales en los Estados Unidos, por cuanto no deja
efecto residual. EI ozono se desintegra rapidamente en el agua de modo que los
residuales permanecen por poco tiempo y por consiguiente no interfiere con el
ecosistema de los rios y embalses donde dichos liquidos cloacales son

descargados.

Debido a la rapidez con que el ozono elimina a los microorganismos, los
pequefios tiempos de contacto no crean mayor problema. Debe advertirse, por
ultimo, que el ozono en el aire es un compuesto muy toxico, concentraciones de
1.0 mg/l respiradas durante un cierto tiempo, induce dafios en el sistema

respiratorio, pudiendo causar efisema pulmonar a concentraciones mayores.

Una de las grandes ventajas del ozono es que no produce trihalometanos. Sin
embargo los productos de la oxidacion son por lo menos tan numerosos como los
del cloro y se conoce mucho menos de su efecto sobre la salud. No debe
olvidarse, que los generadores de 0zono son equipos altamente sofisticados,
inadecuados para paises en desarrollo que demandan un gran consumo de energia
eléctrica cuyo suministro requiere ser confiable las 24 horas del dia (Arboleda,
2000).

e Diodxido de cloro

Los equipos de dioxido de cloro utilizados son los mismos que para la cloracion
pero debe agregarsele un generador de ClO,. La principal ventaja del diéxido de
cloro es que no produce trihalometanos. Sin embargo, para que esto ocurra es
indispensable que no quede exceso de cloro en el agua que pueda reaccionar con
los precursores. Para evitar explosiones debe mantenerse una concentracion de

ClO; inferior al 10% en el aire y a 30 g/l en el agua. En algunos casos el diéxido
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de cloro se aplica como pretratamiento, debido a que tiene una buena capacidad
para destruir los fenoles y clorofenoles, eliminando asi el mal sabor del agua. Su
principal desventaja es la de que los cloratos y cloritos que se producen en el
proceso tienen, posiblemente, efectos tdxicos a largo plazo cuya significacion no
ha sido aun establecida. Se cree que inducen anemia hemolitica, motivo por el

cual se ha fijado un limite de 1.0 mg/l para el CIO; aplicado (Arboleda, 2000)

e Plata ionizada

Los iones de plata son un desinfectante utilizado en algunos paises europeos
especialmente en plantas de purificacion para usos industriales. Este método de
desinfeccion es mas caro que la cloracion y deja efectos residuales. Algunas veces
se utilizan los iones de plata en filtros de porcelana porosa con relativo éxito
(Arboleda, 2000).

Su uso esté actualmente limitado debido al establecimiento de la normativa EPA,
la cual sugiere como limite maximo una concentracion de 50 ppb en aguas para
consumo humano. Este limite fue colocado para evitar la argyrosis, enfermedad
que requiere una acumulacion neta de 1 g de plata en el cuerpo, manifestandose
por presentar una coloracion o manchado azul /grisdceo de la piel, ojos, y
membranas mucosas. Expertos han calculado que se podria beber agua tratada con
50 ppb por 27 afios antes de acumular a 1 g. de plata en el cuerpo. La plata
solamente ha probado ser efectiva en contra de quistes de las bacterias y de los

protozoarios, aungue es probable una cierta efectividad en contra de los virus.

La plata puede ser usada en forma de una sal, comUnmente nitrato de plata, una
suspension coloide, 0 una cama de plata metalica. La electrdlisis también puede
usarse para afiadir plata metalica a una solucién. Estudios han sugerido que la
plata depositada en filtros del bloque de carbon puede matar agentes patégenos sin

la necesidad de afiadir plata directamente al agua (Salopek-Sondi y cols., 2004).
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11.3. lones de Plata y sus propiedades antibacterianas

La plata metalica (Ag) ha sido usada para tratar una variedad de enfermedades
durante siglos, mas notablemente infecciones. Esta bien documentado que los
griegos y romanos usaban plata como desinfectante, los macedonios la usaban
para favorecer la cura de heridas y méas recientemente la NASA seleccion6 un
sistema en base a plata para mantener la pureza del agua y un ambiente sin
bacterias en sus transbordadores espaciales. La oxidacion catalitica de la plata
metalica y la reaccion de los iones de plata monovalentes disueltos en el medio,
probablemente contribuyan a su efecto bactericida. Un hecho curioso es que no es
probable que los microbios desarrollen resistencia a la plata como lo hacen contra
los antibidticos convencionales, esto se debe a que el metal ataca una amplia gama
de objetivos en el microorganismo, lo que significa que el mismo tendria que
desarrollar una serie de mutaciones simultdneamente para protegerse. Asi, los
iones de plata se han utilizado como un componente antibacteriano en la consulta
dental, en resinas compuestas, en zeolitas sintéticas y en los revestimientos de

algunos productos sanitarios (Pal, Song y Tak., 2007).

Actualmente con los problemas de microbios resistentes a los antibidticos, la
plata estd de moda otra vez: Venture Ishikawa (Japon ) ha desarrollado una arena
anti-bacterial usando plata, Microbial Systems (Reino Unido) ha desarrollado una
pintura con plata que es efectivo contra las levaduras y varias bacterias incluyendo
E. coli y el metro de Hong Kong esta usando la plata coloidal contra el virus de
gripe aviar. Otros productos que se estan beneficiando de las propiedades
sobresalientes de desinfeccion antibacterial son las plumas, disquetes, baldosas,
volantes, cepillos de dientes, calcetines, ropa de combate, cosméticos y asientos

de lavabo.

La finalidad del proceso de ionizacion es la eliminacion de bacterias en los
liquidos, debido a su manifiesta accion germicida a muy bajas concentraciones. El
método consiste en agregar iones plata (Ag) al agua mediante un proceso
electrolitico. Esto se logra haciendo circular una corriente eléctrica de baja tensién

a través de un sistema de electrodos de plata inmersos en el liquido a desinfectar,
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logrando desprender asi iones plata, aportados al agua a tratar. La cantidad de
estos iones disueltos en el liquido se puede determinar mediante las Leyes de
Faraday. Por problemas de construccion se utiliza una corriente maxima por cada
par de electrodos de 100 mA, la que deposita 0,4 g de plata por hora en el liquido.
Luego, el sistema deberd controlar la cantidad de iones plata depositados en
funcion del caudal que se quiera desinfectar. La ionizacion se utiliza como
tratamiento secundario para la eliminacion de bacterias y virus, lograndose asi,
mantener el agua libre de nuevas contaminaciones por varios meses. Con
dosificaciones pequefias y con tiempos de contacto no demasiado largos se logran
buenos resultados dada su generacién facil y econémica. Ademas, la plata, usada
en combinacion con el gas ozono, logra un tratamiento completo y confiable del
agua, especialmente cuando se quiere conservar su potabilidad por periodos

prolongados.

La generacion de plata en los equipos ionizadores, se realiza a partir de agua
filtrada, que atraviesa un conjunto de placas que se hallan polarizadas
alternativamente y controladas en su secuencia por un sistema electronico que es
regulado seglin la necesidad, para aportar al agua la dosificacion correcta,
logrando asi la mayor economia con total seguridad. De esta manera, se produce
una oxidacion de la plata metalica que se transforma en plata ionizada en el
electrodo activo y una reduccion en el electrodo pasivo. Para que el desgaste sea

parejo, periédicamente se invierte el sentido de circulacion de corriente.
11.3.1. Preparacion de nano-particulas de plata: método poliol

Ademéas de la ionizacion existen nuevos métodos que se han puesto en
funcionamiento recientemente. Numerosos grupos de investigacion han
desarrollado métodos antibacteriales a base de la nanotecnologia de particulas de
plata (Arnaud, M., Dowling, D. y cols., 2003; Kiwi y cols., 2006). Los diversos
métodos empleados poseen metodologias diferentes pero objetivos comunes:
analizar la actividad antibacterial de materiales sintetizados en el laboratorio,
compuestos por nano-particulas de plata metalica (soportadas o sin soportar). En

la mayoria de las experiencias donde se sintetizan nano-particulas de plata se usa

35



CAPITULO 11 Fundamentos de la Investigacién

el método poliol, en el cual las nano-particulas metélicas se formaran a partir de la
reduccion de los iones plata presentes en el medio de reaccién (generalmente un
solvente como el etilenglicol y la solucién donadora de iones plata (Ag*)). Para
sintetizar nano-particulas metalicas estables, es significativamente importante la
escogencia del solvente, especialmente cuando el medio para llevarse a cabo la
sintesis requiere de concentraciones elevadas de iones metélicos, ademas de la
estabilizacion del surfactante. Se ha referenciado recientemente que en ausencia
de un surfactante estabilizador, las nano-particulas de plata sintetizadas con
glicerol son mucho mas estables que las sintetizadas con etilen-glicol o soluciones
acuosas. La mayor estabilidad de estas nano-particulas sintetizadas con glicerol es
producto de una difusion mas lenta debido una mayor viscosidad del solvente. Es
preferible desarrollar la sintesis de las nano-particulas metélicas en un medio
organico, ya que ademéas de funcionar como solvente, también actGan como
agente reductor (Ha, Il y Ullah, 2006).

Geckeler y cols. (2007), Hwang, J. y cols. (2007) y Kiwi y cols. (2006), entre
otros, han evaluado la opcién de utilizar materiales “soportes” donde se depositen
directamente las nano-particulas de plata. A escala nano-métrica, la reduccion de
las nano-particulas de plata se efectda en el interior de los espacios huecos de la
estructura del soporte empleado, llenando estas cavidades. Uno de los materiales
soportes estudiados que ofrece una alta efectividad es la alimina en sus diferentes
fases (a-, n- y 8-alumina), ya que la misma presenta estructuras moleculares que
ofrecen amplios espacios vacios dispuestos homogéneamente. Las distintas fases
de la alumina generan diferentes estructuras lo que puede ocasionar variaciones
entre los tamafios y forma fisica de las particulas metalicas alli reducidas (Diaz,
Esteban-Cubillo y cols., 2006).

11.3.2. Nano-particulas de plata como bactericidas alternativos.

Informes sobre el mecanismo de accion inhibitoria de los iones de plata sobre
microorganismos muestran que el tratamiento con Ag puede inducir que el ADN
de los microorganismos pierda su capacidad de replicacion, asi como algunas

otras proteinas y enzimas celulares. Sin embargo, el mecanismo de accién
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bactericida de las nano-particulas de plata aun no es bien comprendido (Pal, Song
y Tak., 2007).

Cuando una particula de plata metalica entra en contacto con la membrana de
algunos tipos de bacteria, genera una reaccion que le provoca la ruptura

provocando asi la muerte del microorganismo (Salopek-Sondi y cols., 2004).

En la actualidad, se han llevado a cabo una serie de estudios acerca de la actividad
bacterial de nano-particulas de plata soportadas o depositadas sobre compuestos
porosos de gran &rea superficial, originando materiales con posibles propiedades
bactericidas. La Tabla 3 resume algunas de las experiencias mas relevantes
relacionadas con este tema. Hasta los momentos se han utilizado una gran
variedad de materiales soportes, como hidrogeles y aerogeles, algunos polimeros
y diferentes compuestos metéalicos como plata y platino. La seleccion del soporte
a usar es fundamental para el desempefio bactericida del material final que se
desea sintetizar. Es por ello que debe cumplir con ciertos requerimientos
fundamentales como poseer una estructura molecular con abundantes espacios
huecos (vacios), ademas de tener grandes areas superficiales, esto con el fin de
que las nano-particulas de plata se depositen y alojen en los espacios vacios de
dichas estructuras logrando una gran dispersion y cubriendo uniformemente la
superficie del soporte, generando asi el material deseado (Geckeler y cols., 2007,
Chen, Z., Zhang, S. y cols., 2004).

La metodologia general que se ha empleado para la preparacién de nano-
particulas de plata coloidales en los procesos industrializados se basa en el método
poliol. En este proceso se utiliza un solvente determinado donde se disuelve una
cierta cantidad de una solucién donadora de iones metalicos (usando generalmente
en las experiencias soluciones con iones plata Ag®) los cuales se reducen en el
mismo medio con la agregacion de otra solucion que provoca dicha reduccion
(método poliol), formando nano-particulas (Geckeler y cols. (2007)). En cuanto al
método utilizado para soportar dichas nano-particulas sobre los diferentes
materiales, se destaca el de “ impregnacion”, método en el cual se sumerge el
soporte en la solucion donde se llevara a cabo la reduccion de los iones metalicos,

logrando asi su deposicion directamente en el interior de la estructura. Luego de
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que se promueve la deposicion de las nano-particulas, los materiales resultantes
son secados y sometidos a estudios con la finalidad de evaluar su actividad
antibacterial. (Chen, Z., Zhang, S. y cols., 2004).

La mayoria de las investigaciones que se han desarrollado en los Gltimos afios
sobre estudios de la actividad antibacteriana de las nano-particulas de plata, han
aportado resultados positivos que certifican su eficiencia en la eliminacion de

microorganismos patogenos.

11.3.3. Toxicidad

El agua tratada con iones plata, no tendra ningin efecto nocivo sobre el organismo
humano, si se mantienen las concentraciones adecuadas. Para lograr una accién
aceptable en un tiempo razonable, las concentraciones deben ser préximas a los
0,05 mg/L, y no superar este valor ya que constituye uno de los limites
establecidos por el Codigo Alimentario Internacional. Tampoco afecta el sabor ni
el olor del agua, lo cual es especialmente ventajoso para su uso en aguas
envasadas (Arboleda, 2000).

11.3.4. Propiedades quimicas

El contenido sano y natural de sales minerales como también las propiedades
quimicas del agua no sufre ningan cambio por el tratamiento. El poder bactericida
de los iones plata aumenta en presencia de un valor de pH y temperatura, mas alta
(lo contrario a lo que ocurre con el cloro). En aguas de temperaturas mas bajas, el
efecto germicida sobre las bacterias y virus tiene tendencia a ser mas lento. A una
misma temperatura y dosis de iones plata, al aumentar el pH aumenta el efecto
bactericida pero al mismo tiempo la solubilidad de la plata es menor. Los iones de
plata presentan un poder bactericida bajo con respecto al ozono, pero su poder
residual es muy superior, de aqui la conveniencia de complementar ambos

tratamientos (Arnaud y cols., 2003).
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Tabla N° 3. Estudios recientes relacionados con nano-particulas metélicas de plata y su caracter antibacterial.

- Nano-particulas
de plata.

- Nano-particulas
de plata.

- Nano-particulas
de cobre.

- Diferentes tipos de
hidrogeles (diferentes
concentraciones).

- Sin soporte (nano-
particulas en contacto
directo sobre las
bacterias).

- Método poliol,
directamente
sobre el soporte
(inmersién).

- Método poliol.

- Escherichia
Coli.

- Escherichia
Coli.

