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ABREVIATURAS

NH4-ZSM5. ZSM5 en forma amodnica

H-ZSM5. ZSM5 calcinada en su forma protdnica

Ag-ZSM5. ZSM5 intercambiada con iones de plata

PAA. Acido peroxiacético

H-ZSM5-PAA. ZSM5 en su forma con acido peroxiacético adsorbido

Ag-ZSM5-PAA. ZSM5 intercambiada con iones de plata y con acido peroxiacético adsorbido
AgNPs. Nanoparticulas de plata

AgNPS-ZSM5. ZSM5 con nanoparticulas de plata

AgNPS-ZSM5-PAA. ZSMS5 con nanoparticulas de plata y con acido peroxiacético adsorbido

APTES. (3-Aminopropilo) trietoxisilano
SBA15-APTES. SBA15 funcionalizada con (3-Aminopropilo) trietoxisilano
SBA15-APTES-PAA. SBA15 funcionalizada con (3-Aminopropilo) trietoxisilano y con acido

peroxiacético adsorbido

SBA15-APTES-Ag-A. SBA15 funcionalizada con (3-Aminopropilo) trietoxisilano con elevada
concentracion de nanoparticulas de plata

SBA15-APTES-Ag-B. SBA15 funcionalizada con (3-Aminopropilo) trietoxisilano con baja
concentracion de nanoparticulas de plata

SBA15-APTES-Ag-A-PAA. SBA15 funcionalizada con (3-Aminopropilo) trietoxisilano con
elevada concentracion de nanoparticulas de plata y con acido peroxiacético adsorbido

SBA15-APTES-Ag-B-PAA. SBA15 funcionalizada con (3-Aminopropilo) trietoxisilano con baja
concentracion de nanoparticulas de plata y con acido peroxiacético adsorbido




MagNPs. Nanoparticulas magnéticas

MCM41-MagNPs. MCM41 con nanoparticulas magnéticas

MCM41-MagNPs- AgNPs. MCM41 con nanoparticulas magnéticas y con nanoparticulas de
plata

MCM41-MagNPs-PAA. MCM41 con nanoparticulas magnéticas y con acido peroxiacético
adsorbido

MCM41-MagNPs- AgNPs-PAA. MCM41 con nanoparticulas magnéticas, con nanoparticulas
de plata y con acido peroxiacético adsorbido
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES. PROBLEMAS ASOCIADOS AL DESARROLLO DE ENFERMEDADES
BACTERIANAS. BIOCIDAS

1.1.1 Infecciones bacterianas y microorganismos. Tipos y distribucion mundial

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la salud es un estado de completo
bienestar fisico, mental y bienestar social, y no solamente la ausencia de afecciones o
enfermedades. Una enfermedad es una condicién anormal que afecta el cuerpo de un
organismo. A menudo, es interpretada como una condicién médica asociada con
sintomas y signos especificos [1]. Esto puede ser causado por factores externos, como
las enfermedades infecciosas, o puede ser causado por disfunciones internas. La OMS,
con la clasificacién internacional de enfermedades (de su acrénimo en inglés ICD,
International Classification Diseases), clasifica las enfermedades en los siguientes
grupos [2]:

= Enfermedades infecciosas y parasitarias.

= Neoplasias.

= Enfermedades de la sangre y drganos hematopoyéticos y ciertos trastornos que
afectan al mecanismo de la inmunidad.

= Enfermedades endocrinas, nutricionales y metabdlicas.

= Trastornos mentales y del comportamiento.

= Enfermedades del sistema nervioso.

= Enfermedades del ojo y sus anejos.

= Enfermedades del oido y procesos mastoideos.

= Enfermedades del sistema circulatorio.

= Enfermedades del sistema respiratorio.

= Enfermedades del sistema digestivo.

= Enfermedades de la piel y del tejido subcutaneo.

= Enfermedades del sistema osteomuscular y del tejido conjuntivo.

= Enfermedades del sistema genitourinario.

= Enfermedades del embarazo, parto y el puerperio.

= Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal.

= Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosémicas.

= Sintomas y signos clinicos y de laboratorio anormales no clasificados en otro grupo.

= Lesiones, envenenamientos y otras consecuencias de causas externas.

Las enfermedades infecciosas son aquellas que estan causadas por microorganismos
patdgenos, como bacterias, virus, parasitos u hongos y que pueden propagarse, directa
o indirectamente, de una persona a otra. Las enfermedades zoonédticas son
enfermedades infecciosas de los animales que pueden causar enfermedades cuando
se transmiten a los seres humanos [3]. Las enfermedades infecciosas también se
clasifican, pero su disposicion depende del especialista que lo realice. Los clinicos las



clasifican segun las manifestaciones y sintomas clinicos mas importantes, y el drgano
gue ha sido afectado tal y como se muestra en la Tabla 1.1:

Tabla 1.1. Clasificacion de las infecciones segun los especialistas clinicos [4]

Clasificacion Infeccidon
. . . Secretora
Infecciones diarreicas -
Invasiva
Tracto alto

Infecciones respiratorias

Tracto bajo

Meningitis (bactericida vs. aséptica)

Infecciones del Sistema Nervioso Central Encefalitis
Abscesos
Vasculitis
Infecciones del Sistema Cardiovascular Endocarditis
Miocarditis
Sepsis Diseminada

Mientras que los microbidlogos las

clasifican segln las caracteristicas

microorganismo que las producen, como aparece en la Tabla 1.2 [4].

Tabla 1.2. Clasificacion de las infecciones segtn los microbiélogos [4]

del

Clasificacion

Organismos

Gram-positivo

Bacterias .
Gram-negativo
DNA
Virus RNA
Con o sin envoltura
Hongos D|sem_|nadas
Localizadas
Protozoos
Parasitos Helm,mtos
Trematodos
Céstodos
Priones Proteinas

Los microorganismos son los seres mas primitivos y numerosos que existen en la
Tierra, colonizan todos los ambientes: suelo, agua y aire, participan de forma vital en
todos los ecosistemas y estan en interaccion continua con las plantas, los animales y el
hombre [5]. Generalmente, se han definido como aquellos organismos que no se
pueden ver a simple vista. Tal y como se muestra en la Figura 1.1.A y 1.1.B, los
microorganismos van desde los 50 nm de los virus mds pequenos, hasta las 100 micras

de las células eucariotas.




Capitulo 1. Introduccién

10m
[ Human height
1mE
E— Length of some L
| nerve and a
muscle cells % 'i\\
0.1mi =
— Chicken egg E - o
! g
Temp =
[ Frog egg /\ 3
1mm]| L] afe
. R
100 pum| § N
i Most plant and e E
animal cells \__’, %
10 pm} o~ -
- Mucleus % =
[+ Most bamris%x‘ :n
1 l-m; Mitochondrion @'\, - %
E—Smalla_st_bac;ﬁa N S
1m nm | (Genitalium) o~ E
F } Viruses @ . | g
:—F“l “fossils”
10 nm | i, O \T/ E
F P'ﬂ:rbuinsi L
. Lipids
1nmE
| } Small molecules o
-—Mums N

0.1 nm

Figura 1.1.A. Escala con representacion
de dtomos, moléculas, biomoléculas y
organismos. (Copyright® Pearson
Education, Inc. Publishing as Benjamin
Cummings) [6]

1 meran

Chiamyda

Pt yines
E Hespes vwius
m Influenza wus

H Procananius [pela)

Bacierom {Staphylocooes
Auraug)

Figura 1.1.B. Comparacion del tamafo
de diferentes bacterias y virus
(Microbiology and Immunology.
University of South Carolina School of
Medicine) [7]

Dentro del grupo de los microorganismos se pueden hacer varias divisiones, como por
ejemplo, la clasificacion taxondmica, similar a la de la Tabla 1.2:

= organismos procariotas (bacterias)

= organismos eucariotas (hongos y protistas)

= virus
= priones

Se tiende a asociar la palabra microorganismo y microbio con enfermedades, pero se
tiene que tener en cuenta que no todos causan dafios, por eso otra clasificacién

importante seria:
" microorganismos no patégenos
" microorganismos patégenos.
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Los microbios no patdgenos no producen ningun perjuicio en el individuo que habitan,
incluso en algunos casos se producen beneficios, dando lugar a una asociacién
denominada simbiosis. Muchos microorganismos tienen la capacidad de sintetizar una
gran variedad de compuestos bioactivos que pueden ser utilizados como defensas por
los hospedadores [8], o metabolizar sustancias que los metazoos o metafitas no
pueden. En plantas, por ejemplo, la interaccidon entre las raices de las leguminosas y
las bacterias gram-negativas del suelo del género Rhizobium, dan lugar a unos érganos
diferenciados llamados ndédulos, donde las bacterias habitan beneficidandose de los
nutrientes generados por las leguminosas, mientras que la planta, que no tiene
enzimas para fijar el nitrégeno atmosférico, utiliza este nitrégeno fijado por la bacteria
[9]. También en el caso de los vertebrados, sus tractos digestivos contienen una
amplia variedad de microorganismos. Por ejemplo, la bacteria Bacteroidetes
thetaiotamicron induce la vascularizacion del intestino grueso, mientras que ella se
beneficia de los restos alimenticios que por alli circulan [8]. De hecho, el nimero de
microorganismos en el tracto gastrointestinal humano es de aproximadamente 10"
individuos, realizando funciones tan importantes como la sintesis de vitamina K o
aportan resistencia a otros microorganismos patégenos [10]. Asimismo, en la piel
también encontramos microbios formando parte de la flora normal como
estafilococos coagulasa-negativos, varias especies bacterianas Gram-negativas, y
Candida albicans, etc. [11]. Sin embargo, los microorganismos mas estudiados son los
denominados patdgenos, ya que son los que afectan a la salud, y son capaces de
producir una colonizacién, infeccidén y producir una situacién de enfermedad.

Las enfermedades infecciosas son la mayor causa de muerte en el mundo de los nifios
y adultos jévenes [12]. Representan mas de 13 millones de muertes al afio, son
causantes de una de cada dos muertes en los paises en vias de desarrollo. Cada hora
mueren 1500 personas por enfermedad infecciosa mas de la mitad nifilos menores de
cinco afios y el resto adultos en edad laboral. La mayoria de las muertes por
enfermedades infecciosas se producen en los paises en vias de desarrollo [13], tal y
como se muestra en la Figura 1.2.

Paises desarrollados Paises en desarrollo

[ Lesiones M Enfermedades infecciosas M Enfermedades no infecciosas‘

Figura 1.2. Porcentaje de fallecimiento por tipo de enfermedades y tipo de paises.
(Fuente: OMS)



Comunmente se utilizan tres términos para clasificar los impactos de las enfermedades
infecciosas epidémicas:

Endémica. Esta presente en todo momento en un lugar determinado pero con una
baja frecuencia.

Epidemia. Es un brote repentino e intenso de una enfermedad en un lugar
determinado.

Pandemia. Es una epidemia que se extiende y afecta a toda una region, continente
o mundo. Los temores de una pandemia han aumentado en los Ultimos ainos debido
a la globalizacion de la economia, y al aumento del numero de viajes
internacionales y su alcance [4].

Para estudiar la prevalencia y afeccién de las enfermedades infecciosas normalmente
se utilizan tres términos estadisticos:

Morbilidad. Tasa de enfermos. Es la proporcion de enfermos durante un periodo
determinado de tiempo segin el nimero de habitantes del pais en el mismo
periodo de tiempo. Se expresa con la siguiente relacion:

Morbilidad = (numero de personas enfermas/poblacion) x 10.000

Mortalidad. Tasa de mortalidad. Es el nimero de fallecidos por una determinada
enfermedad segun el niUmero de habitantes.

Mortalidad = (numero de personas fallecidas/poblacién) x 100.000
Letalidad. Tasa de letalidad. Se utiliza para estimar la gravedad de la infeccién y la
eficacia del tratamiento. Es el porcentaje de fallecidos debida a una determinada

enfermedad infecciosa [14].

Letalidad = (numero de personas fallecidas/nimero de personas enfermas) x 100

Las once principales enfermedades infecciosas que mas muertes han producido segin
la OMS a nivel mundial, se muestran en la siguiente Tabla 1.3:

Tabla 1.3. Enfermedades infecciosas que producen mds fallecimientos (Fuente: OMS)

. - Porcentaje respecto a
Muertes aproximadas en el afio
Causa de muerte 2002 las muertes que
representa.

Infecciones respilratorlas 3.900.000 6.9%
tracto bajo

SIDA 2.800.000 4.9%

Enfermedades diarreicas 1.800.000 3.2%

Tuberculosis 1.600.000 2.7%

Malaria 1.300.000 2.2%

Sarampion 600.000 1.1%

Tos ferina 290.000 0.5%

Tétanos 210.000 0.4%

Continuacion pdgina siguiente
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. - Porcentaje respecto a
Muertes aproximadas en el afio
Causa de muerte 2002 las muertes que
representa.
Meningitis 170.000 0.3%
Sifilis 160.000 0.3%
Hepatitis B 100.000 0.2%

Sin embargo, en los paises desarrollados, concretamente en Europa las tasas de
infeccion han disminuido o se han mantenido estables a lo largo de los ultimos 15
afos, y debido a esto la mayoria de las muertes en los paises de la Unién Europea son
causadas por enfermedades no infecciosas como el cancer (21%) y enfermedades
cardiovasculares (43%) [15], tal y como se muestra en la Figura 1.3. Esto se debe
principalmente a la inversion en salud y al acceso a antibiéticos.

B Enfermedades del sistema
respiratorio

[ Lesiones y envenenamientos

[ Otras causas

B Enfermedades coronarias

O Infarto

[ Otras enfermedades

cardiovasculares
[ Diferentes tipos de cancer

Figura 1.3. Principales causas de muerte en Europa 2011. (Fuente: OMS)

Pero, por otro lado no se puede subestimar la presencia de enfermedades infecciosas.
Cada afo, las enfermedades infecciosas causan decenas de miles de muertos en los
paises de la Unidn Europea, asi como millones de dias de pérdida de trabajo. Por otro
lado los microorganismos tienen gran versatilidad para adaptarse y cambiar, por lo que
pueden emerger nuevas enfermedades, como ya se comprobd con el SIDA en la
década de los ochenta, la variante de la enfermedad Creutzfeldt-Jakob en los noventa
y el SARS en el 2003 [15].

1.1.2 Enfermedades nosocomiales. Cepas y patogenicidad (biofilm y resistencias)

El principal peligro infeccioso en Europa, se produce a partir de los microorganismos
gue se han vuelto resistentes a los antibidticos y que crecen rdpidamente en los
hospitales [15], dando lugar a las enfermedades nosocomiales, que segun la OMS son
aquellas infecciones contraidas por los pacientes ingresados en un recinto hospitalario




y que estos, no habian manifestado, ni estaban en periodo de incubacion antes del
ingreso [16]. Las infecciones nosocomiales contribuyen de manera significativa a la
morbilidad y mortalidad, y producen un aumento del gasto hospitalario [17, 18]. Desde
la década de los setenta se producen 80.000 muertes al afio y es la onceava causa de
muerte en los hospitales de Estados Unidos [19, 20].

Un gran numero de microorganismos patégenos pueden causar infecciones
nosocomiales. Estos patégenos varian en diferentes poblaciones de pacientes, diversos
centros de atencién de salud, distintas instalaciones y diferentes paises. Hoy en dia,
casi todas las infecciones nosocomiales son causadas por microorganismos comunes
en la poblacion general. La poblacién general es inmune o padece una enfermedad
menos grave que la causada a los pacientes hospitalizados (generalmente bacterias del
género Staphylococcus, Estafilococos coagulasa negativos, Enterococos vy
Enterobacteriaceae). [21]. En la mayoria de los estudios los microorganismos
nosocomiales mas representativos son Staphylococcus aureus, Escherichia coli vy
Pseudomonas aeruginosa [22, 23].

Dentro de la especies nosocomiales una de las mds destacadas es la bacteria
Staphylococcus aureus. Una bacteria, es un organismo unicelular procariota, es decir,
gue su material genético esta disperso en el citoplasma. Este organismo es Gram-
positivo, es decir, con pared celular gruesa, y tiene forma de coco. Es un patdogeno
oportunista ubicuo que comunmente coloniza la nasofaringe anterior de los seres
humanos [24], formando parte de la flora natural.
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Figura 1.4. Fotografia de S.aureus en microscopio electrdnico de barrido

Dentro de esta especie bacteriana se encuentran gran variedad de cepas. Una cepa, es
un subtipo de una especie bacteriana que difiere de otras bacterias de la misma
especie por alguna diferencia menor pero identificable. Las cepas descienden de un
solo organismo o cultivo puro aislado [25]. Las cepas mads relevantes de la forma
médica en S.aureus son aquellas que tienen que ver con la resistencia a antibidticos y
con la formacion de biofilm:
= Cuando se introdujeron las penicilinas en 1940, todas las cepas de S.aureus fueron
sensibles. En 1944 aparecieron los primeros informes de resistencia a estos



antibidticos, hasta hoy en dia, que casi todas las cepas de esta bacteria son
resistentes a las penicilinas naturales y aminopenicilinas [26, 27]. La resistencia a
estos farmacos se produce por la adquisicién de genes que codifican enzimas (B-
lactamasas) que inactivan estos farmacos. Al principio los resistentes aparecieron a
nivel hospitalario extendiéndose después al resto de la comunidad [26] . Se sintetizo
la meticilina y otras penicilinas para tratar infecciones causadas por S.aureus
resistentes a la penicilina, sin embargo, comenzaron a aparecer las primeras cepas
de S.aureus resistentes a la meticilinas (MRSA methicillin-resistant S.aureus), siendo
la primera en 1968 en Estados Unidos [28] y a propagarse llegando a ser uno de los
principales patdgenos nosocomiales [29]. Hoy en dia, en Estados Unidos, se
producen aproximadamente 94.000 infecciones cada afio por MRSA y se asocia con
aproximadamente 19.000 muertes [30].

= Hay otras cepas que ademas tienen la capacidad de formar biofilm, que
esencialmente es una capa de exopolisacarido que segrega la bacteria y que se
convierte en una barrera para el sistema inmunitario y para los antibiéticos [31]. El
crecimiento en biofilms representa la forma habitual de crecimiento de las bacterias
en la naturaleza (superficie de piedras en rios y pantanos) [32]. La formacion de
biofilm ya aparece en el registro fosil (aproximadamente 3,25 mil millones de anos),
siendo comun en muchos organismos Archeae y Bacteria, por lo tanto, es una
caracteristica antigua e integral en el ciclo de la vida de los procariotas. Este biofilm
protege a las células en su crecimiento y permite que estas sobrevivan en
ambientes hostiles, asi como dispersarse y colonizar nuevos nichos ecoldgicos[33].
Debido a esto muchas bacterias patogenas utilizan esta caracteristica de formacion
de biofilm, a menudo en protesis, colonizando y danando el tejido de alrededor [34,
35], los farmacos no pueden actuar ya que la difusidon de estos a través del biofilm
es muy baja. La combinacion de estos dos fendmenos, formacion de biofilm y
resistencia a la meticilina, dan lugar a graves problemas de salud, principalmente en
las intervenciones quirurgicas de ortopedia.

Segun la FDA (USA Food and Drug Administration), un implante es un dispositivo que
se coloca en una cavidad formada de manera natural o quirdrgicamente del cuerpo
humano y esta destinado a permanecer alli durante un tiempo indefinido, con el fin de
proteger la salud reemplazando una estructura bioldgica que falta, suplantando a una
estructura bioldgica dafiada, o mejorando una estructura bioldgica existente, mientras
gue una protesis es una extension artificial que reemplaza una parte del cuerpo que
falta por diversas razones [36]. Asi pues, la colonizacién y formacién de biofilm de los
implantes y protesis causan graves infecciones en huesos, articulaciones y tejido
circundante denominada osteomielitis, dificil de erradicar. En muchos casos, se
requiere la retirada del implante, con el consiguiente riesgo para la salud del individuo
y el aumento en el gasto econdmico [37]. De hecho, se estima que del 1% al 2% de los
implantes en rodilla y cadera se infectan [38]. En general, los tratamientos con
farmacos fracasan debido a que la erradicacién de la infeccién es incompleta y por lo
tanto, la infeccién se cronifica [37]. La formacién del biofilm, en las superficies de
implantes, es la principal causa de este fracaso porque las bacterias inmersas en el
biofilm tienen muy baja sensibilidad a los antibioticos administrados [39]. Por otro
lado, algunas de las bacterias bentdnicas se desprenden del biofilm y sirven como un
nuevo nido de infeccién. Asi, los biofilms se pueden formar de nuevo, de una manera



rapida en la superficie de los implantes y son dificiles de erradicar por completo [40].
La formacion de biofilm se realiza siguiendo los cinco pasos a que a continuacion se
describen, tal y como se muestra en la Figura 1.5:

Las bacterias se unen reversiblemente a un soporte sélido.

La unién de las bacterias al soporte se vuelve irreversible, y se agregan para formar
la matriz.

Fase de maduracidn: las células se van combinando en capas y comienza el quorum
sensing. El quorum sensing es la comunicacién entre las bacterias de una poblacion
produciendo moléculas, denominadas autoinductores, que funcionan como
moléculas de seializacién quimica. La concentracidn de estas sefiales aumentan en
funcion del numero de células en una colonia. Con la utilizacion de esta sefalizaciéon
guimica, las bacterias se adaptan a la situacidn y las condiciones de crecimiento, y al
igual que un organismo multicelular sincronizan su comportamiento. Y asi, las
bacterias empiezan a formar el biofilm produciendo la matriz polimérica
extracelular [41].

= Las agrupaciones llegan a un espesor maximo.

= Se produce la fuga de las bacterias para dispersar el biofilm [42].
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Figura 1.5. Cinco pasos en la formacion del biofilm [42]
1.1.3 Bactericidas y Bacteriostaticos. Antibioticos

Para la eliminacidon de las infecciones bacterianas se han utilizado dos estrategias
clasicas o la combinacién de ambas. Se han administrado agentes bacteriostaticos que
es aquel que no ocasiona la muerte a una bacteria, pero si impide su reproduccidn, es
decir, la bacteria no se divide ya que este agente puede interferir en la produccién de
proteinas, en la replicacion del DNA o en otros aspectos del metabolismo bacteriano.
Los agentes bactericidas, si que provocan la muerte de la bacteria [43]. Sin embargo,
estas categorias no son absolutas, ya que el efecto letal de una molécula varia segun el
método y la especie ensayada. Puede ser que algunos agentes sean bactericidas contra
un grupo de organismos y bacteriostatico contra otro. El antibiético vancomicina, por
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ejemplo, es bactericida contra S.aureus y los Neumococos, pero bacteriostatico frente
a los Enterococos [44].

Dentro de estos dos grupos de compuestos, estdn los antibidticos, muy utilizados en
medicina humana. Un antibidtico es una sustancia quimica producida por un ser vivo o
sintética que mata o impide el crecimiento de ciertas clases de microorganismos
sensibles, generalmente bacterias. Los antibidticos segin su mecanismo de accidn se
pueden clasificar como se muestra en la Figura 1.6.

Impedir la formacioén de Dano en la membrana
la pared celular: celular: Anfotericina 8
Penicilina, cefalosporinas,
vancomicina.