- Bacillus subtilis.

Se sintetizaron nano-particulas de plata de aprox. 2,67 nm
de didmetro, las cuales mostraron un excelente
comportamiento  antibacterial  sobre la  bacteria
seleccionada. Los hidrogeles con plata soportada se
obtuvieron por impregnacion de estos en una solucion de
nitrato de plata 5mM, donde posteriormente se promovié la
oxidacién de la plata para que se fijara en la estructura del
hidrogel en forma de nano-particulas. Para las pruebas
bactericidas se pusieron en contacto directo con los cultivos
de bacterias preparados, diversas muestras a diferentes
concentraciones en plata de los hidrogeles sintetizados.

Se demostr6 que ambos tipos de nano-particulas poseen
comportamiento anti-bacterial, siendo las de plata mas
efectivas que las de cobre.

Evidenciando que la Escherichia Coli es mas resistente que
la Bacillus subtilis a la accion de las nano-particulas.
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Tabla N° 3. Estudios recientes relacionados con nano-particulas metélicas de plata y su caracter antibacterial (continuacion).

- Nano-particulas
de plata.

- Nano-particulas
de platino.

- Nano-particulas
de plata.

- Polimeros laminados
de silicon y poliuretano.

- Distintos tipos de
aerogeles (diferentes
concentraciones).

- Método poliol,
directamente - Staphylococcus
sobre el soporte epidermidis.
(inmersién).
- Escherichia
- Método poliol, Coli.
directamente
sobre el soporte
(inmersion). - Staphylococcus
aureus.

Tanto el cubrimiento de plata como plata/platino poseen
una alta actividad antibacterial. Se evidencio que la adicién
de 1% de platino aumenta los efectos antibacteriales de los
cubrimientos. Entre ambos cubrimientos utilizados, el més
eficiente fue la combinacién plata/platino, alcanzando los
mas altos niveles de reduccion bacteriana.

El contenido de plata en los aerogeles se ve alterado por la
concentracion de nitrato de plata empleado en la formacion
de las nano-particulas. Los aerogeles sintetizados poseen
fuertes comportamientos  bactericidas, que varian
dependiendo de diversas variables presentes en la
experiencia como tamafio y forma de las nano-particulas de
plata.

40



CAPITULO I

Fundamentos de la Investigacion

Tabla N° 3. Estudios recientes relacionados con nano-particulas metalicas de plata y su caracter antibacterial (continuacion).

- Nano-particulas
de plata.

- Nano-particulas
de plata.

- Nano-particulas
de plata.

- Oxido de Titanio
(Ti02).

- Diferentes tipos de
textiles de algodén.

- Fibras de Carbén
Activado (ACF).

- Método poliol,
directamente
sobre el soporte
(inmersién).

- Método poliol,
directamente
sobre el soporte
(inmersién).

- Método poliol,
directamente
sobre el soporte
(inmersion).

- Escherichia
Coli.

-.Escherichia
Coli.

- Escherichia
Coli.

- Staphylococcus
aureus.

Luego de someter a las bacterias a 15 minutos de la accién
del material antibacterial se alcanzd una mortandad del
100% de las mismas, evidenciando una fuerte y efectiva
actividad bactericida.

Los textiles con nano-particulas de plata soportadas
tuvieron un comportamiento antibacterial fuerte hacia los
dos tipos de bacteria, siendo mucho mas eficaces en la
destruccion de la E. coli, logrando eliminar una colonia de
E. Coli de 10° individuos en 3 minutos, ademéas
concluyeron que las nano-particulas de Ag poseian
tamafios entre 2 y 12 nm de didmetro.

Se concluyd que el material sintetizado con la mayor
concentracion de plata fue el que presenté un mayor nivel
de inhibicion en el crecimiento de ambas bacterias, ya que
al aumentar la concentracion de la solucion donadora de
iones metalicos involucrada en el proceso poliol el
contenido de plata en la cubierta del Carbén aumenta,
promoviendo su caracter antibacterial.
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Tabla N° 3. Estudios recientes relacionados con nano-particulas metalicas de plata y su caracter antibacterial (continuacion).

-Nano-particulas
de plata

- Nano-particulas
de plata.

- Sin Soporte.

- Sin soporte (nano-
particulas en contacto
directo sobre las
bacterias)-

- Método poliol.

- Método poliol.

- Escherichia
Coli.

- Escherichia
Coli.

En este estudio se concluy6 que la inhibicion completa del
crecimiento bacteriano se observé casi inmediatamente al
colocar nano-particulas de plata sobre los platos de cultivo
bacteriano, sefialando que la inhibicion depende de la
concentracion de plata, asi como del nimero inicial de
bacterias.

Se lograron altos niveles de inhibicién del crecimiento
bacterial, alcanzando el 70% y 100% de efectividad
variando la concentracion de plata en las nano-particulas.
Segun los autores el efecto antimicrobiano de las nano-
particulas de plata se debe a interacciones entre éstas y la
membrana de las bacterias, produciendo cambios y
alteraciones en la misma, que degradan y destruyen las
células bacterianas. Estos estudios se llevaron a cabo
empleando concentraciones de 10 a 100 pug cm-3 de nano-
particulas de plata que se pusieron en contacto directo con
las bacterias anteriormente mencionadas, para todas las
concentraciones de plata se evidencio un alto efecto
bactericida, sin embargo a diferentes tiempos de contacto
entre las bacterias y las nano-particulas.
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Tabla N° 3. Estudios recientes relacionados con nano-particulas metélicas de plata y su caracter antibacterial (continuacion).

Se determiné que se puede obtener una amplia gama de

- Método Poliol ~
. L S formas y tamafios de las nano-estructuras de plata
- Nano-particulas - Polivinilpirrolidona con irradiacién . o - . .
. - (Ninguna). sintetizadas variando pardmetros experimentales como las
de plata. (PVP). por microondas - ”
(MW) concentraciones de PVP, AgNO; y el tiempo de

calentamiento en el horno de microondas.
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I.4. Las aluminas, como soportes cataliticos para la inactivacion de

microorganismos en aguas

La alimina es un 6xido de aluminio, cuya formula quimica es Al,O3. Los 6xidos de
aluminio son excelentes aislantes térmicos y eléctricos en su forma cristalina llamada
corindon (zafiro y rubies). Este tipo de 6xidos metélicos, tienen grandes aplicaciones

como soportes para catalizadores, pegamentos y adsorbentes, entre otros.

En la actualidad las aliminas de transicion son ampliamente utilizadas por sus
propiedades fisicas tales como area superficial, distribucion y volumen de poros
poseen un efecto significativo sobre sus potenciales aplicaciones; estas se emplean en
la fabricacion de materiales refractarios de altas temperatura, y en el secado de gases
y liquidos; tienen la ventaja de ser practicamente inertes frente a un gran nimero de

compuestos y recuperan su actividad por calentamiento.

Las aliminas de transicion, hidroxidos y oxihidroxidos de aluminio se pueden

representar por la formula general Al,O, - XH,O, en la cual el valor de X varia segin

los diferentes compuestos. Se diferencian estos, por lo tanto, por su mayor o menor
contenido de agua, lo que influye en su estado de cristalizacion y su estructura
(Droguett, 1972).

Las propiedades de la superficie de la alimina dependen mayormente del pH. En un
medio &cido, por debajo del punto carga cero, la superficie se carga positivamente. En
un medio basico, por encima del punto de carga cero, la superficie se carga

negativamente.

El punto de carga cero, es aquel valor de pH, en el cual la carga neta de la superficie
es cero. Este punto puede variar de 7 a 10 aproximadamente dependiendo del tipo de
alimina. Es importante acotar que el pH 5 es el valor adecuado para obtener la fase

de la bohemita necesaria, para luego ser sintetizada y producir la fase de y -alimina.
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La formacién de la carga superficial y la fuerte dependencia del pH de la alimina,
son de crucial importancia cuando se habla de las aplicaciones de la alimina como

catalizador o como adsorberte en el tratamiento de aguas.

Es importante destacar, que bajo Optimas condiciones de reaccion pueden ser
obtenidas aliminas, con alta actividad catalitica y la alta capacidad de adsorcion para

procesos de remocidn de impurezas del agua.

En el tratamiento de aguas, la alimina es principalmente usada como intercambiador
i6nico, debido a su alta area superficial y alta afinidad, por ende es recomendada para

remover gran cantidad de compuestos inorganicos.

Recientemente las aliminas han sido empleadas como soportes cataliticos para la
inactivacion de Escherichia coli (E coli) en aguas. Se ha demostrado que los
catalizadores Ag/Al,O3; exhiben alta actividad bactericida a temperatura ambiente
(Gregg y Sing, 1982).

I1.5. Técnicas de Caracterizacion

A continuacion se describen algunas técnicas empleadas para distinguir y cuantificar
ciertas propiedades relacionadas con la mecanica, la estructura y la composicion de
los materiales solidos sintetizados.

11.5.1. Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion es un fendmeno netamente ondulatorio que conlleva la generacién de
interferencias constructivas y destructivas entre las ondas incidentes y las dispersadas
por un medio. Los atomos se encuentran organizados de manera tal, que al incidir un
haz de rayos-X, provoca una interaccion con el campo eléctrico, haciendo dispersar el

haz en cualquier direccion del espacio, en algunas direcciones se ilumina de manera

45



CAPITULO 11 Fundamentos de la Investigacién

constructiva y otra de manera destructiva, permitiendo asi la identificacion de los

compuestos presentes en la muestra.

Los patrones de DRX de solidos sintetizados, permiten en primer lugar la
identificacion de la fase sintetizada y su posible contaminacién con otras fases

cristalinas.

11.5.2. Microscopia Electrénica

La Microscopia Electronica en sus diversas modalidades se presenta como una
poderosa herramienta que permite la caracterizacion de materiales utilizando para ello
un haz de electrones de alta energia que interactia con la muestra. Por otra parte, al
poder incorporar a los microscopios electrénicos dispositivos para analisis elemental,
estos se convierten en instrumentos analiticos de gran resolucion. Se puede decir que
existen dos grandes familias de microscopios electrénicos: los de transmisién y los de

barrido.

11.5.3. Microscopio electrénico de Transmisién (MET)

Este tipo de instrumento nos suministra imagenes en un plano. Permite obtener una
imagen aumentada de la muestra utilizando los electrones primarios que la atraviesan.
Para facilitar la comprension de la estructura de un MET puede considerarse que éste
estd formado por un sistema de iluminacion y uno de formacién de imagen.

Sistema de iluminacion: El cafion de electrones y los lentes condensadores pueden
considerarse como el sistema de iluminacion de un MET.

Sistema de formacion de imagen: Esta formado por el lente objetivo, los

condensadores y los proyectores.

46



CAPITULO 11 Fundamentos de la Investigacién

11.5.4. Microscopio electrénico de Barrido (MEB)

Este instrumento permite observar la topografia de una muestra utilizando los
electrones secundarios producidos por la interaccion de un haz de electrones de alta
energia con el material de estudio. Para formar la imagen en un MEB se utiliza la
sefial de electrones secundarios; que son generados por la interaccion inelastica del
haz primario con la muestra. La cualidad mas importante de un microscopio
electronico de barrido es su gran profundidad de campo, la cual puede considerarse
como una distancia en la cual puede observarse en foco los componentes de la

muestra contenida en dicha distancia.

A continuacion y a manera de ejemplo se enumeran algunos pardmetros que pueden

ser estudiados con la microscopia electronica:

1.- Tamafio y forma de cristales.

2.- Porosidad.

3.- Anadlisis quimico, distribucion de los elementos que componen una muestra y la
relacion entre ellos.

4.- Dispersion de una fase en otra o re-dispersion en catalizadores soportados.

5.- Iméagenes de red: pueden observarse arreglos de planos cristalograficos y arreglos
de atomos, por lo tanto es posible estudiar defectos cristalograficos como son los
inter-crecimientos cristalinos.

6.- Poros: es posible observar meso y micro-poros, al igual que poros de mayor
tamario.

7.- Con los estudios de difraccion de electrones se puede determinar el tipo de celda
unitaria, parametros de red y tipo de compuesto.

8.- Si se dispone del dispositivo adecuado es posible realizar experimentos in situ:

calentamiento, enfriamiento, reacciones quimicas, etc.
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11.5.5. Espectroscopia de Rayos X caracteristicos

Los rayos X caracteristicos emitidos por la muestra pueden ser analizados de dos

manera diferentes:

a) Utilizando un cristal semiconductor que dispersa los RX en funcion de su energia y
que se conoce como detector del tipo EDS (Energy Dispersive Spectroscopy).

Generalmente este tipo de analisis es semicuantitativo.

b) Utilizando un cristal que dispersa los RX en funcion de su longitud de onda (Ley
de Bragg), este tipo de deteccién se conoce como WDS (Wavelengh Dispersive

Spectroscopy). Lo usual es realizar estos analisis de manera cuantitativa.

Cuando se analiza una muestra usando la sefial de RX caracteristicos, la composicién
elemental obtenida proviene de varios micrémetros de profundidad, es decir, que no

es un analisis superficial.

11.5.6. Espectroscopia Auger y XPS

En este caso la sefial estudiada son electrones de relativa baja energia (50 a 1000 eV)
que salen de la muestra. Ambas técnicas permiten el analisis elemental cualitativo y
cuantitativo del material. Esta técnica se basa en la medicién de la radiacion que
emite un solido cuando es irradiado con fotones, electrones o particulas pesadas como
iones, atomos, etc. La técnica del XPS analiza los electrones emitidos o dispersados
en la superficie de la muestra como consecuencia de su excitacion por la accion de los
rayos X o electrones, es por ello que dicha técnica se utiliza en el analisis superficial

de diversos materiales y compuestos.

La técnicas XPS (x-ray photoelectron spectroscopy) y UPS (Ultraviolet-ray
photoelectron spectroscopy) se basan en el andlisis en energia de los electrones que
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emite un solido cuando es irradiado con rayos X o ultravioleta monoenergéticos. Por
tanto con la técnica UPS se podran estudiar los electrones procedentes de los niveles

mas externos de la muestra.

11.5.7. Difraccién de electrones

Cuando el haz de electrones de un microscopio electronico de transmisién
interacciona con una muestra cristalina, estos son dispersados en angulos bien
definidos segun la Ley de Bragg. El resultado de este fendmeno se observa como un
patron de difraccion cuyo analisis permite estudios de la estructura cristalina e

integridad estructural.