Inhibicidn de la sintesis de proteinas

Célula

Actuacion en Actuacion en

Actuacion sobre la bacteriana subunidad ribosomal subunidad
funcion del ADN: 30s ribosomal 50 s
Noboviocina, 4- Tetraciclina Cloramfenicol
Quinolonas Aminoglucdsidos Eritromicina
Linezolid
A 4

Metabolismo antagonico:
Sulfonamidas, dcido para-
amino-salicilico

Figura 1.6. Mecanismo de accion de los antibidticos [45]

Por otro lado, como se ha comentado anteriormente la formacién de biofilm es una
caracteristica bacteriana [33], por lo que se puede formar en superficies donde se
manipulen sustancias que se han de utilizar posteriormente para el consumo humano.
Las superficies de materiales de acero inoxidable, vidrio, caucho y polipropileno por
ejemplo, pueden ser colonizadas y contaminadas por bacterias patdgenas. Bajo ciertas
condiciones, se adhieren iniciando el crecimiento celular que conduce a la formacion
de biofilm [46]. El principal problema, es que muchas bacterias, algunas patdgenas, son
capaces de adherirse a las superficies de, por ejemplo, la cocina donde se manipulan
alimentos, como tablas de corte y encimeras, formando biofilm. De esta manera se
pone en peligro la seguridad alimentaria. Estas bacterias son dificiles de eliminar por
limpieza normal y tienen mayor tolerancia a los antibidticos [40, 43]. De hecho, la
manipulacién inadecuada de alimentos en las cocinas de los hogares, y las practicas
antihigiénicas son un factor importante en los casos esporadicos de enfermedades
transmitidas por alimentos. Se estima que hasta un 87% de los brotes de
enfermedades transmitidas por los alimentos que se han producido en el Reino Unido,
Europa, Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos y Canada se origind en los alimentos
preparados o consumidos en el hogar [47]. Para impedir su formacion o producir su
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eliminacion se utilizan otros tipos de agentes quimicos diferentes a los antibidticos. Los
antibidticos son selectivos a bacterias, ya que actlan sobre estructuras o moléculas
propias y exclusivas de estos organismos [45] tal y como se ha mostrado en la Figura
1.6, pero no actuan sobre células eucariotas a diferencia de otros agentes quimicos
que eliminan tanto eucariotas como procariotas, ya que su mecanismo de accion lo
realizan sobre estructuras comunes a todas las células. Dentro de este grupo
encontramos, por ejemplo, los detergentes que producen la disrupcién de la
membrana plasmatica [48] presente en todas las células.

1.1.4 Otros bactericidas y bacteriostaticos

Para la eliminacién de biofilms o bacterias planctdnicas en superficies, recipientes,
maquinaria, sistemas de distribucién de aguas, alimentos o disoluciones, no se usan
antibidticos, sino que se usan otros productos.

Para ello se han de distinguir dos conceptos. Por un lado la esterilizacién, que es la
destruccién de todas las formas de vida microbianas, mediante cualquier método fisico
(presion de vapor, calor seco) o quimico (oxido de etileno gas, plasma, productos
guimicos liquidos) [49]. Los procesos de esterilizaciéon se dan principalmente en el
mundo sanitario y en la industria alimentaria. Por otro lado, esta la desinfeccién, que
es el proceso por el que se eliminan muchos o todos los microorganismos patégenos (a
excepcion de las esporas) de los seres y objetos. La eficacia de la desinfeccidn, esta
determinada por un gran numero de factores como son, la limpieza anterior del
objeto, su carga organica, el nivel de contaminacién microbiana, el tiempo de
exposicion al desinfectante y la temperatura o pH del proceso de desinfeccién. De la
misma manera que en la esterilizacidn, se utilizan procesos fisicos (pasteurizacién) o
guimicos [49]. Los procesos de desinfeccion se producen mas a menudo que los de
esterilizacién, ya que a menudo, se desinfectan superficies y utensilios de banos y
cocinas de hogares, hosteleria, comercio...

Existen un gran numero de agentes quimicos esterilizantes y desinfectantes. Los mas
destacados serian:

= CLORO (Cl,)

Se considera un desinfectante de alto nivel [49], para la potabilizacién del agua de
boca y de piscinas publicas. Es de tres a seis veces mds potente contra E.coli que los
compuestos formados por otros halégenos [50].

El cloro actua rompiendo los enlaces quimicos de las biomoléculas presentes en las
bacterias y virus. De esta manera, el cloro se intercambia con el hidrégeno de las
enzimas y proteinas, y asi, la biomolécula pierde su funcién y estructura y por tanto el
microorganismo muere.

Su principal problema es que el cloro gas es casi imposible de almacenar y ademas de
ser téxico en su estado gaseoso, reacciona con la materia organica dando lugar a
subproductos halogenados de desinfeccion (DBPs, halogenated disinfection
byproducts) que son también toxicos para los humanos [51]. Los trihalometanos
(Trihalomethanes (THMs)) y los acidos haloacéticos (haloacetic acids (HAAs)) son los
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compuestos que mds DBPs producen y su uso ha sido limitado por la EPA (USA
Environmental Protection Agency) desde el 2006 [52]. Ademas, el efecto del cloro es
inmediato, no hay efecto residual utilizable a largo plazo.

En respuesta a estas normas, se han buscado e investigado otros desinfectantes
clorados alternativos como son las cloramina y el diéxido de cloro, ya que su uso da
lugar a una menor concentracion de DBPs [51].

= HIPOCLORITO SODICO (NaClo)

El cloro reacciona con el hidréxido de sodio para dar lugar al hipoclorito de sodio
(NaClO), comunmente conocido como lejia y que es muy buen desinfectante. Tiene un
amplio espectro de actividad antimicrobiana y es de accidn rapida y barata. Tiene el
mismo inconveniente que el cloro al tener baja estabilidad [49].

Cuando se disuelve en agua se forma Na® y CIO’, este Gltimo es un fuerte oxidante y
reacciona con los grupos SH y NH,, modificando enzimas y proteinas bacterianas,
ademas de producir peroxidaciéon lipidica [53]. Es utilizado como desinfectante en
plantas potabilizadoras, torres de refrigeracion y piscinas. También se ha empleado
para blanquear papel o fibras textiles. En los hospitales se utiliza poco debido a su
corrosividad [49]. De hecho, a pH bajos es extremadamente corrosivo, por eso las
limpiezas y desinfecciones, para evitar el dafo en las superficies, se realizan a pH
elevados, en intervalos de 10-11 [54]. Las lejias comerciales para uso doméstico tienen
una concentracién de hipoclorito sédico igual o inferior al 5% en peso.

= CLORAMINAS

Las cloraminas son derivados del amoniaco en los que se sustituyen uno, dos o los tres
atomos de hidrdégenos, por cloro [55].

Estos compuestos como el hipoclorito sddico son muy oxidantes debido a su elevado
potencial de éxido-reduccién [56].

Son desinfectantes secundarios que se usan para mantener un efecto residual del cloro
a lo largo de todo el sistema de distribucién (piscinas, torres de refrigeracion...) [57], ya
que retienen el cloro por mds tiempo y por tanto tienen un efecto bactericida mas
prolongado [49].

Las cloraminas sélo forman trazas de HAAs y THMs [51], por lo que seria un
desinfectante mas eficaz que el cloro. Sin embargo, se forman otros productos tdxicos
halogenados en dosis significativas, pero siempre en menor concentracion que con el
cloro [58].

= DIOXIDO DE CLORO (CIO,)

Este compuesto, como indica la férmula, es un 6xido de cloro, también usado en la
desinfeccion de instalaciones que tienen que ver con el agua.

Su modo de accién también es por su alto poder oxidante. De hecho, este poder es
mayor que el del cloro, ya que a diferencia de este, no reacciona con las moléculas de
agua, de esta manera se facilita el contacto con los microorganismos [59].
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Tiene la ventaja de que se necesitan dosis mas bajas y menor tiempo de reaccién para
producir el mismo efecto de desinfeccion que el cloro.

= OZONO (03)

El ozono es un potente oxidante y desinfectante que se descompone rapidamente en
el agua [51]. Este potencial hace que actue oxidando enzimas, proteinas y lipidos
produciendo una desestabilizacidn de la estructura bacteriana.

La principal desventaja, es que debido a su inestabilidad, este compuesto no produce
un efecto residual y persistente en los sistemas de distribucién donde se aplica [60].
Por lo tanto el tratamiento que se realiza en sistemas relacionados con el agua, ha de
estar combinado con cloro o cloraminas. Sin embargo, se ha observado que una
ozonizacidén previa al tratamiento con compuestos clorados produce una disminucion
de la THMs y HAAs en las aguas naturales [61-65].

= PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0,)

El peréxido de hidrogeno estd formado por una molécula de agua con un atomo de
oxigeno adicional gracias a un enlace peroxidico. Esta reaccién ocurre de forma natural
y en los seres vivos. En las plantas, estd implicado en muchas reacciones de
senalizacion celular, crecimiento y desarrollo y respuesta defensiva [66]. En los
humanos, los monocitos y otros macréfagos son capaces de producir esta molécula
[67], por lo tanto, su produccion esta relacionada con acciones defensivas. Desde
1923, se sabe que algunas bacterias son capaces de producir H,0, [68] como parte de
su metabolismo.

Sin embargo, al ser un perdxido, es un agente oxidante potente que destruye las
biomoléculas. Para resolver este problema, los humanos tenemos la enzima catalasa
gue descompone esta molécula e impide el dafio celular por medio de la siguiente
reaccion:

2H,0, -> 2H,0 + O,

Por otro lado, hay bacterias que también poseen esta enzima como E.coli [69] y se
denominan catalasa positiva, mientras que, por ejemplo, en el metabolismo de
muchas cepas de S.aureus no existe esta enzima, por lo tanto se denominan catalasa
negativa [70].

Este compuesto es utilizado en concentraciones de entre 6 % en peso y 25 % en peso
para desinfectar [71] ya que es cuando tiene mejor accidon antimicrobiana. Asi, el
perdxido de hidrégeno se ha convertido en uno de los compuestos quimicos mas
utilizado en los procesos de desinfeccidon en la industria alimentaria [72] y a nivel
hospitalario. También se aprovecha su accion como desinfectante tépico y bucal.
Ademas es barato y facil de producir.

Sin embargo ha de aplicarse a altas concentraciones y por si solo no puede eliminar
bacterias, sino que necesita de la accién de otro agente quimico (por ejemplo acido
peracetico) para producir una respuesta sinérgica [71].
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= ACIDO PERACETICO O PEROXIACETICO (PAA)

El acido peracético (PAA) es un liquido incoloro y un de los agentes mas oxidantes (por
lo tanto actuara oxidando las biomoléculas) tal y como se muestra en la Tabla 1.4:

Tabla 1.4. Capacidad de oxidacion de diferentes compuestos. (Fuente: OMRI, Organic
Materials Review Institute[73])

Compuesto Potencial de oxidacion. ElectronVoltio (eV)
O3 2,07
PAA 1,81
Clo, 1,57
NaClO 1,36

Es utilizado como desinfectante en el tratamiento de aguas residuales,
intercambiadores idnicos, torres de refrigeracidn, procesamiento de alimentos,
equipos médicos y en la esterilizacion en frio de productos farmacéuticos [74, 75]. Es
un agente antimicrobiano mas potente, incluso a bajas concentraciones, que el
peroxido de hidrégeno, siendo mas rapido y eficaz con un gran espectro de
microorganismos. Ademas, hasta en temperaturas bajas, es también esporicida [76].
Se vende en disolucién con acido acético y perdxido de hidrégeno para asi mantener el
equilibrio y estabilidad de los compuestos quimicos:

o} 0
- SR o)
> OH + HO—OH = )j\ _oH LT e
0
£ cid L. Peroxido de Acid .
Acido acetico hidrégeno Acido peracético Agua

Este compuesto tiene varias caracteristicas ventajosas. El tratamiento de PAA se hace
facilmente (sin necesidad de una alta inversidn de capital), tiene un amplio espectro de
actividad incluso con presencia de materia organica, no genera subproductos téxicos,
la dependencia de pH es baja y el tiempo de contacto con el microorganismo es
corto[74].

Sus principales desventajas, ademds de que es corrosivo y reactivo, es que en el
efluente se produce un aumento de la concentracién de acido acético que puede
favorecer el crecimiento de algun otro microorganismo. La fabricacidén es cara debido a
que la produccion mundial es limitada. Si aumentara la demanda, aumentaria la
produccién y disminuirian los precios, y asi, podria competir con el cloro [74]. En la
Tabla 1.5, se resumen las ventajas y desventajas:

Tabla 1.5. Ventajas y desventajas del PAA

Ventajas Desventajas
No se inactiva en presencia de materia Permite esterilizar iUnicamente material
organica sumergible

Imposibilidad de mantener la condicion

Opera a baja Temperatura , . .
P J P de estéril en el tiempo

Continuacion pdgina siguiente
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Ventajas Desventajas
Opera rapidamente: 30 minutos No se puede empaquetar el material
Opcidn valida para utilizacién
inmediata y procesado in situ: Corrosivo
Endoscopios, instrumental dental
No toxico para medio ambiente Caro
No deja residuos

La EPA ha publicado unas directrices de exposicion aguda (AEGL, Acute Exposure

Guidelines) para el acido peracético. Las AEGLs representan los limites de exposicién

para el publico en general en unos tiempos determinados. Se distinguen tres niveles,

AEGL-1, AEGL-2 y AEGL-3, que se distinguen segun la severidad de los efectos toxicos:

= AEGL-1. Concentracién en aire de una sustancia por encima de la cual se
experimenta alguna molestia pero de efectos suaves, transitorios y reversibles.

= AEGL-2. Concentracién en aire de una sustancia por encima de la cual pueden
experimentarse molestias graves e irreversibles, con efectos a largo plazo y
perjudiciales para la salud.

= AEGL-3. Concentracién en aire de una sustancia por encima de la cual pueden
producirse efectos muy graves para la salud, incluyendo la muerte.

Tabla 1.6. Limites AEGL para el PAA en 8 horas. (Fuente: EPA [77])

Clasificacion / Tiempo de exposicién 8 horas
AEGL-1 0,52 mg/m?> (0,17 ppm)
AEGL-2 1,6 mg/m?> (0,5ppm)
AEGL-3 4,1 mg/m’

Por otro lado, la letalidad crénica del PAA se ha demostrado en ratones, que
presentaban un limitado aumento en carcenogénesis cuando se les suministraban
altas concentraciones de PAA en el agua [78], pero su nivel de genotoxicidad es mucho
mas bajo que el de otros compuestos [79]. Los efectos no letales son limitados,
principalmente se resalta su capacidad irritante en membranas y mucosas en
concentraciones bajas [80].

Dentro la legislacién espafiola se encuentra el RD 1620/2007 por el “Se establece el
régimen juridico de la reutilizacion de las aguas depuradas”, y el RD 414/1996 por el
qgue “Se regula los productos sanitarios” en los que se especifica la normativa de
aguas residuales y productos de desinfeccion en el mundo sanitario y hospitalario.

= METALES

Existen varios metales que se han demostrado capacidad antimicrobiana.

Muchos de estos metales pesados son micronutrientes esenciales ya que forman parte
de las enzimas y cofactores (Fe, Zn, Mn, Co, Cu, Ni, V, Mo), pero a elevadas
concentraciones resultan téxicos [81], ya que pueden inhibir la actividad celular
cambiando la conformacidn enzimatica y haciendo perder la integridad de la
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membrana [82], o uniéndose al ADN y generando especies reactivas de oxigeno (ROS)
[81].

Por otro lado, también se han encontrado resistencias a estos metales [82, 83] que son
resultado de una adaptacién bacteriana para el mantenimiento de la homeostasis de
estos metales en las células y evitar asi su accion téxica [83]. En poblaciones de E.coli
expuesta a elevadas concentraciones de metales pesados se ha demostrado una
sobreproduccién de la enzima superéxido dismutasa (SOD) para eliminar los radicales
de oxigeno generados [84]. También se ha demostrado, que algunas especies
bacterianas, secuestran los cationes de carga positiva en la pared bacteriana [81]. En
P.aeruginosa, existe una proteina transmembrana, la ChrA, que saca del citoplasma al
periplasma los iones cromato [85]. Muchas de estas resistencias estdn causadas por
plasmidos interiorizados en las bacterias. En Achromobacter xylosoxidans, el plasmido
pA81, tiene genes que codifican una ATPasa tipo-P para una difusion facilitada de los
cationes hacia el exterior [86]. En algunas cepas de S.aureus, las que tenian el plasmido
pBORa53, se ha visto que poseian resistencia al cadmio, ya que este pldsmido poseia
los genes cadD—cadX, involucrados en proteinas de eliminacién de este metal [87] y
algunas Enterobacteraceas poseen el plasmido pMG101 responsable de la resistencia a
la plata [88].

Los metales también pueden llegar a ser téxicos para los humanos y los ecosistemas,
por ello, la EPA establece valores limites maximos en suelos. De la misma manera, la
FDA establece unos valores maximos para algunos metales en alimentacién.

Dentro de los metales mas toxicos para las bacterias se encuentran los siguientes que
se muestran en la Tabla 1.7:

Tabla 1.7. Toxicidad de iones de metales pesados en E.coli evaluados por MIC
(Concentracion minima inhibitoria)
NOTA: a) La disolucion ha de estar dcida para mantener el ion [83]

MIC (mM) lones de los metales pesados
0,01 Hg®"
0,02 Ag' AU
0,2 Cro,”, Pd**
0,5 pt*, cd*
1 Co”*, Ni**.cu®*. zn*
2 TI*. UO,” (La*', Y**, S¢*)?, (Ru*Y, APPY)?
c PbZ*. (Ir'*, 0s**, Sb>*, sn?', In**, Rh**, Ga*",
Cr 3+, V3+, Ti3+, Be2+)a
10 (cr’)?
20 Mn?*

A continuacion se detallan los mecanismos de accidén y caracteristicas de los metales
mas utilizados y mas toxicos:
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1. Aluminio

El aluminio, como otros metales, se considera mas téxico en su forma idnica soluble. A
pH neutro se liberan pocos AP, ya que para su liberacidén, se necesita un pH acido [89].
Por eso, la acidificacién de los suelos es un gran problema ambiental, ya que el
aluminio es uno de los metales mds abundantes en la corteza terrestre [90] y al liberar
APP* produce una accién téxica sobre los organismos del ecosistema.

Respecto al modo de accidon en bacterias, hay evidencias de que por ejemplo, en el
género Rhizobium el aluminio se une al ADN [91] lo cual implica un efecto mutagénico
al producirse una mala replicacién y trascripcion. Por otro lado inmoviliza los fosfatos
[92] necesarios en biomoléculas tan importantes como el ATP y los acidos nucleicos.

Se ha utilizado como fungicida y bactericida en el mundo agroalimentario para el
tratamiento de los frutos, como por ejemplo el Fosetil — aluminio [93] o Shandong
Shengpeng Pesticides Co., empresa China que se dedica a la fabricacién de fosfuro de
aluminio como pesticida [94].

2. Cobre

Se ha demostrado, que el cobre, en algunos tipos de bacterias, produce una fuerte
depresiéon en el metabolismo de la leucina y la inhibicion de la actividad
ectoenzimatica [95], ya que el idn cobre altera la estructura tridimensional de las
enzimas bacterianas y estas pierden su funcionalidad [96]. Ademas altera los residuos
de aminodacidos con grupos SH y carboxilo [97] y genera radicales libres que alteran las
biomoléculas [98].

Por ello, se ha utilizado ampliamente el cobre como bactericida. De esta manera, es la
base de la asociacion Antimicrobial Copper [99] que ha desarrollado aleaciones,
recubrimientos de superficies, composites... capaces de liberar iones cobre para
aplicarlas en hospitales, medios de transporte, escuelas... y otros lugares con mayor
probabilidad de contagio. También se han desarrollado prendas de vestir y telas con la
presencia de cobre con fin bactericida [100].

3. Mercurio

El mercurio es el metal pesado mds toxico [101] tiene una gran afinidad para unirse a
complejos organicos y genera sedimentos marinos (muchos formados por restos
plancténicos y bacterianos) altamente téxicos, ademds se bioacumula a través de la
cadena alimentaria [102], siendo las bacterias el primer eslabén. Actla de una manera
similar a otros metales pesados, ya que se une a los grupos sulfhidrilo de las proteinas
de membrana y de las enzimas [103].

El mercurio ha sido utilizado durante afios para el empaste de los dientes, pero debido
a su elevada toxicidad, se ha dejado de utilizar [104]. Por otro lado, uno de los
productos antibacterianos mas conocidos y comunmente empleado, pero ya en
desuso, que contienen mercurio, es la Mercromina® cuyo principio activo es la
merbromina o mercurocromo que es el que tiene propiedades bactericidas [105].
Desde la década de los ochenta ha sido sustituido por el yodo que es menos tdéxico
para los humanos, y tiene un mayor espectro microbiano de actuacion [48].
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4. Cadmio

El cadmio es otro metal pesado que actua uniéndose a los grupos tiol vy
desnaturalizando las proteinas. Ademas interacciona con el metabolismo del calcio,
provocando dafio en la membrana [83]. En algunas bacterias, el cadmio entra a través
del sistema de entrada y captacion del manganeso ya que son ambos son cationes
bivalentes y por tanto el cadmio puede competir por el transportador de manganeso
[106].

El cadmio aparece en algunos fungicidas y bactericidas utilizados en la agricultura,
principalmente, en los indicados para frutales para evitar plagas. Un ejemplo seria el
Coprodul®WG [107], que tiene en su composicion cobre y cadmio en baja
concentracion.

5. Cromo

El cromo produce su accién bactericida como cromato (oxoanién divalente) y en forma
de Cr**, siendo el cromato mucho mdas téxico [108]. El cromo se une a polipéptidos
pequefios de masa molecular baja, en una proporcion de 4 Cr/péptido [109]. Las
bacterias captan cromato por los sistemas de entrada del sulfato [83].

Las sales de cromo se utilizan como bactericidas y como tintes en la industria curtidora
de piel [110]. Ademds, como muchos metales, forman parte de fungicidas y
bactericidas utilizados en horticultura.

6. Plata

La plata es uno de los metales mas toxicos para las bacterias [83, 111]. Dado que
constituye el objeto de estudio en esta tesis, sus propiedades y mecanismos de accién
se explicaran en capitulos posteriores.

1.2 MATERIALES
1.2.1 Biomateriales

Williams definié biomaterial como "... una sustancia que ha sido disefiado para tener
una forma que, por ella sola o como parte de un sistema, se utiliza para dirigir,
controlando las interacciones con los componentes de los sistemas vivos, el uso de
cualquier terapéutico o procedimiento de diagndstico...” [112]. Y asi, los biomateriales
deben cumplir con las condiciones de partida de ser biocompatibles (biolégicamente
aceptables) y asegurar una determinada vida media. A su vez, tienen que aportar las
prestaciones especificas que requiera la aplicacion a que vayan destinados [113].