11.5.8. Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Cada compuesto quimico tiene asociado un espectro infrarrojo caracteristico, donde
los méximos de absorcion corresponden a determinadas energias de vibracion
(tension, flexion, etc.) de los enlaces quimicos presentes. Es una técnica de
caracterizacion que permite identificar grupos funcionales y la estructura de la

molécula

11.5.9. Espectrometria ultravioleta-visible

La espectrometria ultravioleta-visible o espectrofotometria UV-Vis implica la
espectroscopia de fotones en la region de radiacion ultravioleta-visible. Utiliza la luz
en los rangos visible y adyacentes, el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo (IR)
cercano. En esta regién del espectro electromagnético, las moléculas se someten a
transiciones electrénicas. Esta técnica es complementaria de la espectrometria de
fluorescencia, que trata con transiciones desde el estado excitado al estado basal,
mientras que la espectrometria de absorcion mide transiciones desde el estado basal al
estado excitado. La espectrometria UV/Vis se utiliza habitualmente en la

determinacion cuantitativa iones de metales de transicion. La ley de Beer-Lambert

49



CAPITULO 11 Fundamentos de la Investigacién

establece que la absorbancia de una solucion es directamente proporcional a la
concentracion de la solucion. Por tanto, la espectrometria UV/VIS puede usarse para
determinar la concentracion de una solucion. La ley de Beer-Lambert es util para la
caracterizacion de muchos compuestos, pero no sirve como relacion universal para la

concentracion y absorcién de todas las sustancias (Jacobs, 1984).
11.5.10. Adsorcion fisica de nitrégeno

Consiste en el estudio de las cantidades de N, adsorbidas por el sélido, en funcion de
la presion relativa del gas en contacto, a temperatura constante. La curva
caracteristica de estas medidas es la isoterma de adsorcion. Basdndonos en su analisis
a su temperatura normal de saturacion (77K), sobre la superficie de un solido, se
procede a la caracterizacion de la superficie porosa y superficial de los distintos
materiales. EI gas empleado para el andlisis y para la evaluacion de los espacios
libres ha sido N,. En todas las muestras, previamente a la obtencion de la isoterma, se
ha procedido a un pre-tratamiento de desgasificacion durante 16 horas a 140°C, y con
un vacio de 10° mmHg. Este tratamiento tiene por objeto eliminar los gases o
moléculas adsorbidas en la superficie y sistema poroso del sélido a analizar,
generalmente agua, que interfieren la adsorcion de nitrégeno, obteniéndose datos de
volumen del gas adsorbido (mL STP/g muestra) frente a la presion relativa de
nitrégeno (P/Po) (Gregg, 1991).

Cada punto de la isoterma que se obtiene representa un punto de equilibrio entre
dichas magnitudes. Una vez alcanzada, mediante adsorciones sucesivas de gas,
presiones relativas préximas a la unidad, es posible determinar la cantidad de
adsorbato que permanece retenido para valores decrecientes de P/Po. La curva
resultante es la isoterma de desorcion. Ambas curvas, desorcién y adsorcién, no tiene
porgue coincidir en todo el rango de presiones relativas. La diferencia entre una y otra
se conoce como curva de histéresis. Para un tipo de sélido la forma de la isoterma y
del ciclo de histéresis estan determinados por la estructura porosa. Asi pues, la
primera fuente de informacion sobre textura de un solido se obtiene de la forma de la

isoterma de adsorcion y del ciclo de histéresis. En la estructura porosa de cualquier
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material, el tamafio de poro es uno de los parametros principales. La clasificacion del
tamafio de poro adoptada por la IUPAC (Unidn internacional de la Quimica pura y
aplicada) y que fue propuesta por Dubinin esta basada en los efectos observados en

las isotermas de adsorcion (Dubinin, 1960).

Las isotermas se clasifican en cinco tipos basicos. Esta clasificacion fue propuesta por
Brunauer, Deming y Teller, y recibe el nombre de BDDT. Esta clasificacion relaciona
la forma de la isoterma con el tamafio de poros del adsorbente y con la intensidad de
la interaccion adsorbente-adsorbato. De Boer propuso una clasificacion que
relacionaba la forma del ciclo de histéresis con la de los poros presentes en el
adsorbente, siendo pues, otro parametro que aporta informacién sobre la estructura
del sélido. Recientemente la IUPAC ha establecido una nueva clasificacion de los

ciclos de histéresis, en cuatro ciclos H1, H2, H3 y H4 (Gregg, 1991).

11.5.11. Superficie especifica, Sge

Para su medida, la IUPAC recomienda la utilizacion del método desarrollado por
Brunauer, Emmet y Teller (método BET). Basados en la adsorcion fisica de gases a
temperaturas proximas a la de condensacion de los mismos, los autores propusieron
un método de andlisis e interpretacion de resultados que se basa en ciertas premisas
que condujeron mediante consideraciones termodindmicas a la ecuacion siguiente,

conocida como ecuaciéon BET:

1 -
P -y p

x(P-P,) V,xC V_ xC P,

V

ads

Donde: P es presion parcial del gas que se adsorbe, Po es tension de vapor del gas a la
temperatura que se realiza la adsorcion, Vm es volumen de gas adsorbido cuando se

ha formado una monocapa, C es constante dependiente del calor de condensacion y
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adsorcion del adsorbato y Vads es volumen de gas adsorbido a la presion P. Si
manejamos los datos experimentales correspondientes a la zona en que se esta
formando la monocapa inicial, la representacion de los datos experimentales de
P/Vads(P-Po) frente a P/Po sera una linea recta segun la ecuacion BET. En esta recta,
de la pendiente y la ordenada al origen se puede calcular C y Vm. En la préctica, esta
linealidad se presenta para un cierto intervalo de valores de P/Po (Gregg, 1991). Una
vez conocido el volumen de la monocapa, la superficie especifica viene dada por la

siguiente ecuacion:

Vo xNxA
Mxg

Ec.6

Donde:

N: Numero de Avogadro,

M: Volumen molar,

Vm: Volumen de gas adsorbido cuando se ha formado una monocapa,

g: Peso de la muestra de adsorbente empleado,

Am: Seccion ocupada por la molécula adsorbida, que se puede calcular asimilando el
estado adsorbido al estado liquido, para el caso del nitrogeno, a la temperatura de
condensacion (-196 °C 6 77K), se admite 0,162 nm? (IUPAC).
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CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO

A fin de cumplir con los objetivos planteados, el trabajo se realizd en cuatro etapas,

enumeradas a continuacion:

1. Sintesis y caracterizacion de las nano-particulas de plata;

2. Preparacion y caracterizacion de las nano-particulas soportadas en la
alimina, partiendo de la preparacion del soporte de gamma-alimina;

3. Andlisis de la capacidad bacterioldgica del material;

4. Simulacion del proceso de desinfeccion a escala de laboratorio

I11.1. Etapa 1. Sintesis y caracterizacion de nano-particulas de plata.

Esta etapa incluye los aspectos relacionados con la sintesis de las nano-particulas
utilizando el método poliol con calentamiento por microondas y su caracterizacion

mediante UV-visible.

I11.1.1. Preparacion de nano-particulas de plata.

La sintesis de las nano-particulas de plata se llevo a cabo empleando el método poliol,
que comprende un proceso donde una base reacciona con una solucién acuosa de sal
de plata (AgNOQOgs), en presencia de un agente organico y/o reductor como el
etilenglicol.

Se prepararon soluciones coloidales de nano-particulas de plata a diferentes
concentraciones, especificamente 0.3, 0.6, 1 y 8%, empleando para ello NaOH como
base y promotor de la reduccion y etilenglicol como medio solvente. Para determinar
las diferentes concentraciones sintetizadas se empled la Ec. 7, donde se relaciona la

concentracion de la solucién con la cantidad de sal de plata.
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_ S*% _ PMAGNO,
100-%  PMAg Ec.7

Donde:
M: Masa de AgNO;z[g]
S: Masa del soporte [g]
% : Porcentaje de Plata en el soporte [%]

PM: Peso molecular

I11.1.2. Caracterizacion de las Nano-particulas de plata

Se obtuvieron los espectros de UV-visibles de las muestras de las nano-particulas
preparadas a diferentes concentraciones. Dichas muestras también se analizaron
efectuando un estudio de la variacion de potencias en el calentamiento por

microondas, utilizando un espectrofotometro Hitachi U2010.

111.2. Etapa 2. Preparacion de las Nano-particulas de plata soportadas

Una vez sintetizadas las nano-particulas de plata, éstas fueron soportadas sobre
gamma-alumina, tanto comercial como sintetizada en el laboratorio (MSM). Para
soportar dichas nano-particulas sobre la gamma-alimina se emplearon metodologias

de ultrasonido y de impregnacion.
111.2.1. Preparacion del soporte
Se utilizaron dos soportes de gamma-alumina, una comercial y otra sintetizada en el
laboratorio.
La gamma-alumina comercial fue suministrada en forma de extrudados (pellets o

pastillas), los cuales fueron triturados para obtener la forma de polvo.
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El segundo soporte de gamma-alimina, identificado como MSN, fue sintetizado en el
laboratorio, en forma de polvo, para lo cual se siguio el siguiente procedimiento:

e En un recipiente de agua destilada, fue afiadida una cantidad de isopropoxido
de aluminio y glucosa agitando continuamente durante 45 minutos.

e EIl pH de la mezcla fue ajustado a pH 5, empleando una solucién de HNOj al
10%.

e Una vez alcanzado el valor de pH 5, se detuvo la agitacion y se mantuvo la
muestra en reposo por 5 horas.

e La solucién fue colocada en una estufa por 20 horas a 70°C, para su secado, y
calcinada en un horno a 600 °C, siguiendo una rampa de calentamiento

requerida.

111.2.2. Preparacion de las nano-particulas soportadas

Las nano-particulas de plata fueron soportadas sobre la gamma-alimina empleando
los métodos de preparacion ultrasonido e impregnacién. En el primero, se afiadié la
alimina comercial pulverizada en la solucion donde se sintetizaron las nano-
particulas metélicas, posteriormente la suspension fue colocada en un equipo de
ultrasonido por 45 minutos y finalmente se evaporo el solvente a una temperatura
de 100° C por 24 horas. En el segundo método, la impregnacion, solo se sumergi6 la
alimina en la solucion con las nano-particulas de plata y se agité continuamente unas
horas hasta que la evaporacion del solvente fue completada, posteriormente se secé
en una estufa, a 80 °C por 24 horas. En esta etapa se soportaron las nano-particulas en
la alimina comercial, tanto en polvo como en pellets. A objeto de comparacion, se

empled también una alimina mesoporosa en polvo; alimina (MSM).
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11.2.3. Determinacion del contenido de plata en las muestras sintetizadas

Se realizaron estudios de espectroscopia de absorcion atomica de llama para
determinar el contenido de plata en los soportes de gamma-alumina, tanto en polvo

como en pellets.

I11.2.4. Caracterizacion del soporte y las nano-particulas de plata

soportadas sobre gamma-alumina

Los solidos sintetizados se caracterizaron para su identificacion y determinar
cristalinidad, morfologia, tamafio y composicion de su superficie, mediante las
técnicas de difraccion de rayos X, microscopia de transmisién (TEM) y microscopia
de barrido, espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS),. En el caso del area
superficial de las aliminas se utilizo la técnica de adsorcion fisica de nitrogeno. Los
materiales soportados fueron caracterizados mediante analisis quimico y difraccion de
rayos X para la identificacion y cuantificacién de la plata, ademas de analisis de

microscopia de transmisién (TEM) y microscopia de barrido.

En nuestro caso utilizamos un (Scanning Electron Microscope) modelo S-2400 de la
marca Hitachi (Fig.7), ubicado en el Centro de Microscopia Electronica de la

Facultad de Ingenieria de la UCV.

Figura 7. Microscopio Electronico de Barrido modelo S-2400 (Hitachi).
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111.3. Etapa 3. Andlisis de la capacidad bactericida de los materiales preparados

Una vez soportadas las nano-particulas de plata sobre la alumina, fueron realizadas
las primeras pruebas bacteriologicas al material, para comprobar si poseian 0 no
efecto bactericida. Para el estudio se utilizaron bacterias e. coli (cepa wild tipe). El
crecimiento bacteriano fue medido con el uso de un espectrofotdmetro Perkin Elmer
modelo lambda 2, tomando las medidas en 660 nm. Un cultivo en medio liquido de
las bacterias en su fase exponencial de crecimiento, fue dividido en tres porciones de
volumenes iguales. En la primera porcion fueron colocadas las nano-particulas de
plata soportadas sobre gamma-alimina comercial en forma de pellets, bajo el
tratamiento de ultrasonido. En las otras dos porciones fueron colocadas las nano-
particulas de plata soportadas en gamma-alimina comercial en pellets, mediante
tratamiento de impregnacién, con porcentajes de impregnacion de 1% y 8%. El efecto
bactericida de los pellet fue determinado como porcentaje de inhibicién en el tiempo,

tomando como referencia positiva los cultivos en ausencia de pellets.

I11.4. Etapa 4. Simulacion del proceso de desinfeccion mediante ensayos escala
laboratorio

Tomando como referencia los estudios presentados en la Tabla 3, asi como en los
factores que inciden en la desinfeccion, desarrollados en el marco teérico, a
continuaciéon se describen las actividades y pruebas realizadas para analizar la
capacidad bactericida de las nano-particulas de plata soportadas sobre gamma-

alimina:
111.4.1. Condiciones generales del ensayo
El agua utilizada para las pruebas fue recolectada en el afluente de la planta de

tratamiento de agua La Mariposa, que abastece parcialmente a la ciudad de Caracas.

El agua contenfa densidades de microorganismos en el orden de 10* — 10° ufc/100
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mL, tipicas de aguas procedentes de fuentes medianamente intervenidas, utilizadas
para el abastecimiento humano. Con la idea de analizar la influencia de la presencia
de turbiedad y material suspendido, en general, se realizé el filtrado de parte de la
misma, a modo de poder comparar el efecto bactericida del material sintetizado, bajo
las condiciones de: agua filtrada y agua cruda. La filtracion se realiz6 a través de dos
medios de distinta porosidad: primero a través de papel filtrante Whatman N° 4
(filtrado grueso) y luego a través de papel Whatman N° 42 (filtrado fino), para
mejorar la eficiencia de remocion de los materiales suspendidos.

En las pruebas enumeradas a continuacion, se utilizaron las nanoparticulas de plata
soportadas en gamma-alimina en forma de polvo, tanto la preparada a partir de la
pulverizacion de los pellets comerciales, como la sintetizada en el laboratorio
mediante la metodologia antes mencionada, identificada como alimina “MSM?”, asi

como la alimina comercial en forma de pellets.

Se trabajé en un sistema por carga, utilizando el equipo de Prueba de Jarros
(Phipps&Bird PB-700 JARTESTER), de uso comun para la fijacién en el tratamiento
de potabilizacion de aguas, que permite la agitacion simultanea de seis (6) recipientes
de 2 L de capacidad, a velocidad variable, y en un sistema continuo, disefiado y
construido a partir de una columna de vidrio de 1 cm de didmetro, variando la

longitud en dos de las pruebas realizadas.

En el sistema por carga se evaluaron los materiales en forma de polvo y en pellets,
mientras que en el sistema continuo se utilizaron solo los pellets de gamma-alimina

comercial impregnados con nano-particulas de plata.
Finalmente, el ensayo fue complementado con el andlisis de plata residual en el agua

tratada, a fin de comparar los valores obtenidos con el limite maximo permitido en la

normativa de agua potable.
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111.4.2. Determinacion de la capacidad bactericida de las nano-particulas de
plata soportadas en polvo de gamma-alimina comercial, en un sistema por carga,

escala laboratorio

Esta prueba fue disefiada para estimar el comportamiento del material propuesto
como desinfectante, utilizando el equipo de pruebas de jarra descrito anteriormente.

En tres de los recipientes se vertio agua cruda y en los otros tres, agua filtrada para
comparar el efecto de la presencia de los sélidos suspendidos. Tanto para las muestras
de agua cruda como filtrada se aplicaron dosis de 10, 50 y 100 mg del material

preparado (nano-particulas soportadas sobre gamma-alimina comercial en polvo).

Se analizaron muestras de agua cruda y filtrada sin tratar, utilizadas como blanco,

para cuantificar la densidad inicial de microorganismos.

Para determinar la incidencia del tiempo de retencion o de contacto, se captaron

muestras a 5 y 30 minutos, a partir del momento de iniciacién de la experiencia.

En cada una de las muestras se realizaron analisis de organismos coliformes totales,
siguiendo la metodologia estandar, por el método de filtracion por membrana, segin
el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Cabe resaltar
que, en el método de andlisis sefialado, la filtracion se realiz6 a través de un papel
filtrante de 0,45 micras, es decir que cabe esperar que las nano-particulas soportadas
lo atraviesen, por lo tanto no interferiran en el crecimiento de los microorganismos

que queden retenidos.
El tamafio de las particulas permite suponer que su sedimentabilidad debe ser muy

baja. A pesar de ello, una vez transcurrido un tiempo de sedimentacion, se realizaron

analisis de plata al sobrenadante, para confirmarlo. Sin embargo no esta previsto su
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uso en esa forma. La experiencia solo permite obtener un rango en el tiempo y dosis

de aplicacion para fijar las condiciones de los ensayos posteriores.

A partir de los resultados obtenidos se realizaron nuevas pruebas, con miras a ajustar
las mejores dosis y tiempos de contacto, para lograr la méxima remocion de

microorganismos e incluso la forma o sistema de flujo de agua.

111.4.3. Determinacion de la capacidad bactericida de las nano-particulas de
plata soportadas en pellets de gamma-alimina comercial, en un sistema por carga,

escala laboratorio

Esta experiencia fue disefiada para evaluar el efecto de la concentracion de los pellets
de diferentes grados de impregnacion con nano-particulas de plata y compararlo, de
manera preliminar, con el del cloro. EI nimero de pellets y su grado de impregnacion
que fueron colocados en cada uno de los jarros del equipo utilizado para el ensayo por

carga, se presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Descripcion de la prueba por carga para analizar el efecto de la

concentracion y grado de impregnacion de los pellets.

N° pellets i
% de Dosis de cloro
Jarro N° (peso aprox. ) .
impregnacion (mg/L)
p/pellet, 0.0375 g )

1 10 5 0

2 10 8 0

3 20 5 0

4 20 8 0

5 0 0 6
6 (blanco) 0 0 0
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Igual que en la experiencia anterior, las muestras fueron captadas a los 5 y 30 minutos
del inicio, para determinar la incidencia del tiempo de retencidn o de contacto. Para
cada una de las muestras se realizaron analisis de organismos coliformes totales,
siguiendo la metodologia estandar, por el método de filtracion por membrana, segin
el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Los resultados de
este ensayo fueron utilizados para analizar de manera preliminar la factibilidad

técnico-econdmica del sistema propuesto.

111.4.4. Comparacion entre la capacidad bactericida de las nano-particulas
de plata soportadas en polvo de gamma-alimina comercial con las soportadas en

polvo de gamma-alimina sintetizada MSM

Para comparar el comportamiento entre las nano-particulas soportadas sobre la
gamma-alimina comercial y la sintética fueron aplicadas distintas dosis del material
preparado en polvo, impregnadas al 8% p/p, asi como una muestra de gamma-

alimina sin impregnacion, segun se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Descripcion de la prueba por carga para la comparacion entre los materiales

comercial y sintetizado en polvo.

Jarro N° Gamma-alumina Dosis aplicada
(mg)
1 Comercial al 8% p/p 50
2 MSN al 8% p/p 50
3 Comercial al 8% p/p 100
4 MSN al 8% p/p 100
5 Comercial sin impregnar 100
6 (blanco) 0 0
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Igual que en las pruebas anteriores, se recolectaron las muestras a los 5 y 30 min con
el fin de evaluar la incidencia del tiempo de retencién o de contacto, a partir del
momento de iniciacion de la experiencia y se determin6é el ndmero de unidades
formadoras de colonias de organismos coliformes totales, siguiendo la metodologia
estandar, por el método de filtracion por membrana, segln el Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater.

111.4.5. Determinacién de la capacidad bactericida de las nano-particulas de
plata soportadas en pellets de gamma-alimina comercial, en un sistema continuo

de lecho fijo, escala laboratorio

Para las pruebas en forma continua se prepararon dos torres empacadas de igual
dimension, con un lecho en la columna de 25 ¢cm (largo) x 1 cm (diametro) relleno de
pellets de alimina (diametro aprox. 3mm) a diferentes dosis de impregnacion (5 y
8%, p/p) y por donde se hizo pasar el agua de forma continua, con un caudal contante,

para asi poder tomar muestras en diferentes tiempos.

De igual forma en cada una de las muestras se hicieron analisis de organismos
coliformes totales, siguiendo la metodologia estandar, por el método de filtracion por
membrana, segun el Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater.

111.4.6. Determinacion de la capacidad bactericida de las nano-particulas de
plata soportadas en pellets de gamma-alimina comercial, en un sistema continuo

de lecho fijo, escala laboratorio, duplicando la altura del lecho.
Con base en los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, se prepar6é un lecho

de mayor tamario, constituido por los granos o extrudados previamente impregnados

con nano-particulas de plata, para asi verificar si el tiempo de contacto entre los
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pellets y el agua a tratar, poseia un efecto notorio en el sistema continuo del lecho y el
aumento del area de contacto. Se trabajo con un caudal constante que pudiera

circular a través de la unidad durante el desarrollo de la experiencia.

Se utiliz6 una columna de vidrio de 50 cm de largo por 1 cm de didmetro, en donde el
material granular se introdujo, se soporto6 el lecho a través de una rejilla en el fondo,
malla de vidrio para evitar posibles sedimentos y se instal un sistema de mangueras
de entrada y salida que permitieron, mediante pinzas regular el flujo a traves de la
unidad. Se determinaron las densidades de los organismos coliformes en el afluente y
efluente de la unidad, asi como andlisis de plata en el agua residual, a fin de asegurar

la capacidad de adherencia del material.

111.4.7. Determinacién del contenido de plata residual en los ensayos para
la determinacién de la capacidad bactericida

En los ensayos descritos en 111.4.4 y 111.4.5 fue analizado el contenido de plata
residual al agua una vez tratada con las nano-particulas de plata soportadas, tanto en
gamma-alimina polvo como pellets, en los sistemas, por carga y continto. El analisis

fue realizado mediante espectroscopia de absorcidn atémica de Ilama.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion de las
nano-particulas de plata, soportadas en la gamma-alimina empleando los métodos de
preparacion por ultrasonido e impregnacion, asi como los de las pruebas

bacterioldgicas realizadas con el material disefiado.
IV.1. Caracterizacion de las aliminas empleadas como soporte
Inicialmente se presentan los difractogramas correspondientes a las aliminas

utilizadas en la preparacién de los sélidos, los difractogramas obtenidos muestran los

picos que permiten establecer cualitativamente la fase de la alimina.
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Figura 8. Difractograma de rayos x de la alimina comercial, fuente CuKa.

En la figura 8 se observan las sefiales caracteristicas correspondientes a los 6xidos de
aluminio presentandose tres picos principales en 37, 45 y 68° los cuales

corresponden a los planos de reflexion d311’ d400, d440 de la fase gamma.
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Seguidamente se presenta el difractograma de la alimina sintetizada empleada en el
presente estudio con la finalidad de identificarla y compararla con la alumina

comercial.

35 0,197 nm 0.139 nm

Intensidad (n.a)

20 an 40 a0 60 70 80
2-Theta (grados)

Figura 9. Difractograma de rayos x de la alimina sintetizada, fuente CuKa.

Como puede apreciarse en la figura 9, se observan las reflexiones caracteristicas a los

planos d311’ d400 y d440, lo que implica que se esta en presencia de alimina en la fase

gamma. Al comparar los DRX de ambas aliminas (comercial y sintetizada), se ha
podido observar la fase correspondiente a la y-alimina en ambos casos, pero la
intensidad de los picos detectados es mas pronunciada en la alimina comercial con
respecto a la alimina sintetizada. Este hecho podria atribuirse a que si el area
superficial especifica es mayor, la cohesion entre las particulas de alimina es menor
y por lo tanto los picos obtenidos en los difractogramas de rayos X son mas
pequefios. Si por el contrario el area superficial es menor, la cohesion entre las
particulas de alimina es mas grande y los picos obtenidos en el DRX son mas

grandes, esto de acuerdo a lo reportado en la bibliografia (Rodriguez, 2003).
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Segun lo antes descrito se puede inferir que la alimina sintetizada deberia poseer un
area superficial mayor, hecho que se corrobora con el estudio de fisisorcién de

nitrégeno.

IV.2. Caracterizacion textural de las aliminas a través del estudio de la adsorcién-

desorcion de nitrogeno.

Continuando con la caracterizacion de las dos muestras de alimina utilizadas en este
trabajo especial de grado, se realizd la determinacion del &rea superficial especifica
empleando el método desarrollado por Brunauer Emmet y Teller (BET).
Adicionalmente se determind el volumen de poro, el radio de poro empleando el

método t-plot y BJH. En la figura 10, se muestra la evolucion del volumen de N2

adsorbido sobre la superficie del solido comercial en funcién de la presion relativa
(P/Po) de N2 a-196°C.
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Figura 10. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 sobre la alumina comercial a -
196°C.
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La isoterma de adsorcion-desorcion para la alumina comercial, presenta un
comportamiento similar a la isoterma tipo 1V con histéresis H2 segun la clasificacién
IUPAC ¢ tipo E de acuerdo a la clasificacion original de Bder, lo que indicaria la
presencia de poros interconectados con una angosta distribucion de tamafio de poro.
Un aspecto importante de estas isotermas es el incremento del volumen adsorbido en
la region de altas presiones relativas (P/Po) normalmente causadas por la adsorcion
en los mesoporos. No obstante, los mesoporos observados en la grafica corresponden
a los espacios intra-particula que se generan en el material, ya que esta alumina
comercial empleada, no es de tipo mesoporosa.

Una vez analizada la muestra comercial, se procede a realizar la isoterma adsorcion-

desorcion de N, para la alimina sintetizada.

Volumen adsorbido (cm/g) STP

0 0,2 0.4 0.6 0,8 1
Presion relativa, P/Po

Figura 11. Isotermas de adsorcidn-desorcién de N2 sobre la alumina sintetizada a -
196°C.
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Como se puede apreciar en la figura 11, la evolucién del volumen de N adsorbido a
medida que aumenta la presion relativa (P/Po) del gas N, es muy similar al de la
muestra comercial, tanto asi que presenta una isoterma tipo 1V, con la presencia de
histéresis H2 de acuerdo a las normas IUPAC. La isoterma obtenida es caracteristica
de solidos mesoporosos, indicando la presencia de adsorcidén en maltiples capas hasta
que se inicia la condensacion capilar, se observa que los ramales en la seccion de la
histéresis no son completamente verticales. Este tipo de abertura de histéresis es
caracteristica de una estructura de poros interconectados con partes mas estrechas, tal

y como ha sido reportado en estudios previos (Masel, 1996).

En la siguiente tabla se muestra el area superficial especifica de la alumina comercial
y la alimina sintetizada, pardmetro que fue determinado empleando la técnica de

adsorcion-desorcion de nitrogeno.

Tabla 6. Valores de area superficial para la alimina comercial y la alimina

sintetizada.

A (Mm°/g) get Vp (cm*/g) BJH | D (nm)
Comercial | 210 65 11,6
Sintetizada | 380 40 6,9

A: Area Superficial calculada por BET
Vp: BJH Volumen de poro calculado por el método BJH adsorcion

R: Didmetro de poro promedio

En la tabla 6, se puede observar que la alimina comercial posee un area superficial
2
especifica, determinada por BET, de 210 m /g, mayor que la determinada para la

2
alimina MSM, de 380 m /g. La diferencia de las areas superficiales puede deberse a
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que para la alimina sintetizada se utilizo como agente templante glucosa (Xiao,

2006).

Esto corrobora lo reportado por Fajardo y colaboradores (2006) quienes indican que

cuando la alimina presenta mayor area superficial, la cohesion inter-particula es

menor y como se menciond anteriormente el DRX presenta picos de menor

intensidad y mas anchos.

La dimension de los poros se puede describir a través volumen de poro y el radio o

didmetro de los mismos, estos valores son obtenidos empleando el método t-plot Y
BJH (Tabla 6).

Para los solidos estudiados se determind la distribucion de tamafios de poros

mediante el método t-plot, los resultados se muestran en las figuras 12 y 13.

sVIER [::m3f nmig) x 10°
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Radio de poro Rg,y(nm)

40

Figura 12.

Distribucion de tamafio de poro de la alimina comercial.
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En la figura 12, se observa que los poros de la alimina comercial tienen una
distribucion con su punto méximo en un radio de poro de 5 nm, y se puede detallar
que esta alimina presenta una distribucion de radios de poro comprendida entre 2 y
20 nm, coincidiendo con lo encontrado en la isoterma de adsorcion-desorcion en la
cual se observo la presencia de histéresis H2; también se puede observar que la curva
se corresponde a una distribucion normal sesgada, como era de esperarse segin lo

reportado en la bibliografia (Gregg, 1982).

Para la alumina sintetizada de partida la distribucién de tamafio de poro y es mostrada

en la figura 13.
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Figura 13. Distribucion de tamafio de poro de la alumina sintetizada de alta area

superficial.