Existen varios tipos de biomateriales, metales, polimeros, ceramicos, composites y
[112]. Cada grupo tiene sus ventajas y desventajas.
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Tabla 1.8. Ventajas y desventajas de los biomateriales

Material Ventaja Desventaja Ejemplos
Metales Resistencia, Corrosion, Oro, plata, platino y
esterilizacion facil, | toxicidad de los | aleaciones de
propiedades iones metalicos | titanio.
bactericidas, liberados.
durabilidad [114]
Polimeros Biodegradable, Dificil de | Polimeros basado en
capacidad de | esterilizar, colageno, chitosan,
modificacion, facil de | rotura, elastina, seda [115]
sintetizar contaminacion
de la superficie,
lixiviacion
Composites Resistencia, rigidez, | Dificultad del | Matriz organica de
estabilidad disefio, alto | bisfenol glicidil
dimensional, baja | coste, baja | metacrilato o
densidad, resistencia a | resistencia al | uretano de
la corrosion. calor, mal | metacrilato y relleno
comportamiento | inorganico de
ante los rayos | cuarzo, silicatos, en
UV [116]. odontologia.
Nanocomposites
con nanoparticulas
como relleno
inorganico.
Cerdmicos Elevada Fragiles, baja | Ceramicas bifasicas
biocompatibilidad, resistencia de fosfato de calcio
osteoconductivo, por | mecanica. [117], materiales
procesos quimicos vy basados en silicio

celulares con muy baja

toxicidad,
guimicamente [117]

inertes

(i.e., zeolitas)

La principal desventaja de los biomateriales es la produccién de una respuesta
inflamatoria que refleja el primer paso en la reparacion de tejidos en caso de una
lesién. Por eso los disefios modernos van encaminados a evitar la cronificacion de la
inflamacidén y las reacciones de rechazo a un cuerpo extrano [118].

1.2.2 Nanociencia, Nanotecnologia y Nanobiociencia

Se considera en general que el concepto de “nanotecnologia” fue introducido por R.
Feynman en su conferencia “There’s plenty of room at the bottom” en 1959 [119].
Desde entonces ha habido una revolucién en el desarrollo de la fisica, quimica vy
biologia manipulando la materia a nivel molecular y atomico [120]. Asi pues, la
nanotecnologia se define como el estudio, disefo, creacidn, sintesis y manipulacién de
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materiales, equipos y sistemas funcionales para la fabricacién de dispositivos, de tal
forma que alguna de sus dimensiones caracteristicas sea inferior a 100 nm. De esta
manera se crean e investigan materiales con nuevas propiedades y funciones [121] que
resultan de la reduccién dimensional por debajo de un valor determinado (100 nm o
menos), umbral arbitrario, ya que pueden darse propiedades de nanoescala en

dimensiones mayores.

Célula

i i i , i Pelota de tenis
Agua Glucosa Anticuerpo Virus Bacteria cancerigena Semilla

»v8f O k@

10" 1 1n 100 10° 0° 100 100 10°
| |
| |

-

. | | I | I |
N t
anometros ﬂ
Nanodispositivos:

cfp Nanoporos, dendrimeros,
© nanotubos, Quantum dots,
Ii Nanoshells.

Figura 1.7. Escala nanométrica representando biomoléculas, organismos y objetos.
(Adapatado de la fuente: Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (National
Cancer Institute))

La Nanociencia se define como la ciencia que permite la medicidon, manipulacion vy
caracterizacion de materiales y sistemas a escala nanométrica. De esta manera se
puede llegar a comprender mejor la estructura y funcionamiento a nivel macroscépico
[120]. La nanociencia es un campo multidisciplinar en el que se encuentran la quimica,
fisica, biologia, ingenieria y la ciencia de materiales.

Dentro de la Nanobiociencia se investiga la posibilidad de ordenar, manipular vy
estudiar los componentes y procesos bioldgicos a nivel nanométrico [122]. La relacién
entre biologia y nanotecnologia esta creciendo, ya que se observa un rdpido aumento
en la nanofabricacién de dispositivos en dos o tres dimensiones con aplicaciones
bioldgicas o utilizando biomoléculas [122]. De hecho la nanobiociencia, ya se puede
dividir en diversos campos que se muestran en la Figura 1.8:

NANOBIOCIENCIA I

I Diagndstico I . Regeneracién celular
Terapia
Transfeccion I . .
I ansfteccio Hipertermia

I Liberacién de farmacos I

v

Liberacién de bactericidas

Figura 1.8. Campos de la Nanobiociencia
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El Consorcio de Bioingenieria de los Institutos Nacionales de la Salud Norteamericanos
fij6 como campos prioritarios en Nanociencia en 2002 [123]:

= Ingenieria de tejidos.

= Técnicas de imagen.

= |nvestigacion en marcadores celulares.

= Bioprocesadores implantables.

= Materiales biocompatibles.

= Agentes para liberacion de farmacos.

= Tecnologia de sensores.

Para poder llevar acabo estos proyectos y desarrollar investigaciones en
nanotecnologia, en 2004, se asignaron en Estados Unidos mds de 849 millones de
ddlares [124]. La Comision Europea, asignd 1300 millones de euros para investigacion
en nanotecnologia en el periodo 2003-2006 [125]. Estos datos nos dan informacién de
la importancia econdmica de la investigacién y desarrollo en nanotecnologia vy
nanobiomedicina.

Hay muchos ejemplos en los que se manifiesta el uso de la Nanociencia con
aplicaciones bioldgicas: con la nanotopografia se estd estudiando la transduccién
celular [126], la utilizacién de bionanosensores para la deteccion de virus [127] o la
sintesis de nanoparticulas como vectores de transfeccién génica [128].

Los materiales nanoestructurados que pueden clasificarse segun sus dimensiones
fuera del rango nanométrico como 0-D (por ejemplo fullerenos, nanoparticulas o
clusteres) en los que todas las dimensiones son nanométricas, 1-D (por ejemplo
nanofibras, nanohilos, nantubos) donde una dimensién puede ser mayor de 100 nm, 2-
D (por ejemplo materiales como el grafeno y peliculas delgadas) [129]. Estos
materiales se aplican en nanomedicina y representan una gran oportunidad de mejora
de las técnicas de diagndstico y terapia existentes. Algunos ejemplos, serian la
liberacién de farmacos [130, 131] con uso bactericida [75, 132] utilizando la estructura
interna de los poros que facilitan la biodisponibilidad y la liberaciédn controlada en el
tiempo.

La introduccion de materiales nanoestructurados en el campo de la medicina supone
una gran ventaja para la innovacidn en este campo y la mejora de terapias. En
concreto, el uso de materiales basados en silicio con nanoporos y mesoporos supone
una gran ventaja para, sobre todo, almacenar y facilitar la liberacidn de farmacos. Por
ello, en el siguiente apartado se explica las caracteristicas y ventajas de estos
materiales.

1.2.3 Silicio y sus caracteristicas para la nanobiociencia
El silicio es el segundo elemento quimico mas abundante en la corteza terrestre (27,7%
en peso) después del oxigeno (47,7%). El silicio se encuentra en la naturaleza

normalmente en forma de silice (didéxido de silicio SiO,), dando lugar a minerales como
el cuarzo. También se puede hallar como silicatos ([(SiO3)*],) y aluminosilicatos. Todas
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estas formas son practicamente insolubles. El acido silicico (Si(OH)s;) [133] es el
compuesto de silicio mas soluble.

Este elemento es muy abundante desde un punto de vista geoldgico, pero en los
organismos esta en una proporcidn escasa. Alguna de sus funciones en los seres vivos
serian las siguientes:

Es esencial para el crecimiento de las plantas como los cereales [133].

En humanos es un oligoelemento (0,02%) esencial y participa en la sintesis de
tejidos conectivos, huesos y cartilago. También es esencial en otros vertebrados, ya
que Carlisle en 1972 demostrd un crecimiento significativamente retrasado en
pollos que fueron alimentados con dietas con ausencia de silicio [134].

Las diatomeas, algas pardas eucariotas, aprovechan y concentran el acido silicico y
forman exoesqueletos de formas diversas. Cuando la diatomea muere, su
exoesqueleto silicico permanece en el fondo oceanico, formando rocas
sedimentarias (tierra de diatomeas). También pueden ser arrastrados hasta las
costas formando playas cuya arena es la silice procedente de estas diatomeas.

Figura 1.9. Exoesqueleto en diatomeas. (Fuente: Alfred Wegener Institute, Alemania)

Por otro lado, el silicio es un elemento quimico que es biocompatible y, por lo tanto,
puede ser un buen componente para ser usado en biomedicina [135]. Las principales
caracteristicas de este elemento son las siguientes:

Biocompatibilidad: Relativamente inerte cuando se une a tejidos. Es utilizado para
fabricacién y recubrimiento de implantes.

Biodegradabilidad: Cuando el silicio nanoestructurado se degrada la toxicidad es
baja para el organismo vivo.

Estabilidad cristalina: Forma estructuras resistentes.

Micromecanizabilidad: Se puede utilizar en procesos de microfabricacién de
microsensores.

Luminiscencia: Las particulas nanoestructuradas de silicio emiten fluorescencia.
Semiconductividad: Aplicable en microelectrénica.

1.2.4. Nanomateriales de silice porosa: Zeolitas y Mesoporosos

De acuerdo con la definicion de la IUPAC, los materiales porosos se dividen en tres
clases de acuerdo con el tamafio de sus poros [136]:
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= Microporosos. Tamano de poro inferior a 2 nm. Dentro de este grupo estarian las
zeolitas (Ejemplo: ZSM-5).

= Mesoporosos. Tamano de por entre 2 nm y 50 nm. Serian estructuras como la
MCM-41 vy la SBA-15.

= Macroporosos. Tamafio de poro superior a 50 nm.

Estos materiales tienen una relacidn superficie volumen muy elevada, con una alta

area superficial debido a su gran porosidad y bajo tamafio de poro. A menudo, la

estructura de estos poros es uniforme y ordenada. Las propiedades y la elevada area

superficial, se han utilizado para diferentes aplicaciones en campos muy diversos como

cromatografia, catdlisis, separacién, deteccidon, almacenamiento de sustancias,

bioingenieria, medicina, microelectrdnica...[137]. En general, se caracterizan por su

baja toxicidad, inercia y estabilidad [138]. Los principales usos que se han dado a estos

materiales son los siguientes:

= Separacion en el campo medioambiental. Las restricciones sobre las emisiones de
contaminantes son cada vez mas importantes, por ello las industrias han de separar
y retener las sustancias contaminantes como SO, [139], NO, [140] y VOCs [141].
Para ello han utilizado la adsorcion en la superficie de los materiales nanoporosos
[138].

= Almacenamiento. Debido a la existencia de poros son buenos materiales para
almacenar moléculas en el interior de estos, como por ejemplo, con fines
bactericidas [142] o para liberar farmacos [130].

= Catdlisis. Los materiales nanoporosos ofrecen gran superficie para distribuir el
catalizador y asi, aumentar el area de contacto con los reactivos. [138].

= Sensores. Las nanoparticulas y los materiales nanoporosos poseen una elevada
superficie especifica, y por tanto, puede usarse para obtener una alta sensibilidad a
pequefios cambios en el entorno de humedad, temperatura y concentracién de
alguna sustancia [138, 143, 144]. La capacidad de tamizado molecular de las zeolitas
las hace ideales para discriminar entre distintas moléculas de acuerdo con sus
dimensiones.

= Aplicaciones bioldgicas. Estos materiales son de gran utilidad en nanobiotecnologia,
ya que se puede utilizar su superficie y poros para el almacenamiento, transporte y
liberacion de farmacos [75, 130] o de plasmidos utilizados en transfeccién [145].

= MATERIALES MICROPOROSOS (ZEOLITAS)

Entre la familia de los materiales con microporos, los miembros mas conocidos son las
zeolitas, que tienen una distribucidén estrecha y uniforme de sus microporos, debido a
un sistema de poros definido cristalograficamente [146]. La introduccidén de las zeolitas
sintéticas en 1950, produjo un cambio de paradigma en el mundo de materiales
porosos y de la catalisis [137]. Hoy un dia existen mds de 200 estructuras diferentes de
zeolitas [147, 148].