Se puede detallar en la figura 13, que la tendencia de la distribucion de tamafio de
poro presenta una forma unimodal, uniforme y mucha mas estrecha que la encontrada

para la alumina comercial. Los radios de poro para esta alimina se encuentran
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principalmente entre 2 nm y 6 nm, un maximo centrado en 4 nm, los cuales se
encuentran en el rango de los mesoporos. Su distribucién se asemeja a una
distribucion normal, por lo que se puede inferir la presencia de un sélido con una

porosidad uniforme.
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IV.3. Caracterizacion de nano-particulas de plata mediante la técnica UV-

visible

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos de los estudios de absorcion
por espectroscopia UV-visible para aquellas muestras preparadas con 0,3; 0,6; y
1 % de contenido de plata, empleando 325 vatios de potencia en el horno de
microondas. El calentamiento por microondas se aplicé durante 60 segundos en
todas las reacciones, considerando que es el tiempo necesario para alcanzar los
90° C, temperatura adecuada para la formacion de las nano-particulas de plata
empleando etilenglicol como medio solvente (Balasubramanya, R. H., Nachane,
R. P.y cols. 2006).

Se analizo el efecto de la concentracion de la mezcla de reaccion manteniendo
constante la relacién de reactivos y el tiempo de reaccién. Las curvas de los
espectros de absorcion UV-Vis de la figura 14 (a, b, y ¢) muestran una banda de
resonancia de plasmon con un maximo alrededor de los 390 nm. Esta sefial es
frecuentemente observada cuando se esta ante la presencia de nano-particulas de
plata. La posicion, forma e intensidad de la banda depende fuertemente de muchos
factores: la constante dieléctrica del medio, el tamafio y forma de la nano-
particula, las interacciones electronicas entre los estabilizantes, el nano-material,
etc. El ensanchamiento observado en la sefiales de la figura, puede ser atribuido a
la formacion de particulas de diferentes tamafios. Por otra parte, en el estudio
espectroscopico se observé que para un medio de reaccion muy diluido (a) el pico

de reaccion decrece significativamente, observandose un bajo rendimiento.

En la figura 1(c), correspondiente al espectro UV-visible de la muestra
preparada al 1%, se puede observar de forma mas definida la presencia de un
hombro con un corrimiento del pico de resonancia del plasmén hacia el rojo
ubicado en 345 nm, indicando posiblemente la obtencién de particulas metalicas
de mayor tamafio y diferente morfologia. En el caso de un sistema de nano-
particulas esféricas monodispersas se deberia observar la aparicion de un Unico

pico centrado alrededor de los 400 nm. Kottman y colaboradores (2000)
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estudiaron numéricamente la longitud de onda nanométrica en el plasmén de
resonancia de los UV y la morfologia de la plata nano-estructurada, encontrando
que un pico de absorcion cercano a los 350 nm, como el observado en la figura
14, puede ser atribuido a la resonancia originada de particulas nano-estructuradas
con poca simetria, tales como nanoplatos o nanotubos, con secciones transversales
de tipo pentagonal. Adicionalmente, una absorcién cercana a los 380 nm, puede
ser indicativo de la formacién de nanotubos de plata relativamente largos

(Balasubramanya, R. H., Nachane, R. P. y cols. 2006).
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Figura 14. Espectro de absorcion UV-visible para la muestra sintetizada (a) 0,3
% Ag; (b) 0,6% Ag; (c) 1% Ag a 325 Vatios.

La sintesis de las nano-particulas metélicas en ausencia de agentes protectores,
como el PVP o polivinilpirrolidona, favorece la aglutinacion o adherencia de las
nano-particulas entre si mismas, llevando a la formacion de particulas de mayor
tamafio y formas irregulares. Este fendmeno se hace mas evidente al aumentar la

concentracion de plata en la suspension (Balasubramanya, R. H., Nachane, R. P. y

73



CAPITULO IV Resultados y Discusion

cols., 2006). No obstante, se ha demostrado que es necesario preparar los sélidos
con concentraciones de Ag de por lo menos 4 % p/p para lograr que el material
posea una alta actividad bactericida en la desinfeccion de Escherichia coli en
aguas. En este sentido se planificaron experiencias, a fin de tratar de obtener

suspensiones con elevadas concentraciones de las nano-particulas metalicas (8%

p/p)

La figura 15 muestra dos espectros UV-visibles de suspensiones preparadas al 8%
de Ag y tratada con calentamiento en microondas durante 60 segundos a una
potencia de 325 vatios. Como puede observarse en el plasmon de la figura 15(a),
existe una disminucion abrupta de la sefial de absorbancia, indicando una baja
eficiencia en la reaccién, sugiriendo que pocas nano-particulas deben estar
presentes en la suspension tratada. Esto puede ser atribuido al efecto de
“aglomeracion” que presentan las nano-particulas en la sintesis, debido a la
ausencia de un agente protector, lo que genera su coalescencia en el medio

solvente.
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Figura 15. Espectro de absorcion UV-visible para la muestra sintetizada (a) 8%

Ag vy (b) 8% Ag con tratamiento por ultrasonido a 325 Vatios..
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La muestra obtenida fue tratada por ultrasonido, a fin de romper los agregados
formados y observar el plasmon correspondiente (Fig. 15(b)). La curva obtenida
luego de aplicar el tratamiento con ultrasonido indica una banda muy ancha y
poco simétrica sobre los 470 nm, la cual puede sugerir la presencia de nano-

particulas de plata, posiblemente de diferentes tamafios y morfologias.

IV.4 Caracterizacion de nano-particulas de platasoportadas sobre gamma-

alimina

Una vez obtenidas las nano-particulas, se realizd el soporte sobre la alimina,
aplicando el tratamiento por ultrasonido e impregnacion. Para la caracterizacion
del material soportado se muestran los estudios de DRX, TEM, SEM-EDX y XPS
con la finalidad de analizar su estructura, elementos superficiales presentes, forma

y tamafio.

IV.4.1. Espectroscopia fotoelectronica de Rayos X (XPS)

Con la finalidad de confirmar que las especies quimicas de plata formadas en la
suspension corresponden a Ag’, se le realiz una caracterizacion mediante la
técnica de Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS). La figura 16
presenta el espectro XPS de alta resolucién para la suspensién preparada con un
contenido de plata del 1%, en las regiones espectrales de Ag 3d. En dicha figura
se evidencian los picos de Ag 3d3/2 y Ag 3d5/2 los cuales pueden identificarse a
374.2 y 368.7 eV, respectivamente. En efecto, estas energias de enlace confirman
la presencia de plata en estado reducido (Ag°®) (Moulder, J.F., Stickle, W.F y cols.
1992).
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Figura 16. Espectros de rayos X en la regién 3d para la suspensién de nano-

particulas de plata.

En la figura 17 se muestra Espectro XPS en la region Ag 3d, para el soporte
solido preparado con un contenido de plata al 8%, p/p. En dicha figura se
evidencian los picos de Ag 3d3/2 y Ag 3d5/2 los cuales pueden identificarse a
374.2 y 368.7 eV, respectivamente. En el espectro XPS de la muestra de y-
alumina, preparada al 1% de contenido de plata, se observo solamente una
composicion superficial que contiene carbono, oxigeno y aluminio. No se
encontrd evidencia de la presencia de plata ya que las sefiales a Ag 3d3/2 y Ag
3d5/2 estaban ausentes. Es de asumir entonces, que las nano-particulas de plata se
encuentran dentro del poro de la estructura del 6xido de aluminio, ya que su
presencia fue determinada a través de los estudios de difraccion de rayos-X y
microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia electronica de
barrido con EDX (MEB). La deteccion de plata metalica por XPS solo se logro
observar en solidos sintetizados con contenidos de plata mayores del uno por

ciento.
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Figura 17. Espectro XPS en la region Ag 3d, para el soporte solido preparado

con un contenido de plata al 8%

IV.4.2. Difractogramas (DRX)

En la figura 18 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas de DRX

aplicadas a las muestras estudiadas (solucion coloidal de nano-particulas al 1%

(@) y nano-particulas de plata sobre alimina (b)).
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Figura 18. Difractogramas de solucidon coloidal (a)

y de la Ag dispersa en la alimina (b)
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Los difractogramas mostrados, dejan ver claramente que la estructura de la
alimina es preservada después de la deposicion de las particulas de plata, pues en
el difractograma correspondiente a la figura (18b) aun se observan las sefiales
caracteristicas de los 6xidos de aluminio en su fase gamma (picos a 26 de 38°,
45°y 679).

Igualmente se puede apreciar en el DRX correspondiente al solido con plata
soportada, unas sefiales estrechas a los angulos 20 de 38.3, 44.3, 64.7 y 77,4,
correspondientes a las reflexiones asignadas a los planos (111), (200), (220) y
(311), respectivamente, lo que confirma la presencia de plata metalica en la fase
cUbica de caras centradas. Esto es una buena evidencia de la formacion de plata de
cierta cristalinidad (Murali Mohan. Y, L y cols. 2007).  Por otra parte se
evidencia la presencia de Ag en la muestra preparada al 1%, contrastando con los

resultados de XPS anteriormente mostrados.

1V.4.3. Microscopia Electronica y Difraccion de rayos X (EDX)

Se sintetizaron tres muestras de nano-particulas de plata soportadas sobre la
gamma-alimina MSM. Dos de las muestras se soportaron empleando el método
de ultrasonido y se les realizd un cubrimiento de platino-paladio para favorecer la
conductividad de los electrones, con la finalidad de obtener imagenes mas nitidas.
La tercera muestra fue soportada empleando el método de impregnacion; esto con
la finalidad de determinar cual de los métodos es mas eficiente.

Dichas muestran se analizaron empleando la técnica de microscopia de barrido,
para determinar la presencia de los posibles agregados formados por la
aglomeracion de las nano-particulas de plata y asi realizar un estudio superficial
de EDX para determinar la composicion quimica de los elementos presentes en la

superficie de la almina, y verificar la presencia de la plata en el soporte.
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1V.4.3.1. Analisis de las muestras de Ag/Al,Os, preparadas mediante el

método de ultrasonido.

Se utilizo la técnica de microscopia electronica con la finalidad de determinar la
posible presencia de agregados de nano-particulas de plata al 1%, soportadas
sobre gamma-alimina empleando el método de ultrasonido. La figura 19, muestra
en detalle particulas de alimina, en donde no se evidencia la presencia de
agregados en las particulas. A estas particulas de alumina se le realizaron pruebas
EDX en puntos aleatorios sobre su superficie para determinar la composicion

quimica de la misma.
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Figura 19. Microscopia de barrido SEM de 1% de Ag dispersa en la alimina y
EDX de la superficie seleccionada, con ultrasonido (Magnificacién x800, voltaje
20.0KV)

Segun el analisis quimico obtenido, empleando la técnica de EDX, se puede

apreciar que sobre la superficie de la alimina existe la presencia de ciertos
elementos como en este caso el fosforo atribuido a alguna impureza presente en la
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muestra, sin embargo en ningdn punto se evidencia la existencia de plata. Este
fendmeno puede deberse a que las nano-particulas son muy pequefias y estén muy
distribuidas en su medio soporte sin formar agregados de mayor tamafio que

pudieran ser detectados por las técnicas empleadas.

La figura 20 muestra imagenes de una muestra generada con un recubrimiento de
platino-paladio, con la finalidad de mejorar la calidad y nitidez de las imagenes
obtenidas. En este caso se observo la presencia de pequefios puntos mas claros
que los demés sobre la alumina, lo que puede ser atribuido a la presencia de

agregados de plata.
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Figura 20. Microscopia de barrido SEM de 1% de Ag dispersa en la alimina y
EDX de la superficie seleccionada, con ultrasonido (Magnificacion x3000, voltaje
20.0KV)

En la imagen anterior y segun los resultados obtenidos por el estudio de EDX se

puede verificar la existencia de plata sobre la superficie de la alimina. Se
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observan pequefias zonas de color gris claro, que pudieran ser agregados de nano-
particulas de plata. Los resultados obtenidos luego de realizar los EDX a los
puntos aleatorios muestran la presencia de plata sobre la superficie de la alimina
en cuatro de los cinco puntos seleccionados. También se obtuvieron sefiales que
evidencian la presencia de sodio, atribuible a alguna traza del hidréxido de sodio
empleado en la sintesis de las nano-particulas, al igual que sefiales de platino y

paladio debido al recubrimiento usado en la técnica.

Una vez realizado el analisis con EDX de cada punto seleccionado sobre la
superficie de la alumina, se determino el porcentaje en peso de cada elemento

presente (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje en peso de los compuestos quimicos presentes en las
particulas de Alumina con Plata soportada por ultrasonido.

PESO (% p/p)

MUESTRA F Na Al Cl Ag
Punto # 1 - 5.0+/-0.1 66.2+/-0.4 5.2+/-0.1 23.5+/-0.3
Punto # 2 - 5.0+/-0.1 40.0+/-0.2 4.6+/-0.1 50.3+/-0.3
Punto # 3 8.2+/-0.3 | 3.5+/-0.1 70.9+/-0.4 17.4+/-0.3
Punto # 4 - 0.2+/-0.1 91.9+/-0.6 7.8+/-0.3
Punto # 5 - - 100.0+/-0.6

Se observé que el porcentaje de plata sobre la alimina es bastante variado,
sugiriendo que se obtuvo una distribucion poco homogénea de las nano-particulas

en el soporte de alimina.
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Figura 21. Microscopia de barrido SEM de Ag al 1% dispersa en la alimina

empleando ultrasonido (Magnificacién x20000, voltaje 20.0 KV).

La figura 21(a) muestra particulas grandes de 685,4 nm de diametro, alejado del
rango esperado entre 0 y 50 nm; este fenémeno se produce por el posible
aglomeramiento de las mismas nano-particulas entre si por no emplear un agente

protector o polimero (Dave, Kirti Patel y cols. 2005).

IV. 4.3.2. Analisis de las muestras de Ag/Al,Os, preparadas mediante el método

de impregnacion.

Se prepararon muestras de Ag/Al,O3 con un contenido en plata de 8% empleando
para ello la impregnacion como metodologia de preparacion del soporte. La figura
22, muestra en detalle las particulas de alumina impregnadas con las nano-

particulas metélicas, en donde se evidencia en mayor proporcién la presencia de
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zonas claras, que como en el caso anterior se pueden atribuir a los agregados de
plata o aglomeraciones de las particulas de plata.
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Figura 22. Microscopia de barrido SEM de Ag al 8% p/p dispersa en la alumina
y EDX de la superficie seleccionada, empleando impregnacién (magnificacion
x10000, voltaje 20.0 KV).

De igual forma se le realizd estudio de EDX en los puntos seleccionados
aleatoriamente para determinar la composicién quimica de los mismos y en donde
se evidencia la presencia de plata sobre uno de los puntos seleccionados en la
superficie. Es factible que cada uno de los puntos claros (casi blancos) observados
en la figura 22 sea una o un grupo de nano-particulas de plata, ya que en estas

83



CAPITULO IV Resultados y Discusion

zonas si esta confirmada la presencia de dicho elemento. Ademas, claramente se
pueden observar una gran distribucion de formas y tamafios (Dave, Kirti Patel y
cols. 2005). En la tabla 8, se muestran los datos sobre la composicidén quimica de
cada punto estudiado de la superficie de la alimina con plata soportada por

impregnacion al 8%.

Tabla 8. Porcentaje en peso de los compuestos quimicos presentes en las

particulas de Alumina con Plata soportada (impregnacion).

PESO (% p/p)
Muestra Na Al Cu Ag
Punto#1 | 0.7+/-0.1 | 71.9+/-0.4 | 0.8+/-0.2 | 26.6+/-0.4
Punto # 2 | 0.0+/-0.0 | 100.0+/-0.6 --

Los datos anteriores demuestran que el contenido de plata en uno de los puntos
seleccionados es de 26,64%. Un valor bastante similar a algunos obtenidos por el
método de ultrasonido, sin embargo segun las imagenes anteriores el método de
impregnacion muestra regiones mas claras sobre la superficie de las particulas de
alimina; de igual manera, se forman agregados de mayor tamafio debido a la

ausencia de un agente protector.

Ademas se comprobd que utilizando el método de ultrasonido, las nano-particulas
de plata se depositan en el interior del soporte mas que sobre la superficie del
mismo, lo contrario que ocurre al usar la impregnacion, donde el soporte se

genera mas en la superficie que en el interior del mismo.
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IV.4.4. Microscopia de Transmision (TEM)

Se realizaron microscopias de trasmision a la muestra de Ag/ Al,Os,preparada al

8% p/p obteniendo la imagen mostrada en la figura 23.

Figura 23. Microscopia de Transmision (TEM) de Ag dispersa en la alimina.

Como puede observarse en la figura 23, mediante este método de sintesis se
obtienen particulas nanomeétricas, pero también algunas particulas de mayores
tamafios, que pueden alcanzar los 600 nm. Sin embargo, micrografias efectuadas
con TEM permitieron observar particulas con tamafios del orden de los 48 nm.

Las micrografias efectuadas con TEM permitieron estimar el diametro promedio
de las particulas metélicas presentes en el soporte, contando la frecuencia de
aparicion de las particulas de un tamafio determinado, lo que da como resultado
el histograma mostrado en la figura 24. EI nimero de particulas contadas por cada
micrografia fue del orden de 500, y varias micrografias fueron empleadas en este
analisis. Para esta data el diametro de particulas [d(nm)] puede ser obtenido de la
expresion: d==nidi* /Znidi%. Los resultados obtenidos sugieren que el diametro de

particulas esta alrededor de 14,4 nm.
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Figura 24. Distribucién de los tamafios de particulas en la TEM.

1V.4.5. Determinacion del contenido de plata en los solidos sintetizados

Las muestras en suspension coloidal presentan un color amarillo-marrén. El
sobrenadante obtenido una vez efectuada la centrifugacién es transparente, lo que
sugiere que posiblemente no se encuentran presentes particulas coloidales de
plata en la fase liquida como resultado de la deposicion de la plata sobre la
alimina. La temperatura de reaccion alcanzada, durante los 60 segundos de
irradiacion con microondas, fue cercana a los 90 °C, lo cual seria suficiente en
este caso para permitir la reduccion completa del AgNOs. Algunos autores han
sefialado que generalmente se obtiene una pobre adsorcion de la plata sobre la
alimina debido a la presencia de los aditivos empleados para impedir la
agregacion de las particulas coloidales, como pudiera ser la polivinilpirrolidona
(PVP). En concordancia con las observaciones de Sales et al (1998), las particulas
de plata primero aparecen en solucion antes de su deposicion sobre la alimina, y
la presencia de PVP adsorbida sobre las particulas de plata puede disminuir la
adhesion de las particulas metalicas sobre el sustrato, lo que pudiera verificarse si
se observara alguna coloracién en la solucion sobrenadante, que indicaria una
adsorcion incompleta sobre el soporte. Por el contrario, empleando el método de
microondas en ausencia de PVP, el analisis quimico efectuado al solido Ag/Al,O3
indico que un 91 % de la plata inicialmente afiadida quedé depositada en el sélido

(Tabla 9). Por otra parte el area superficial especifica del sélido preparado fue de
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318 m2/g (BET), observandose una disminuciéon del 22% con respecto a la
alumina de partida.

Tabla 9. Analisis quimico elemental de la plata soportada sobre y-alimina

Metal/substrato Metal inicialmente afiadido | Contenido final del metal
(%) PESO (%) PESO
Ag/Alumina 1 0,91

IV.5. Capacidad bactericida de las nano-particulas de plata soportadas sobre
pellets de gamma-alimina comercial, bajo las metodologias de soporte con

ultrasonido e impregnacion.

Se emplearon pellets de gamma-aldmina comercial y se le soportaron las nano-
particulas de plata, aplicando ultrasonido, posteriormente se colocaron en
contacto directo con un volumen de liquido cultivado con bacterias, en donde no

se observo efecto alguno sobre los micro-organismos presentes.

Se comprob6 por medio de estudios de XPS y DRX la presencia de la plata, sin
embargo la inactividad bacterial puede ser atribuida a que las nano-particulas
formadas se encontraban en los poros internos de la alimina y en los espacios
intra-particulas mas que en su superficie externa, lo que posiblemente impidio el

contacto de las nano-particulas de plata con las bacterias.

Esto motivd a plantear una modificacion de la metodologia de preparacion del

soporte Ag /Al,QOg3, utilizando a partir de ese momento la impregnacion.

Se prepararon pellets de gamma-alimina comercial con nano-particulas de plata
al 1% y 8%, soportadas, utilizando la metodologia de impregnacion. Dichos
pellets fueron colocados en contacto con el medio liquido de cultivo de las
bacterias, bajo las mismas condiciones de la prueba anterior. En este caso solo se

observo efecto bactericida con los pellets impregnados al 8% p/p.
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Este fendmeno puede atribuirse, a que debido a la alta concentracion de plata,
una mayor cantidad nano-particulas quedan adheridas en la superficie de la
alimina, estando disponibles para su contacto con los microorganismos, lo que

justifica su uso en el sistema de desinfeccion a escala laboratorio.

IV.6. Resultados de la simulacion del proceso de desinfeccion de las nano-
particulas de plata sobre gamma-alimina en sus distintas configuraciones, en

sistemas por carga y continuo, mediante ensayos escala laboratorio

A continuacion se muestran los resultados de las pruebas realizadas con el
material, en sus distintas formas y configuraciones de sistemas, para determinar

su actividad bacterioldgica en un agua con las caracteristicas antes especificadas.

I.V.6.1. Caso 1. Nano-particulas de plata soportadas en polvo de

gamma-alimina comercial, en un sistema por carga, escala laboratorio

Para este ensayo se utiliz6 un material sintetizado al 8% de plata soportada en
gamma-alumina comercial en polvo, aplicando tres dosis de 10, 50 y 100 mg en
un litro de agua y sometido a agitacién, en un sistema por carga. Para comparar el
efecto de la presencia de material suspendido la aplicacion se realiz6 tanto en
agua cruda (tal como fue captada) y en agua filtrada. La tabla 10 muestra los

resultados obtenidos.
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Tabla 10. Resultados del ensayo de dosificacion de nano-particulas soportadas en

polvo de gamma alimina comercial, sistema por carga, escala laboratorio

Densidad de organismos coliformes (ufc/100ml)

Concentracion de nano-
particulas soportadas 10 50 100
(mg/l)
Tiempo de contacto ) ] _
) Cruda Filtrada | Cruda | Filtrada | Cruda | Filtrada
(min)
5 >1x10° | >1x10° | 200* 230 30* 0
30 >1x10° | >1x10° | 120* | 410 80* 0

Condiciones iniciales: Agua cruda: 1x10* ufc/100 ml. Agua filtrada: 6x10° ufc/100 ml

* Se desarrollaron incontables colonias atipicas que pudieron interferir en el crecimiento de los
organismos coliformes, lo que explicaria una densidad menor en la muestra de agua cruda que en
la filtrada. En las muestras filtradas, hubo desarrollo de colonias atipicas pero en menor

concentracion.

En la tabla anterior se puede observar el efecto practicamente nulo al aplicar la
dosis de 10 mg, mientras que la dosis de 100 mg es efectiva, especialmente en el
agua filtrada, donde la remocién es total. Recientemente se ha sefialado que las
nano-particulas de plata actian sobre los microorganismos afectando el ADN de
la bacteria, generando que éste pierda su capacidad de replicacion y se reponga a
los continuos ataques; ademas las proteinas celulares se inactivan ante la
presencia de Ag (Salopek-Sondi, 2004). Para que un material sea anti-bacterial
debe existir una atraccién electrostatica entre las células de la bacteria cargadas

negativamente y las nano-particulas positivamente.

Las nano-particulas de plata de alguna manera interactian con la membrana
bacteriana provocando cambios y degradaciones en su estructura que originan la
muerte de la bacteria (Salopek-Sondi, 2004). Existen casos donde se ha
evidenciado en fotografias la incorporacion de nano-particulas de plata sobre la

membrana de alguna bacteria. Otra explicacion de la actividad bacterial, se
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relaciona con la permeabilidad de la membrana al estar en contacto con nano-
particulas de 6xidos metalicos, la cual disminuye (A. Siekkinen, Y. Xia y col,
(2007)). Este fenomeno reduce la capacidad de transporte de los nutrientes a
través del plasma de la membrana lo que produce la muerte del microorganismo
(Salopek-Sondi y cols., 2004).

.V.6.2. Caso 2. Nano-particulas de plata soportadas en pellets de

gamma-alumina comercial, en un sistema por carga, escala laboratorio

La tabla 11 muestra los resultados de la prueba realizada para determinar la
capacidad de remocion de microorganismos de las nano-particulas soportadas en
gamma-alumina en forma de pellets, en muestras de agua filtradas, variando los

tiempos de contacto, las dosis aplicadas y el grado de impregnacion.

Tabla 11. Resultados del ensayo de dosificacion de nano-particulas soportadas en

pellets de gamma alumina comercial, sistema por carga, escala laboratorio.

Densidad de organismos coliformes totales (ufc/ 100 mL)

Tiempo de Material 10 pellets | 20 pellets | Blanco
contacto (min) | Concentracion (%0AqQ)
5 5 >1x10° | >1x10° | 3x10°
8 >1x10° | >1x10°
30 5 3,4x10° 3,0x10 | 7x10°
8 2,1x10 | 53x10°* | ---

* Se formaron puntos negros en la muestra y el nimero de microorganismos atipicos eran

incontables.

Los resultados mostrados en la tabla 11 permiten comprobar que el material en
forma de pellets impregnado, utilizado en un sistema por carga no es eficiente,
esto puede ser atribuido a que posee menor area de contacto que en el caso del
polvo. Sin embargo se aprecia un comportamiento ligeramente mejor al aumentar

el nimero de pellets, la concentracion de plata y el tiempo de contacto
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IV.6.3. Caso 3. Comparacion entre las nano-particulas de plata
soportadas en polvo de gamma-alimina comercial con las soportadas en

polvo de gamma-alimina sintetizada MSM

La tabla 12 muestra los resultados del ensayo por carga, donde fueron
comparadas dosis de 50 y 100 mg de nano-particulas de plata soportadas en
gamma-alumina sintética MSN y comercial, con iguales dosis de gamma-

alimina, ambas al 8%.

Tabla 12. Resultados del ensayo de dosificacién de nano-particulas soportadas en
polvo de gamma alimina comercial y sintetizada (MSM), sistema por carga,

escala laboratorio.

Densidad de organismos coliformes totales
(ufc/100 mL)

Concentracion (mg) 50 (8% p/p) 100 (8% p/p) 100 (8% p/p)

Tiempo de contacto
(min) MSM Comercial MSM Comercial Allmina
5 >1x10° 1,2x10° 6,6x10° 1,1x10° 1,6x10°*
30 >1x10° >1x10° >1x10° 4,2x10° 2,8x10*

Blanco Filtrada; 2x10* ufc/100 ml

Al observar los datos de la tabla anterior, se aprecia una pequefia diferencia entre
la concentracion de microorganismos encontrada en el agua tratada con nano-
particulas de plata soportadas sobre la gamma-alimina comercial y el agua
tratada con las nano-particulas soportadas con la alimina sintetizada en el
laboratorio (MSM), bajo las condiciones de 100mg del material al 8% y 30
minutos de tiempo de contacto.. Este efecto no es significativo desde el punto de
vista de la capacidad desinfectante, pero desde el punto de vista de las
caracteristicas de los materiales, puede ser atribuido a las diferencias en las

propiedades texturales de ambas aliminas.
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La alimina sintetizada es una alimina mesoporosa de alta &rea superficial, la cual
proporciona, ademas de los espacios intra-particulas, mesoporos de 10 nm donde
pueden ser alojadas las particulas manométricas de plata. La alimina sintetizada
posee menor tamafio de particula que la alumina comercial, facilitando la
deposicién de las nano-particulas en los espacios intermoleculares. Considerando
que un 43 % de las nano-particulas formadas posen diametros de 4,8 nm
aproximadamente, es poca la cantidad de plata que quedaria disponible para la
desinfeccion. Es importante resaltar que el didmetro de las bacterias esta en el
orden de algunos micrones, lo que imposibilita el acceso a los mesoporos de la
superficie de la alimina y también a los espacios intra-particula (en ambas
aliminas), los cuales también estan en el orden de los nandémetros, tal y como lo
demuestra los estudio de fisisorcion. Se ha demostrado que la inhibicion del
crecimiento de las bacterias depende de la concentracion de plata de las nano-
particulas, asi como de las bacterias a tratar. (A. Siekkinen, Y. Xia y cols, 2007).

Se puede mencionar que empleando la alimina comercial se obtienen mejores
resultados que con la sintetizada, esto se debe, a que la comercial posee un area
superficial menor, por lo tanto, posee una menor porosidad. El hecho de poseer
una porosidad baja ocasiona que la deposicion de las nano-particulas de plata se
origine sobre la superficie mas que en los espacios intra-particula, brindando una
mayor area de contacto entre las nano-particulas y las bacterias. Los resultados
confirman que el efecto de remocion es debido a las nano-particulas de plata, ya
que no existe remocion alguna en presencia de la alimina comercial sin
impregnar. Se realizaron andlisis de plata residual a las muestras una vez
culminada la experiencia, mediante espectroscopia de absorcion atomica de
Ilama, para verificar que los niveles de plata en el agua tratada se encuentran
dentro de los limites maximos permisibles con respecto a las normativas de agua
potable. Dichos estudios presentaron como resultados concentraciones de plata
por debajo de 0,1 mg/L. Esto apoya el planteamiento de que el mecanismo de
desinfeccion es por contacto con la plata metalica y no por efecto de los iones de

plata en solucién.
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I.V.6.4. Caso 4. Nano-particulas de plata soportadas en pellets de
gamma-alimina comercial, en un sistema continuo de lecho fijo, escala

laboratorio

En la tabla 13 se muestran los resultados del ensayo en el sistema continuo de
lecho fijo de 1 cm de didmetro, para tiempos de contacto de 1, 5, 10 y 20 min. Se
emplearon dos columnas de lecho fijo rellenas de pellets de gamma-alimina con
nano-particulas de plata al 5% p/p y 8% p/p, soportadas mediante impregnacion,
completando una altura de 23cm de alto. En esta oportunidad sélo se utilizé agua
previamente filtrada.