Estos materiales son una clase Unica de aluminosilicatos cristalinos ya que poseen un
area superficial muy elevada, debido al bajo tamafio de los poros (entre 0,25y 1 nm)
[137], ofreciendo infinidad de posibilidades para adaptar estos materiales a un gran
numero de reacciones quimicas cataliticas y de almacenamiento de moléculas en estos
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Capitulo 1. Introduccién

poros. Asimismo, tienen cationes intercambiables que les permite la introduccién de
otros cationes con diferentes propiedades como las cataliticas.

En la Figura 1.10, se muestran diferentes estructuras de zeolitas clasificadas segun la
estructura y tamaio de su poro [149].
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Figura 1.10. Estructuras de cuatro zeolitas seleccionadas (de arriba a abajo: faujasita o
zeolitas X, Y; zeolita ZSM-12; zeolita ZSM-5 o silicalita-1;
zeolita Theta-1 o0 ZSM-22) y sus sistemas de microporos y dimensiones [149]

Faujasite
XandY

Estructura
MFI

Otro de los aspectos importantes es el tamafio y forma de cristal que forma la zeolita.
Las zeolitas sintetizadas convencionalmente tienen un tamafio de cristal de orden de
decenas o cientos de micras, como es el caso de la silicalita-1 (estructura tipo MFI) de
la Figura 1.11. Sin embargo, se esta trabajando en la reduccion del tamafo de particula
a escala nanométrica, cambiando las propiedades tradicionales de los materiales
utilizados principalmente en catalisis y separacion. De este modo, al reducir el tamafio
de cristal aumenta y adquiere mayor importancia la superficie externa [150].

2pm

Figura 1.11. Cristales de ZSM-5. Diferentes tamafos
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La estructura MFI caracteristica de los isomorfos silicalita-1 y ZSM-5, es una de las
zeolitas mas estudiadas por su facil preparacién y su estabilidad térmica y quimica. Tal
y como se observa en la Figura 1.10 presenta un sistema tridimensional con dos tipos
de canales, unos canales rectos (0.53 nm x 0,56 nm) y otros canales sinusoides (0,51
nm x 0,55 nm) [147].

Las zeolitas se sintetizan utilizando un agente estructurante que dirige la
polimerizacién del precursor siliceo de una manera ordenada para formar los poros y
que es finalmente eliminado generalmente mediante calcinacion o mediante
extracciéon [151]. La ZSM-5 (Figura 1.12) es una de las zeolitas mds utilizadas. Su
formula quimica es Nap, Al,, Sigs.n O197 - 16H,0 (0 <n <27) y fue patentada por Mobil Oil
Company en 1975. Tiene una baja proporcidn de aluminio, es decir, un elevada
relacion Si/Al [111].

Asimismo, dependiendo del catién de compensacion, la ZSM-5, al igual que muchas
otras zeolitas, puede presentarse en diversas formas: protdnica (H-ZSM5), amdnica
(NH4-ZSM5) sédica (Na-ZSMS5)... que poseen una gran versatilidad, ya que puede
intercambiarse con metales como cobre [152] o plata [111] y ser utilizada como agente
bactericida [111, 153] o como catalizador [154].

Figura 1.12. Cristales de ZSM-5. Forma del cristal y detalle de los poros

Sin embargo, las zeolitas presentan limitaciones debidas principalmente al tamafio de
poro. Las zeolitas no pueden participar en aquellas reacciones o sistemas en los que se
necesita moléculas de gran tamafo molecular, ya que aunque pueden adsorberse en
su superficie, no pueden almacenarse en el interior de los microporos [146]. Para ello,
se estd investigando en el desarrollo de zeolitas con estructuras porosas jerarquicas
proporcionando un sistema de mesoporos adicional a los microporos, [155, 156].

Por otra parte existen los denominados zeotipos o materiales semejantes a las zeolitas.
Tienen estructuras muy similares a las zeolitas pero con otros elementos distintos al
silicio, aluminio y oxigeno. Por ejemplo, se han realizado sustituciones isoelectrénicas
de dos dtomos de silicio, por uno de aluminio y otro de fdsforo, la cual ha llevado al
descubrimiento de una amplia gama de fosfatos de aluminio [157, 158]. Se han
sintetizado de igual manera tetraedros con la fila siguiente de la tabla periddica al
silicio y aluminio, es decir, con galio y germanio [159, 160]. Los zeotipos mas
caracteristicos son los AIPOs (fosfatos de aluminio) o SAPOs (silicoaluminofosfatos de
aluminio). Asi, en los microporosos de AIPO,4 (AIPOs), la estructura de su red consiste
en una secuencia estrictamente alternante Al-O-P (A" y P>* unidos por 4 4tomos de O,
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con dos cargas negativas pertenecientes a dos tetraedros), dando lugar a una red
neutra, como en el caso de las zeolitas. Dependiendo de la combinacién de cationes
metalicos en la red, son, en principio, posibles estructuras con cargas positivas o
negativas. Por otra parte, sobre las redes de los materiales zeoliticos se pueden
depositar metales o complejos metdlicos [161]. Del mismo modo que las zeolitas, los
zeotipos son utiles en un gran namero de aplicaciones, como catalizadores y soporte
de estos, para realizacion de intercambio idnico y para la adsorcién [162].

= MATERIALES MESOPOROSOS

Debido a los inconvenientes anteriormente citados de las zeolitas para el procesado de
moléculas grandes, se investigd sobre el aumento de tamafio de poro hasta que en
1992 la compafiia Mobil Oil Corporation descubrié un material siliceo con nuevas
caracteristicas [146]. Este fue el MCM-41 que mostré una matriz ordenada y poros
hexagonales unidimensionales con mayor tamafio de poro que las zeolitas pero
también con una distribucion estrecha [163]. A partir de este descubrimiento, fueron
apareciendo otros sdlidos mesoporosos y se adquirid experiencia sobre diferentes
aspectos de su sintesis, modificacion superficial, aplicacion en otros materiales y
catalisis [146, 164].

Las propiedades fundamentales que definen cualquier material mesoporoso son la
estructura de poro y su tamafio, tal y como se muestra en la Tabla 1.9.

Tabla 1.9. Caracteristicas estructurales de algunos materiales mesoporosos [164]

Solido mesoporoso Diametro de poro (nm) Estructura
MCM-41 2-5 Canales hexagonales 1-D
MCM-48 2-5 Cubica 3-D

SBA-15 5-10 Canales hexagonales 1-D

Ordenamiento de los poros

SBA-16 Minimo 1-6; Maximo 4-9
centrado en el cuerpo.
SBA-1 2-4 Cubica 3-D
SBA-3 2-4 Hexagonal 2-D
MSU 2-5 Hexagonal 2-D
HMS 2-5 Hexagonal

Para la sintesis de los nanomateriales mesoporosos, se necesita la participacion de un
surfactante en disolucion acuosa, que actla como agente director de la estructura que
dirige la polimerizaciéon de las especies siliceas que provienen del precursor,
normalmente acido ortosilicico, tal y como se muestra en la Figura 1.13 [165, 166].
Dependiendo de las condiciones de sintesis, la fuente de silice o el tipo de surfactante,
aparecen diferentes tipos de materiales mesoporosos, como se muestra en la Tabla 1.9
[146].
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Capitulo 1. Introduccién

Oligomeros de silice

Micela de Agregados
surfactante cilindricos

Mesofase MCM-41

Calcinacion

Figura 1.13. Sintesis y formacion de MCM-41 [166]

Atendiendo a la forma de los poros, en primer lugar, se encuentran las estructuras que
contienen poros unidireccionales, como MCM-41 o SBA-15 (Tabla 1.9). Ambas poseen
un empaquetamiento hexagonal de poros longitudinales, cuya seccion transversal se
asemeja mas a un hexagono. No obstante, difieren en que SBA-15 puede contener
ademas un sistema secundario de microporos (poros cuyo didmetro es menor que 2
nm) que conectan entre si los canales grandes, y cuya presencia depende en gran
medida de la temperatura de sintesis del material [166].

Mesopaoros

Microporos

Figura 1.14. Esquema ilustrativo del sistema poroso en SBA-15 [166]

Y en segundo lugar, destacan las estructuras que poseen sistemas de poros
tridireccionales, formados por la interseccién de poros longitudinales a lo largo de las
tres direcciones del espacio, como seria la MCM-48 (Tabla 1.9).

1.3 LA PLATA COMO BACTERICIDA
1.3.1 Evolucidn historica de la utilizacidn de la plata

Los efectos bactericidas de la plata se conocen desde la antigliedad. Ya en la Antigua
Grecia y Roma se usaban monedas de plata para preservar el agua libre de microbios
en recipientes [167, 168], y asi, aparece escrito por el filésofo griego Herodoto.
También, se menciona el uso de la plata en el Antiguo Egipto, y es conocido el uso que
se hacia de palillos de plata para comer en el Imperio Chino [169].
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Durante la Edad Media, también se aprovecharon las propiedades bactericidas de este
material, ya que se continud utilizando para la desinfeccion de los suministros de agua
y para proteger los alimentos que se almacenaban durante mucho tiempo. La clase
social adinerada, comia con cubiertos de plata para evitar a los gérmenes, y fue a raiz
de entonces, y antes de que llegaran los antimicrobianos modernos, cuando empezd a
fabricarse los utensilios para comer y beber de plata para evitar contaminaciones
bacterianas [169].

En el Siglo XVIII, el nitrato de plata ya se emplea para el tratamiento de las infecciones
microbianas diferentes, tales como las enfermedades venéreas, fistulas de las
glandulas salivales, huesos y abscesos perianales [170, 171]. Ademas, a partir de 1800,
se empezo a aplicar el nitrato de plata liquido o en apdsitos para evitar infecciones,
como la fiebre tifoidea e infecciones posparto, y facilitar la epitelizacidn de las heridas,
y fue reconocido como una buena herramienta para el tratamiento de quemaduras
[170, 172].

Durante el Siglo XIX, los marineros descubrieron que la colocacion de monedas de
plata en los barriles de agua, vino y productos perecederos que llevaban en sus barcos
ayudaban a mantener estos productos libres de contaminacién. Esto, lo aprendieron
de los primeros colonos de Estados Unidos que afiadian ddlares de plata a los
recipientes de leche fresca para su conservacion [168, 169].

En la Primera Guerra Mundial, se utilizaron hojas de plata para tratar las infecciones de
las heridas que habian sufrido las tropas durante el combate. De hecho, el uso de la
plata se extendid tanto y su eficacia fue tan evidente, que en 1920 la FDA en Estados
Unidos aprobd las disoluciones de plata como agente antibacteriano seguro, incluso en
alimentos. Asi de esta manera, la plata coloidal (particulas de plata en agua) fue usada
de manera generalizada en hospitales [169].

Sin embargo, durante la Segunda Guerra Mundial aparecié la penicilina para eliminar
las infecciones de las heridas de los soldados y debido a esto, los tratamientos basados
en plata, poco a poco, fueron sustituidos por los antibidticos [173, 174]. Sin embargo,
debido a la aparicion de bacterias resistentes a los antibidticos y aun mayor control del
uso de estos [175], la plata, de nuevo, ha vuelto a cobrar importancia como agente
antimicrobiano de amplio espectro.

1.3.2 Mecanismo de accidn de la plata

Se han estudiado los diferentes mecanismos de accién de la plata sobre las
biomoléculas y el metabolismo bacteriano, y se ha observado que la accién depende
del estado quimico en que se encuentre la plata. Sin embargo, muchos de los
mecanismos moleculares de la plata, estan aun por investigar [176] y no esta, ni
muchos menos, exento de controversia su modo reaccién. A continuacién se resume
algunos de los resultados publicados con plata con distintos materiales que contienen
plata:

= PLATA METALICA (Ag®)
= La plata metalica interacciona con los grupos tiol de las enzimas que participan en la

cadena respiratoria de las bacterias. Adema3s, se une a la pared y membrana celular
[170]. Las bacterias realizan la respiracion celular gracias a unas proteinas y enzimas
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transmembranas, por lo que estos efectos hacen que el proceso de respiracion
guede inhibido.