Tabla 13. Resultados del ensayo de dosificacion de nano-particulas soportadas en

pellets de gamma alumina comercial, sistema lecho continuo, escala laboratorio.

Densidad de organismos coliformes totales (ufc/ 100 mL)

Tiempo de contacto (min) 1 5 10 20
Lecho (%)
5 1,5x10° 1,5x10? 2,0x10? >1x10°
8 3,3x10 1,0x10? 1,6x10? 3,1x10?

Blanco Filtrada: 3x10° ufc/100 mL

Se puede observar que en el primer minuto de contacto ocurre alguna remocion
de mado por los pellets preparados al 8% de plata por impregnacion, pero luego
de 5 minutos, este efecto disminuye. Esto se puede atribuir al desprendimiento de
las particulas de plata adheridas a la superficie de los pellets por efecto del flujo
de agua, por lo que con el tiempo se pierde toda actividad antibacterial, en la

medida que se continta desgastando la superficie.

Al preparar el material antibacterial con pellets de alimina, se dispone de menor
area superficial para la impregnaciéon de las nano-particulas de plata. Por otra
parte, se pudo verificar mediante un andlisis efectuado por espectroscopia de
absorcion atomica de llama, que los pellets impregnados con plata 8% p/p,
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contenian realmente 0,20 +0,05% p/p Ag. Esto indica, una poca adherencia de
las nano-particulas metalicas sobre este tipo de soportes, lo cual incidio
negativamente en su actividad antibacterial. A pesar de que las nano-particulas de
plata se sintetizaron sin agentes protectores, no se logré que se adhieran

efectivamente a este tipo de soportes.

I.V.6.5. Caso 5. Nano-particulas de plata soportadas en pellets de
gamma-alumina comercial, en un sistema continuo de lecho fijo, escala

laboratorio, duplicando la altura del lecho.

En la tabla 14 se muestran los resultados de la remocién de microorganismos en
muestras de agua captadas en el efluente de una columna a escala laboratorio, de
50 cm de alto por 1 cm de didametro, rellena con pellets impregnados al 8%, con
alimentacion continua, en tiempos de 1, 5, 10, 15, 30 y 60 min.

Tabla 14. Resultados del ensayo de dosificacion de nano-particulas soportadas en
pellets de gamma alumina comercial, sistema continuo, escala laboratorio a doble

altura.

Densidad de organismos coliformes totales (ufc/ 100 mL)

Tiempo de contacto (min) 1 5 |10 | 1% 30
Lecho a doble altura (8%
Ag/Alimina) 1,1x10*3 | INC | INC | INC INC INC

De esta forma se pudo confirmar que el aumento de la superficie y el tiempo de
contacto no produjo remociones significativas como para que pueda ser

considerado este medio en un sistema de desinfeccion de agua potable.

Asimismo, se va perdiendo la actividad en el tiempo, debido al desgaste de la

superficie, es decir, el desprendimiento de las nano-particulas en la superficie.
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I.V.6.6. Caso 6. Comparacion entre las nano-particulas de plata
soportadas en gamma-alimina comercial y el cloro para evaluar su

factibilidad técnico-econdmica

Con finalidad de evaluar la factibilidad técnico-econémica de las nano-particulas
soportadas sobre alimina como bactericida, se realiz6 una comparacion de su
caracter bacterial con el del cloro, que es el desinfectantes mas economicos y de

mayor uso en la actualidad

Tabla 15. Resultados del ensayo de dosificacién de nano-particulas soportadas en

pellets de gamma alumina comercial y cloro, sistema continuo, escala laboratorio.

Densidad de organismos coliformes totales (ufc/ 100 mL)

Tiempo de Material 10 pellets 100 mg de polvo Cloro
(peso aprox.
Concentracion p/pellet,
contacto (min) | (%Ag/Alimina) 0.0375g) MSM Comercial 6 ppm
5 5 INC --- ---
8 INC 6,6x10°|  1,1x10° 0
30° 5 3,4x10°
8 2,1x10 INC 4,2x10° 0

Blanco Filtrada; 2x10* ufc/100 mL

Al observar los datos anteriores se puede notar una gran diferencia en el
comportamiento entre los materiales utilizados. Aunque la configuracion del
material basado en nano-particulas de plata soportadas tiene algun efecto
bactericida sobre Escherichia Coli, éste no llega a ser en ninguno de los casos tan
efectivo como el cloro, que alcanzo la remocion total de los organismos
bacteriales. Esto lo descalifica como posible medio desinfectante, al menos bajo

las configuraciones ensayadas en este estudio.
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CONCLUSIONES

e Fueron sintetizadas nano-particulas de plata a través del método poliol, en
ausencia  de agentes protectores (PVP), polimeros o surfactantes,

empleando un calentamiento con microondas en 60 segundos

e Fue sintetizado un medio de soporte, identificado como MSN, constituido
por alimina en la fase gamma, con un area superficial de 380 m?/g, mayor
que el soporte de alimina comercial, con una distribucién de tamafio de

poro unimodal, uniforme y més estrecha que la comercial.

e La preparacion de nanoparticulas de plata soportadas mediante los
métodos ultrasonido e impregnacion dieron como resultado contenidos
similares de plata, pero en el primero estaban ubicadas en los espacios

intraparticula, mientras que en el segundo se presentabas en la superficie.

e La actividad bactericida practicamente nula de las nanoparticulas de plata
soportadas mediante el método de ultrasonido, sugiere que el mecanismo
de desinfeccién es por contacto directo de las bacterias con el elemento
metalico s6lido, confirmado por la ausencia de iones de plata en solucién

durante los ensayos.

e La eficiencia bactericida de las nano-particulas de plata disminuye con la
presencia de turbiedad en el agua a tratar, asi como con la mayor densidad

bacterioldgica.

e La impregnacion de las nano-particulas de plata sobre la gamma-alimina
en polvo resultdé mas eficiente que en pellets, debido a la mayor area
superficial disponible de la primera. En consecuencia, el efecto bactericida

del material en polvo también es mayor.
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Conclusiones

Las nano-particulas de plata soportadas en gamma-alimina poseen un
efecto bactericida cuando se preparan los materiales a concentraciones
cercanas al 8% p/p, sin embargo los resultados obtenidos no cumplen con
los requisitos de un buen desinfectante para agua potable, lo que si se

logro con la aplicacion de cloro.

A pesar que las referencias consultadas para la realizacion de este trabajo
sugerian la posibilidad del uso de nano-particulas de plata soportadas
sobre gamma alimina como desinfectante alternativo, los resultados
obtenidos lo descalifican, al menos bajo las configuraciones ensayadas en

este estudio.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES

Efectuar una optimizacion de la potencia y el tiempo de reaccion, para

obtener mejores resultados en la reaccion.
Para disminuir el efecto de aglomeracién en las nano-particulas empleando

el método poliol, podria optimizarse la concentracion del agente donador

de iones plata en la reaccion

Trabajar a concentraciones altas de plata para tratamientos bacterioldgicos

pero realizar estudios de plata residual en rangos menores al 0,05mg/L.

Estudiar otros tipos de soportes, pudiendo emplear sélidos mesoporosos o

NO POrosoes.

Ensayar otras formas de impregnacion o configuracion de nano-particulas

de plata para evitar su desgaste o desprendimiento de la superficie.
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Apéndices y Anexos

ANEXOS

A continuacién se resumen una serie de experimentos y estudios realizados por
diversos investigadores a lo largo del mundo, que de alguna manera estan

relacionados con el TEG que se desarrolla.

Jang y Park (2003), sintetizaron un material antibacterial, compuesto de plata
soportada en fibras de carbon activado (ACF) con la finalidad de eliminar
bacterias en aguas contaminadas. Los autores hacen referencia a que las ACF han
sido empleadas en el tratamiento de aguas de desecho, debido a su alta area
superficial especifica y elevada tasa de adsorcion y la actividad antibacterial que
presentan los iones plata sobre algunos microbios. La experiencia efectuada
permitio evaluar la actividad antibacterial del material en aguas contaminadas con
dos tipos de bacterias, Escherichia Coli y Staphylococcus aureus, ambas
cultivadas en el laboratorio. Para ello fue necesaria la preparacion del material
(Ag/ACF).

Esta metodologia consistié en impregnar las ACF en soluciones de nitrato de plata
a diferentes concentraciones de Ag (0, 0.1 y 1 %) con agitacion continua durante
48 horas, a fin de lograr la deposicion de los iones plata en la superficie de las
ACF. Las fibras fueron lavadas con agua destilada y finalmente secadas a 85° C
por 24 horas. Estos estudios concluyeron que la dispersion de la plata sobre la
superficie del carbon fue bastante uniforme, Ilenando todos los poros o espacios
vacios de la estructura original de manera regular. Para comprobar la efectiva
calidad antibacterial del material, colocaron las muestras de aproximadamente 0.2
g de ACF/Ag en columnas (200 mm de largo, 30 mm de diametro) haciendo

circular un flujo de agua contaminada a una tasa de 2 L/min.
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4 4
ACF notratado ACF notratado
ACFfAgDl . ACFAOOT oo
ACFIAG 1 ACFIAG

Absorbancia
[N}
Absorbancia
[N

apmnammuEEd pmannd
"

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tiempo de Incubacion (hr) Tiempo de Incubacidn (hr)
Fecharichia Coll Staphviococcus aurals

Figura 1. Inhibicion del crecimiento de las bacterias
por efecto del material ACF/Ag.

Los resultados obtenidos (Figura 1), permitieron concluir que el material
sintetizado con la mayor concentracion de plata fue el que presentd un mayor
nivel de inhibicién en el crecimiento de ambas bacterias, ya que al aumentar la
concentracion de AgNOs, el contenido de plata en la superficie del carbdn
aumenta, promoviendo asi su caracter antibacterial. Se observa que a bajas
concentraciones de plata las bacterias no se ven afectadas sino que se benefician,
es decir, crecen, esto se debe a que muchos metales son microscopicamente
nutrificantes en bajas concentraciones ya que los agentes bactericidas no son
capaces de atacar de forma eficiente las paredes protectoras de las bacterias o

microorganismaos.
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Figura 2. Pérdida de Plata en funcion al tiempo de
exposicion del ACF/Ag en flujo de agua.
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Por otra parte Jang , Park y col (2003), determinaron la resistencia mecénica del
material evaluando el proceso de erosion producido por los efectos del flujo de
agua en la columna (Figura 2), midiendo el contenido de plata residual en el
material. El soporte con mayor contenido de plata resistio mejor la accién erosiva
del agua. Esto fue atribuido a las caracteristicas de la superficie del sélido, siendo
en este caso mas lisa y homogénea, lo que disminuye la erosion en comparacion a

una superficie rugosa e irregular.

Chen, W. y Liu, Z; junto a su grupo de trabajo (2005), sintetizaron
nanoparticulas de platino dispersas sobre nanotubos de carbdon empleando el
proceso poliol con calentamiento por microondas. Los investigadores se basaron
en los estudios de sintesis de nanoparticulas con dispersion uniforme sobre
soportes de carbon como materiales electro-cataliticos. El proceso poliol, ha sido
ampliamente utilizado para preparar particulas metalicas coloidales. En la
experiencia se prepararon los nanotubos de carbon (CNTs) por medio de una
deposicion quimica de vapor catalitico, obteniendo bastoncillos de carbon con
didmetros de 30 a 50 nm. Los catalizadores de platino (Pt) soportados en CNTSs se
obtuvieron calentando (en un horno de microondas casero) la solucion de
etilenglicol con el compuesto de platino al que previamente se le habia mezclado
los CNTs. El calentamiento se realiz6 por 50 segundos con una potencia de
700W. Luego de esto, la solucion fue filtrada y secada. Los cientificos realizaron
pruebas comparativas de electro-oxidacion de metanol entre el catalizador
sintetizado (Pt/CNTs) y un catalizador comercial compuesto de platino. Los
resultados obtenidos, les permitieron concluir que el catalizador de Pt/CNTs
sintetizado en el horno microondas exhibia una mayor actividad catalitica que el
catalizador comercial, esto fue atribuido a la utilizacion de las nanoparticulas de
platino, ya que se logro incorporar al soporte un mayor nimero de particulas
con una dispersion homogénea en toda su superficie. Por otra parte se demostro
que el proceso poliol con calentamiento por microondas es efectivo para preparar
nanoparticulas metélicas soportadas en superficies de carbon. También se

menciona la simplicidad, rapidez y eficiencia del proceso empleado.
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Arnaud, M., Dowling, D. y col. (2003), investigaron las propiedades
antibacteriales de cubrimientos a base de plata y plata / platino sobre hojas de
poliuretano y silicon. EI método de sintesis propuesto permitié depositar el metal
sobre el sustrato a una temperatura de 70° C en comparacion a los 200-300° C que
se necesitan por los métodos convencionales. Los recubrimientos de plata y
plata/platino fueron preparados sobre laminas de polimero de 1 cm? y 5-9 nm de
espesor, las cuales se colocaron en distintos platos donde se incubaron
suspensiones bacteriales de Staphylococcus dermidis (9,8x10* CFU (Unidades
Formadoras de Colonias/ml). Las muestras permanecieron en reposo a 35-37° C,
bajo agitacion continua por un periodo de 24 horas. Después de la agitacion, las
muestras de aerogel se retiraron y las colonias de bacterias se contabilizaron. Los
resultados obtenidos en la experiencia se muestran en la tabla N° 1, donde se
evidencia que la adicion de 1% de platino aumenta los efectos antibacteriales de
los cubrimientos. Los resultados obtenidos demostraron que los cubrimientos de
plata y plata/platino depositados sobre polimeros de silicon y poliuretano, poseen
alta actividad antibacterial. Entre ambos cubrimientos utilizados, el mas eficiente
fue la combinacion plata/platino, alcanzando los mas altos niveles de reduccién
bacteriana.

Tabla 1. Comparacion entre cubrimientos de plata y plata/platino sobre

poliuretano.