= Se ha investigado en algunas bacteria como E.coli, que este metal inhibe el sistema
de absorcidn vy liberacion de fosfatos, manitol, succinato, prolina, glutamina, todas

ellas moléculas esenciales en muchas bacterias [177-181].

= Dentro de la plata metdlica, adquiere una gran relevancia el estudio de las AgNPs.

A Las nanoparticulas tienen una relacién area superficial por unidad de volumen
mas elevada que otras formas de plata (por ejemplo microparticulas de plata),
lo que proporciona un mejor contacto con los microorganismos y aumenta su
capacidad de liberar iones plata al medio circundante.

A Estas AgNPs se unen a la membrana y pared celular de los microorganismos o
penetran en el interior de estas, cuya toxicidad se explica en el siguiente
apartado.

A Estos compuestos interaccionan con el azufre de las proteinas y el fésforo del
ADN. Ademds son capaces de liberar iones plata, y asi aumentan su efecto
bactericida.

A Cuando las AgNPs entran en la bacteria, la bacteria agrupa la plata en unos
compuestos de bajo peso molecular para evitar que se liberen iones plata y
ataquen al ADN [182-184].

= PLATA IONICA (Ag") Y NITRATO DE PLATA (AgNOs)

= Cuando los iones plata entran en el citoplasma de las bacterias, se unen a los
fosfatos que forman parte de la estructura del ADN y este se condensa [182]. El
ADN se encuentra en forma condensada cuando no estd realizando ninguna
funcién, y esta en conformacidén laxa cuando se replica y cuando se transcribe a ARN
mensajero, que dara lugar a proteinas. Por lo tanto, la unién de la plata, provoca la
inhibicion de la multiplicacion bacteriana, la inhibiciéon de la sintesis de proteinas y
finalmente la muerte celular.

= Como otros iones de metales pesados, la plata idnica se une a los grupos tiol de las
proteinas y enzimas, produciendo asi su inactivacion [185].

= ZEOLITAS CON PLATA

= E| efecto bactericida es debido a los iones plata que estdn en la zeolita como
cationes de compensacidn y se intercambian con otros cationes existentes en el
medio y no a la plata metalica [111, 186]. Asi que, sus mecanismos de accién son
muy similares a los explicados con la plata idnica.

= Ademas, se ha demostrado, que la plata en esta forma quimica genera ROS que
inhiben la respiracién celular [176].

En resumen, la plata actua a tres niveles esenciales en el metabolismo bacteriano, tal y

como se indica en la Figura 1.15, y la plata en todos sus estados quimicos contribuyen
a la toxicidad bacteriana:
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@ La plata se combina con las
proteinas y enzimas bacterianas.

@ La plata interacciona con la
replicacion del DNA.

@ La plata genera especies reactivas
de oxigeno

ROS

Figura 1.15. Mecanismos de actuacion de la plata en el metabolismo bacteriano [187]
= TOXICIDAD EN BACTERIAS DE LOS COMPUESTOS CON PLATA

Se ha demostrado que el efecto bactericida de la plata depende de su

biodisponibilidad [153]:

= Se ha observado que el AgNOs es el compuesto que mayor poder bactericida tiene
[153], y, este compuesto actua a todos los niveles celulares, destacando la
inhibicion funcional del ADN [182]. Esto se debe a que el AgNOs; en disolucién
acuosa se disocia completamente en Ag' y NO; y asi el ién Ag® tiene una gran
biodisponibilidad para actuar sobre las bacterias ya que, tanto la plata como otros
iones de metales pesados, utilizan los canales y transportadores de membrana de
otros iones necesarios para la supervivencia celular, como el Ca2+, Fe’'o Na‘[83].

= Las zeolitas y otras matrices inorganicas tiene la plata intercambiada en forma de
ién, por lo tanto, se convierten en un buen reservorio para Ag’, del cual se puede
disponer cuando se intercambia este idn por otro monovalente. Esto hace, que sean
buenos materiales para aplicaciones bactericidas, ya que ademas de tener iones
plata, su disponibilidad no es tan inmediata como en el AgNO; puesto que liberacion
exige un proceso de intercambio y esto hace que su accidn sea mantenida en el
tiempo. Esta disponibilidad y difusion esta controlada por diferentes procesos [186,
188, 189]:

A Concentracién de la plata en el material.
A Concentracién en el medio de cultivo de otros iones que pueden
intercambiarse con Ag".

31



A
A

Dimensidn de las particulas utilizadas.

Temperatura del medio.

Crecimiento bacteriano. El aumento de la poblacidn bacteriana hace
que aumente la viscosidad del medio y por tanto disminuye la
difusibilidad de la plata desde las matrices.

La formacion de biofilm bacteriano influye en la liberacidon e
intercambio de Ag".

Quelaciéon de Ag® por compuestos presente en el caldo de cultivo.
Secuestro por el peptidoglucano de la pared celular de las bacterias.

= Las propiedades bactericidas de las AgNPs dependen de la forma y tamafio de estas

[183, 190].

A

Se ha reportado que las que tienen forma triangular son las que mayor
poder antimicrobiano tienen, seguidas de las que tiene forma esférica, y
por ultimo las alargadas [191].

Ha sido observado que las AgNPs mas pequefias son las que tienen
mayor poder bactericida, concretamente, las que tienen un tamafio
inferior a 10 nm [183, 192], y cuando estas se agregan, pierden parte de
su actividad [193].

Ambas ideas pueden explicarse por la mayor relacion superficie/volumen de
unas presentaciones sobre otras.

También se ha comprobado que para que se dé el efecto bactericida de las
AgNPs se necesita ademas de la plata metalica que las forma, la presencia de
Ag" que se produce de la siguiente manera [183]:

A

Estos Ag" se generan mediante la oxidacién y disolucién de la plata
metalica que ocurre en el medio de cultivo [194, 195]. De esta manera,
se obtienen AgNPs de plata metalica con Ag® quimiabsorbida en su
superficie.

= En otro materiales, como en el 6xido de plata la solubilidad es baja, pero esta
caracteristica se aprovecha para liberar lentamente Ag’, como Ag(OH), [196].

1.3.3 Resistencia bacteriana a la plata

Desde 1975 se conoce la resistencia de las bacterias a la plata tanto a nivel hospitalario
como en el medio natural [197]. Se demostré que las bases genéticas de esta
resistencia estaban codificadas en un plasmido, lo cual fue comprobado también por
otros investigadores [198, 199]. Mas adelante se descubrié que este plasmido era el
pMG101 determinando las bases fisioldgicas, bioquimicas y genéticas de la resistencia
a la plata [88, 200]. En este plasmido existen unos genes que codifican dos bombas
para la salida de la plata del citoplasma bacteriano, una es ATPasa y la otra
quimiosmotica. Por otro lado, codifica dos proteinas peripldsmicas que se unen a la
platay la secuestran [200]. Estas biomoléculas se muestran en la Figura 1.16.
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Figura 1.16. Mecanismos de actuacion de la resistencia bacteriana. 1) ATPasa que
expulsa la plata al exterior. 2) Proteina que actua por quimiosmosis. 3)
Proteinas secuestradoras de plata [197].

La presencia de este plasmido hace que la concentracién de plata necesaria para
eliminar, por ejemplo E.coli, se multiplique por seis, incluso algunas veces mas [201].
Los estudios de resistencia se han llevado a cabo, principalmente, a nivel hospitalario,
ya que es donde mas posibilidad hay de que las bacterias resistentes causen
enfermedades nosocomiales, y por tanto afecten a la poblacién [202-204]. Por esto, y
por el uso de compuestos basados en plata para el tratamiento de heridas y
guemaduras, se ha investigado la prevalencia de estas resistencias, la transferencia del
plasmido y por tanto, la posible transfeccion cruzada entre diferentes especies
bacterianas, ya que las heridas y, sobre todos, los biofilms son el entorno ideal para
compartir estas resistencias [202]. Sin embargo, se ha observado que la resistencia a
plata queda limitada al género Enterobacteriaceae. El plasmido causante de la
resistencia a plata queda limitado a este grupo, siendo dificil su transferencia [202,
203, 205]. De hecho, se han analizado Staphylococcus y otras Gram-positiva aisladas en
heridas y expuestas a compuesto de plata y no se ha encontrado ningun tipo de
resistencia a la plata [203]. Sin embargo, la plata no es un compuesto tan usado como
los antibidticos, cuya concentracion residual y concentraciones no bactericidas han
proporcionado la aparicidon de resistencias. Por ello, estd por estudiar, si las posibles
subconcentraciones de plata podrian provocar estar resistencia [206]. No obstante se
considera que la probabilidad de transferencia de genes de resistencia de la plata es
baja, inestable y dificil de mantener [197, 207-209].

Ultimamente, se estd investigado sobre la relacién de los genes responsables del
metabolismo anaerdbico y aerdbico y la resistencia a la plata. Se ha observado, que
aquellos implicados en la anaerobiosis estan involucrados en la resistencia a las AgNPs
en E.coli [210], pero es una cuestién cuya elucidacidn requiere estudios adicionales.
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1.3.4 Legislacion y enfermedades asociadas con la exposicion a plata
= ARGIRIA

Segun la FDA la argiria es la coloracidn grisacea o azulada permanente e irreversible de

la piel, la conjuntiva, ufias y otros tejidos. Esta enfermedad no es peligrosa para la

salud fisica, sin embargo, debido al aspecto puede acarrear consecuencias sociales y

psicolégicas negativas.

Esta enfermedad es debida a la utilizacion continua y en exceso de la plata en

farmacos y suplementos dietéticos, incluyendo la plata coloidal. Se puede desarrollar:

= rdpidamente con el uso de productos que contienen grandes cantidades de plata.

= gradualmente en el tiempo con el uso de productos que contienen pequeiias
cantidades de plata.

Puede interferir con la absorcion de algunos farmacos, como las quinolonas,

antibidticos de tetraciclina, la tiroxina y penacilamina [36].

= VALORES

La EPA ha establecido una dosis de referencia crénica oral (RfD) [211], es decir, la dosis

maxima diaria de ingesta de plata:

= 5 ug de plata por kilogramo de peso corporal por dia (5 mg/kg/dia). Por ejemplo
para una persona de 70 kg seria de alrededor de 350 mg de plata por dia.

= Laingestidon de plata en cantidades superiores a la dosis de referencia, puede poner
a un consumidor en riesgo de desarrollar argiria.

Por otro lado, se han hecho diferentes estudios de exposicion a plata, y se han

establecido diferentes valores segun la forma de plata, organizacién y evolucion en el

tiempo, tal y como se muestra en la Tabla 1.10:

Tabla 1.10. Limites mdximos de exposicion a plata en aire. Abreviaturas: OSHA
(Occupational Safety and Health Administration), NIOSHA (National Institute for
Occupational Safety
and Health), MSHA (Mine Safety and Health Administration), ACGIH (American
Conference of Governmental Industrial Hygienists), PEL (Permissible Exposure Limit),
REL (Recommended Exposure Limit), TLV (Threshold Limit Value), TWA (8 h time-
weighted average) [212, 213]

. NOMBRE DEL CONCENTRACION FORMA DE LA

ORGANISMO/ANO VALOR (mg/m°) PLATA

OSHA 1989, NIOSHA Soluble y
2003, MSHA PEL 0,01 metdlica

NIOSHA 1992 REL 0,01 Soluble y cenizas

metalicas

ACGIH 1966 TLV 0,01 Soluble'y
metalica

ACGIH 1991 LV 0,1 Metalica
0,01 Soluble

Continuacion pdgina siguiente
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- NOMBRE DEL CONCENTRACION FORMA DE LA
ORGANISMO/ANO
/ VALOR (mg/m°) PLATA
Comision Europea 1994 TWA 8 horas 0,1 Cenizas metalicas
NIOSHA 2003: Australia, 0,1 Metalica
Bélgica, Flglam?lla, Francia, 0,01 Soluble
uecia
NIOSHA 2003: Austria i
b Metalica
Dinamarca, Alemania, Japén, PEL 0,01 icay
. ) ) soluble
Paises Bajos, Noruega, Suiza
Directivas 1996/94/CE y
1991/322/CEE. Espafia PEL 0,01 Soluble

Como se puede observar en la Tabla 1.10, en algunos casos, se establecieron

diferentes valores segun la forma quimica en que esta la plata. Esto se debe, ha que

existen datos que demuestran que las sales de plata (solubles) tienen una mayor

propension para causar argiria que las cenizas de plata metdlica [212].