Referencia de la | Tiempo de deposicion Grosor de pelicula Reduccion bacteriana
muestra (s) (nm)

Sin adicion de Pt

AT1273 5 6 1,27

AT1272 10 7 1,23

AT1271 30 12 1,82

Con adicion de Pt (1%)

AT1276 5 6 2,08

AT1275 10 7 2,93

AT1277 20 10 3,57

108




Apéndices y Anexos

He, J. y otros investigadores (2005), realizaron modificaciones en la superficie de
las particulas de antibacteriales inorganicos (UIAP) a base de plata, empleando
titanio y aluminio como agentes modificadores con la finalidad de atacar
problemas de polucion microbiana, siendo objeto de estudio el efecto que
producen dichas particulas sobre las colonias de bacterias. En la experiencia los
investigadores utilizaron particulas antibacteriales inorgénicas ultra-finas de
aproximadamente 0.5 um de tamafio de particula, a las que se le modifico la
superficie mezclandolas con titanio y aluminio. Se emplearon dos metodologias
para la modificacion de la superficie del sustrato, la primera basada en una mezcla
en seco a alta velocidad y la segunda, una mezcla por diluciéon. Una vez generada
la superficie modificada por ambos métodos, se realizé la caracterizacion de los
soportes con el fin de determinar las nuevas propiedades mecanicas Yy
antibacteriales. Los anélisis efectuados concluyeron que las UIAP (con o sin
modificaciones en su estructura) poseen una gran capacidad antibacterial sobre
algunas especies de bacterias a concentraciones bajas, especialmente hacia una de
las bacterias de Gram (Escherichia Coli) y algunos hongos (Tabla 2). Los
resultados obtenidos determinaron que la modificacion de la superficie del
material no provoco alteracion alguna de la capacidad antibacterial del mismo
(Tabla 3). El estudio también concluyé que el método basado en la dilucién fue
mas efectivo que la mezcla en seco para modificar la superficie del sélido, debido
a que este presentd una mejor dispersion y adhesion interfacial entre los

compuestos.
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Tabla 2. Capacidad antibacterial de las UIAP con superficies modificadas.

Concentracion de la muestra

Tasa de mortandad

) (cfu/ml) de bacterias después
Bacteria . .
(cfu: unidades formadoras de colonia) de 24 h (%)
Escherichia Coli 6.9 x 10° 99.48
Staphylococci 5.4 x 10° 99.25
Pyocyanic 4.2 x 10° 99.71
Bacterium typhosum 5.3 x 10° 96.34
Pneumobacillus 4.8x10° 92.67

Tabla 3. Concentracion Minima de Inhibicién (MIC) en la superficie modificada

y sin modificar de UIAP.

MIC(ppm)
Bacteria Sup. no Modificada Sup. Modificada
Escherichia Coli 100 100
Staphylococci 125 125
Pyocyanic 200 200
Hemolytic streptococcus 200 200
Candida albicans 200 200
Bacillus subtilis 400 400
Bacillus foecalis alkaligenes 250 250
Bacillus aerogenes 250 250
Bacterium typhosum 250 250

He, J. y cols. (2005).

Kiwi y cols. (2006), investigaron la fijacion de particulas de plata en textiles de

algodon (Ag-Algodon), con el fin de producir vendajes de alta calidad

antibacterial para prevenir el crecimiento microbiano y la contaminacion en

heridas. Para ello el grupo realizd modificaciones en la superficie del textil por

110




Apéndices y Anexos

medio de la deposicion de particulas de plata. La figura 8 muestra de forma
esquematica el proceso utilizado para unir la plata con el algodon. Dicho material
fue caracterizado para determinar su nueva configuracion estructural y
propiedades. Se investigo la eficiencia antibacterial en cepas de Escherichia Coli
k12, bajo condiciones aerdbicas. Al alcanzar una fase estacionaria de crecimiento,
las células bacterianas fueron recolectadas por centrifugacion a 500 x g por 10
min. a 4° C.

Algoddn de Fabrica, Inmersiénen ebullicién Th AgNO3 0.05g, H2O 200 ml,
29. —_— MHADH{ZE%) 20 ml, 2-propanal 20 ml.

J

Lavado, sonicacion por 5 min.
en H2O, 3 veces.

J

Secadoa 257 C.

Figura 3. Esquema de la preparacion de textiles de Algodén

con nanoparticulas de Plata.
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Figura 4. Sobrevivencia bacteriana de E. Coli en contacto

con un material hibrido Ag-Algodon.
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Las colonias de bacterias fueron colectadas en “pilas” de aproximadamente 10° a
10° individuos por colonia por mililitro de solucién (CFU/ml). Dichas muestras se
colocaron posteriormente en platos donde se realizaron las pruebas de la
investigacion. Al analizar los resultados obtenidos (Figura 9), concluyeron que las
nanoparticulas de Ag poseian tamafios entre 2 y 12 nm de didametro, presentando
una alta eficiencia antibacteriana, logrando eliminar una colonia de E. Coli de 10°
individuos en 3 min., esto fue atribuido a que la estructura del algodon presenta un
gran numero de espacios vacios, los cuales se “llenan” de las nanoparticulas

metalicas de diferentes tamafios, aportando una alta actividad antimicrobiana.

Kim, D et al. (2007), disefiaron un metodo para inmovilizar nanoparticulas de
plata sobre una superficie de silice empleando el proceso poliol, con la finalidad
de mejorar las propiedades fisicas, la densidad y el area de superficie especifica
por unidad de masa de las particulas heterogéneas compuestas. Estos
investigadores llevaron a cabo el método usando una emulsion de agua en aceite
(W/O) y posteriormente el proceso poliol.

Primero sintetizaron las particulas de silice, con una reaccion entre la emulsion
(W/O) y el 3-mercaptopropiltrimetosilanina. La superficie de la silice se someti6 a
la accién de grupos tiol, ya que estos interactian con los iones de plata mediante
la escision de los enlaces S-H formando espontdneamente enlaces Ag-S.
Finalmente, se formd la “capa” de plata sobre la silice sometida al tiol por medio
del proceso poliol, reduciendo los iones de Ag* a Ag® (metalica) por efecto del
etilenglicol. Este nuevo material sintetizado, silice/plata, fue caracterizado con la
finalidad de conocer sus propiedades morfoldgicas y su composicion quimica,
empleando para ello un microscopio de electrones y un rayos X de energia
dispersiva. Estas pruebas concluyeron que las nanoparticulas de plata poseian un
diametro de aproximadamente 50 nm, presentando ademas una inmovilizacion
homogénea sobre la silice. Los autores destacaron también la facilidad y
economia que ofrece este método con el cual se podrian disefiar nuevos materiales

compuestos con innumerables aplicaciones.

112



Apéndices y Anexos

Hwang, J. y cols. (2007), estudiaron la constante de susceptibilidad de colonias
de Escherichia Coli y Bacilus subtilis ante nanoparticulas de plata y cobre, con la
finalidad de estimar las actividades antimicrobianas de dichos metales. La

constante de susceptibilidad Z (mL/pg), fue definida de la siguiente manera:

Z=-In(N/No)/C Ec.1

Donde; N: Numero de organismos luego de estar en contacto con el desinfectante
(CFUs).
No: Numero inicial de organismos (CFUs).

C: Concentracion de nanoparticulas (pug/mL).

Los autores determinaron que usando un valor de Z y un valor de C, el término
(N/No) (fraccion sobreviviente) podia ser predecido. Altos valores de Z significan
que la bacteria es muy susceptible a las nanoparticulas, concluyendo que dichas
nanoparticulas poseen una efectiva actividad antimicrobiana (Tabla 5). Para la
experiencia, se cultivaron aproximadamente 200 CFUs de E. Coli y B. subtilis, en
diferentes platos de cultivo. Luego a estos platos se les afiadieron distintas
concentraciones de nanoparticulas de 10 a 100 pg/mL, tanto de cobre como de
plata, conservando un plato de cada bacteria libre de nanoparticulas como control.
Luego de 24 horas se contaron las colonias y se analizaron los resultados,
concluyendo que la fraccion sobreviviente de bacterias (N/No) decrece con el

incremento de la concentracién de las nanoparticulas.
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Tabla 4. Concentracion de nanoparticulas requeridas para alcanzar una eficiencia
antimicrobiana de 90%.

Nanoparticulas
Plata Cobre

Bacteria E. Coli B. subtilis E. Coli B. subtilis
C /mL

% (L_tg ) 58.41 32.12 33.49 28.20
Experimental
C /mL

o0 (ng/nl) 97.57 37.02 4011 31.37

Calculado

%error 67.04 15.26 19.77 11.24

Hwang, J. y cols. (2007).

La E. Coli y el B. subtilis fueron completamente destruidos usando
concentraciones mayores a 70 pg/mL y 60 pg/mL de nanoparticulas de plata y
cobre respectivamente. Los valores de Z calculados para la E. Coli y el B. subtilis
demostraron que este Ultimo es méas susceptible a las nanoparticulas, siendo mas
resistente la E. Coli. Una posible explicacién es que la membrana de esta bacteria
estd formada por moléculas lipopolisacaridas (LPS) fuertemente empacadas, lo
que genera una barrera efectiva y resistente ante la accién de las nanoparticulas.
Con este estudio los investigadores validaron el uso de constantes de
susceptibilidad con la finalidad de determinar las concentraciones de

nanoparticulas requeridas para mejorar la eficiencia antibacterial.
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Seguidamente las tablas 5 y 6, muestran los equipos y compuestos quimicos
empleados en la realizacion del TEG, respectivamente.

Tabla N°5. Equipos y materiales a utilizar en la realizacion del TEG.

Equipo

Modelo/Marca Ubicacion Especificaciones
Microscopio Electronico de S-2400 (Hitachi). Centro de
Barrido Thermo Electrén Microscopia - Resolucién: 4.0 nm.
Corporation. Electronica.
- Magnificacion: 2
Noran systems Facultad de agnificacion: 20
SIX Ingenieria. (WD =35 mm) -
' 300,000x.
{ I " ucv
o -
- Tamafio maximo de
muestra: 150mm.
Espectrometro UV-Visible Lambda 35 Laboratorio de

(Perkin-Elmer)

Fotoquimica.
Edificio de

Quimica Aplicada.

Instituto
Venezolano de
Investigaciones

Cientificas. IVIC

- Rango: 190 — 1100 nm.

- Ancho de Banda
(variable): 0.5 —4 nm.

- Longitud de onda
programable.

Balanza analitica

|

V12140
(Ohaus)

Laboratorio de
Refinacion.
Escuela de
Ingenieria

Quimica. Fac.

Ingenieria. UCV

- Capacidad: 210g.
- Sensibilidad: 0.0001 g.
- Unidades de pesaje: mg,

g, ct, 0z, unidad

personalizada.
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Tabla N°5. Equipos y materiales a utilizar en la realizacion del TEG

(continuacion)

Equipo Modelo/Marca Ubicacion Especificaciones
Ultrasonido 50/60 (Branson Laboratorio de -117V.
Ultrasonic Refinacion. - 50/60 Hz.
Cleaner, a Escuela de - 80 watts.
SmithKline Ingenieria
company). Quimica. Fac.

Ingenieria. UCV

Plancha de agitacion

Spin-Master (&
hot plate) N°
4803. (Cole-

Parmer

Instrument Co).

Laboratorio de
Refinacion.
Escuela de
Ingenieria

Quimica. Fac.

Ingenieria. UCV

- Velocidad regulable.
-115V.
- 60Hz.
-4 Amp.

Horno Microondas

.

Invertir

(Panasonic)

Laboratorio de
Refinacion.
Escuela de
Ingenieria

Quimica. Fac.

Ingenieria. UCV

- Capacidad: 27 litros.
- Potencia: 1000W
(regulable).

Material de vidrio y laboratorio

(varios)

Laboratorio de
Refinacién.
Escuela de
Ingenieria

Quimica. Fac.

Ingenieria. UCV

- Beakers, 250ml.
- Cilindros graduados,
20ml.
- Vidrios de reloj.
- Viales (dif. tamafios).
- Espatulas, agitadores,

gotero.
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Tabla N° 6. Propiedades de los reactivos a emplear en la realizacion del TEG.

Compuesto | Formula | Masa | Estado Fisico Limites de Propiedades Etiqueta
Quimica | Molc. Exposicion Fisicas (rotulo)
Hidroxido de NaOH 40.0 Sélido blanco | - TLV: 2 mg/m?® | - Pto. eb: _
Sodio e inodoro (valor techo) | 1390°C.
(ACGIH 1992- | - Pto. fus: 318°C.
1993). - Dens. Relativa.
- PDK no estab. | (agua=1): 2.1.
- MAK: clase G. | - Solub. en agua
(/200 ml a
20°C): 109.
- Pres. vap. (kPa
a 739°C): 0.13.
Etilenglicol CH,0OH- 62.1 Liquido - TLV (valor | - Pto. eb: 198°C.
CH,OH incoloro, techo): 50 ppm; | - Pto. fus: -13°C. D
inodoro, 127 mg/m®. - Dens. Relativa.
Viscoso e (ACGIH 1993- | (agua = 1): 1.1.
hidroscopico | 1994). - Solub. en agua:
Miscible.
- Pres. vap. (Pa a
20°C): 7.
- Pto. inflam:
111°C (c.c)).
- Limites de

explosividad, %
en volumen en el
aire: 3.2-15.3.
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Tabla N° 6. Propiedades de los compuestos a emplear durante la realizacion del
TEG (continuacién).

Compuesto | Formula | Masa | Estado Fisico Limites de Propiedades Etiqueta
Quimica | Molc. Exposicion Fisicas (rotulo)
Nitrato de AgNO; 169.9 Cristales, - TLV (como | Se descompone
Plata incoloros o TWA): 0.01 | por debajo del
blancos, mg/m°. punto de
inodoros. (como Ag) | ebullicion a
(ACGIH 1995- | 444°C.
1996). Pto. fus: 212 °C.
- MAK: no estab. | Dens. Relativa.
(agua=1): 4.3 a
19°C.
- Solub. en agua:
Muy elevada.
Acido Nitrico HNO; 63.0 Liquidoentre | - TLV (como | - Pto. eb: 121°C.
incoloro y TWA): 2 ppm; | - Pto. fus:
amarillo, de | 5.2 mg/m®. -41.6°C.
olor acre. (ACGIH 1993- | - Dens. Relativa.
1994). (agua = 1): 1.4.
- TLV (como | - Solub. en agua:
STEL): 4 ppm; | Miscible
10 mg/m?®. - Pres. vap. (kPa
(ACGIH 1993- | a20°C): 6.4.
1994).
Glucosa CgH1206 | 180.16 | Polvo blanco, | - TLV no | - Pto. fus: 146°C.
con sabor establecido. - Dens. Relativa.
dulce. - MAK no | (agua=1): 1.56.
establecido. - Solub. en agua:
Soluble.
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