Por otro lado la OMS, también controla la presencia de plata en alimentos y en agua

[214]:

= NOAEL (Non Observed Adverse Effects Level. Dosis mas elevada de una sustancia en
la que no se han encontrado efectos adversos en los humanos) por ingesta oral es
10 g de plata en toda la vida.

= Cuando la plata se utiliza como sal para mantener la calidad del agua potable, el
nivel maximo es de 0,1 mg/l (que nos da la NOAEL de 10 g en 70 afios).

En Espafia, el R.D. 1054/2002 que regula “El proceso de evaluacién para el registro,
autorizacion y comercializacion de biocidas”, permite el uso de perdxido de hidrégeno
y sales de plata para la desinfeccion de superficies sin favorecer los procesos de
corrosion en las instalaciones.

Asi, también en el R.D 1111/1999, por el que “Se modifica la Reglamentacion Técnico-
Sanitaria de aditivos alimentarios aprobada por R.D 3177/1983 y modificada por
R.D 1339/1988” y en el R.D 2001/1995, por el que “Se aprueba la lista positiva de
aditivos colorantes autorizados para su uso en la elaboracion de productos
alimenticios, asi como sus condiciones de utilizacion”, se incluye la plata como
colorante alimenticio permitido.

La plata puede formar parte de otros materiales, debido a esto, la EFSA (European
Food Safety Authority) en 2011, estudié la inocuidad de la Zeolita A intercambiada con
2-5 % en peso de plata. Esta zeolita, iba a destinada al control de microorganismos en
articulos para almacenar alimentos expuestos a temperatura ambiente durante un
largo tiempo y fueron fabricados con poliolefinas, politereftalato de etileno (PET) y
policarbonato (PC) con un maximo de 3% en peso de la zeolita (Empresa: AglON
Technologies Ing. EE.UU) [215]:

= Se concluyd que no hay toxicidad sino se liberan mas de 0,05 mg Ag/kg de alimento.
= Se tuvo en cuenta que la liberacién de aluminio de la zeolita no fuera mayor de 1

mg/kg de masa corporal/semana.
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Por otro lado, para la aplicaciéon de las AgNPs, ademas de remitirse a la normativa
sobre plata, es necesario basarse en la normativa de nanoparticulas y nanotecnologia,
gue es un sector nuevo y emergente, incluso en cuanto a legislacidon. Durante 2010 la
Comisidon Europea mediante el Centro Comun de Investigacién (JRC, Joint Research
Center), empezd la regulacion de las nanoparticulas, mediante el primer paso de
definir estas en un tamafio entre 1y 100 nm.

En 2008 aparecié la Recomendacion 2008/345/CE de la Comision Europea, “sobre un
codigo de conducta para una investigacion responsable en el campo de Ila
nanociencia y las nanotecnologia”. En esta se definio el término nano-objeto, para
designar los productos resultantes de la investigacion sobre nanociencia y
nanotecnologia. Se incluye las nanoparticulas y su agregacion a escalas nanométricas,
los nanosistemas, los nanomateriales, los materiales nanoestructurados y los
nanoproductos.

Para seguir legislando y normalizando el campo de la nanotecnologia, en el aifio 2010,
aparece la primera norma, denominada “Nanotecnologias. Terminologia y
definiciones para nano-objeto” [216]. Se trata del primer documento normativo
publicado por ISO sobre terminologia y definiciones en el campo de las
nanotecnologias, del total de 8 que componen la serie ISO 80004, actualmente en
proceso de elaboracién:

= Parte 1: Términos centrales

= Parte 2: Nano-objetos: Nanoparticulas, nanofibra y nanoplaca

= Parte 3: Nano-objetos de carbono

= Parte 4: Materiales nanoestructurados

= Parte 5: Interfase bio/nano

= Parte 6: Medidas e instrumentacién en nanoescala

= Parte 7: Aplicaciones en medicina, salud y cuidado personal

= Parte 8: Procesos de nanofabricacion

También se ha publicado la ISO/TR 12885:2008, referida a la “Salud y seguridad
ocupacional en las prdcticas con nanotecnologias”, desarrollado dentro de la 1ISO/TC
229 “Nanotecnologias”, que se basa en la informacién actual acerca de las
nanotecnologias, incluida la caracterizacién, los efectos en la salud, las evaluaciones de
la exposicidn, y las practicas de control.

Asimismo, la EPA bajo el grupo de control de sustancia toxica (TSCA, Toxic Substances
Control Act) vigilia y controla que la fabricacion y utilizacion de materiales
nanomeétricos no afecten a la salud y al medio ambiente. TSCA enfoca su trabajo en
cuatro puntos [80]:

= Notificacién de la prefabricacién

= Normas sobre nuevos usos

= Reglas de recopilacion de informacion

= Reglas sobre la realizacion de pruebas

Por otro lado, la EPA y la FIFRA (Federal Insecticida, Fungicide, and Rodenticide Act)
proporcionan un marco eficaz para la regulaciéon de los productos plaguicidas que
contienen nanomateriales. Principalmente, estas organizaciones recopilan informacion
sobre aquellos pesticidas que tienen nanomateriales, para evaluarlos y registrarlos.
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Los nanomateriales, debido a sus propiedades, aportan grandes ventajas aunque es
necesario estudiar sus riesgos ya que pueden llegar a atravesar membranas y barreras
tan selectivas, como la barrera hematoencefalica.

En resumen, mientras que en la normativa respecto a la plata y otros metales se han
determinado unos valores claros y definidos cuando estos se presentan de forman
convencional, en nanoparticulas y nanomateriales, se estd empezando a legislar
debido a lo novedoso y reciente de su uso, y en la mayoria de los casos, se esta aln en
proceso de recogida de datos, registro y observacién de posibles efectos adversos. Se
trata de un drea en rapida evolucion ya que por ejemplo, la concentracién de plata
encontrada en las costas europeas es muy baja (pg/L), y ha disminuido por el auge de
la fotografia digital respecto a la analdgica que utilizaba la plata para revelar las
fotografias, pero sin embargo, estd aumentado la concentracién de plata en forma de
AgNPs por el aumento del uso de la plata en esta forma [217].

1.3.5 Ventajas de la plata respecto a otros materiales

Como se ha sefialado, la resistencia bacteriana a los antibidticos se esta convirtiendo

en un reto importante, principalmente en el ambito médico y hospitalario. Esto, se ha

debido a un uso generalizado de antibidticos que ha aumentado el nimero de

organismos aislados resistentes a antibidticos [218]. Como consecuencia, y para

contener a los microbios resistentes, se han adoptado varias recomendaciones para

limitar y controlar el uso de antibidticos [219]. Por otro lado, el conocimiento de la

plata como microbiano desde la antigiiedad ha asegurado su uso como agente

antimicrobiano [168], a pesar de lo cual, las resistencias bacterianas encontradas son

limitadas como ya se ha comentado. Por ello, la plata tiene una serie de ventajas

respecto a los antibidticos:

= Tiene un gran espectro de actuacion tanto contra gram-positivas y gram-negativas,
con un minimo desarrollo de resistencias [220] en un grupo controlado [202].

= Los efectos secundarios son muy limitados [221].

= Previene infecciones en piel, heridas e internas por el uso de catéteres cuando
estdn recubiertos de plata [222].

= Compatibilidad con la piel.

En contrapartida, si que existen antibidticos de amplio espectro que actian contra un
gran numero de bacterias como seria la tetraciclina y el cloranfenicol, que actdan
inhibiendo la sintesis bacteriana [223]. Sin embargo, la mayoria de los antibiéticos,
actuan sobre unos grupos determinados de bacterias, siendo necesario identificar el
tipo de organismo antes de seleccionar el antibidtico. Por ejemplo, la vancomicina que
actdan solo sobre los Gram positivos, inhibiendo la sintesis de la pared celular [224].

Tal y como se ha comentado anteriormente, si que existen resistencias a la plata, pero
son minimas y en un grupo muy reducido [202]. Sin embargo existen numerosas cepas
bacterianas que se han hecho resistentes a un gran numero de antibidticos. De hecho,
existe un gran numero de bacterias aisladas de cultivos de sangre que presentan
indicadores de resistencia a multiples antibidticos [225] como son: S.aureus resistente
a la meticilina (MRSA), S.aureus resistente a la vancomicina (VRSA), Enterococcus
resistentes a la vancomicina (VRE), Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina
(PRSP), Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de tercera generacion [226].
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Los antibidticos pueden producir un gran numero de efectos secundarios. Uno de los
mas caracteristicos es la diarrea [227] debido a la destruccidon de la flora bacteriana
intestinal. El cloranfenicol es uno de los antibidticos mas utilizados en oftalmologia y
estd aumentando su uso en los paises en desarrollo. Actda a nivel ribosomal y de
sintesis de proteinas bacterianas. Debido al origen endosimbidtico de las mitoconderias,
siendo el organulo energético de la célula, también se convierten en diana de este
antibidtico, produciendo graves efectos secundarios como la miopatia [228]. Sin
embargo la plata usada a nivel hospitalario, como por ejemplo en recubrimientos de
prétesis, no ha producido efectos secundarios toxicos ni en la sangre, ni en el higado,
ni el rindn [229], aunque en algunos casos producia inflamacién [230]. Asimismo, son
muy poco comunes los efectos secundarios ocasionados por la sulfodiazina de plata,
gue aun no estan completamente explicados [231]. Aunque los apésitos utilizados para
guemaduras en algunos casos si que han producido inflamacion [232], los efectos son
mucho menores que los causados por antibiéticos.

En resumen, la plata se ha convertido en una buena alternativa a los antibiéticos,
principalmente en tratamiento de quemaduras, heridas y en prétesis. Sin embargo,
debido a su todavia poco extendida aplicacion, no son tan conocidos sus efectos como
en los antibidticos.

1.3.6 Plata en materiales nanoestructurados

Debido a las propiedades bactericidas de la plata, se han empezado a utilizar en
nanobiotecnologia, en compuestos basados en este metal [233], como se muestra a
continuacion.

= AgNPs

Las nanoparticulas de plata son muy utiles en dmbitos como la fotografia, la catalisis, el
marcaje bioldgico, la fotdnica, la optoelectrdnica, la deteccion SERS, y con gran
importancia en microbiologia [234].

Se ha observado la propiedad bactericida de las AgNPs en numerosos estudios. Tal y
como se muestra en la Figura 1.17, se observd una disminucion de la carga bacteriana
in vitro de E.coli en funcidn de la concentracion de AgNPs [235], en S.aureus
rompiendo la pared celular [236], e incluso inhibiendo la formacion de biofilm en
P.aeruginosay S.epidermidis [237].
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Figura 1.17. Disminucion del numero de colonias de E.coli en presencia de AgNPs [235]
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= AgNPs VEHICULIZADAS

También, se ha observado este efecto bactericida cuando las AgNPs van asociadas a
algun tipo de material transportador. Se ha demostrado que AgNPs sintetizadas in situ
mediante la reduccidn del AgNOs con borohidruro de sodio en hidroxisilicatos como la
Montmorillonita, y aplicado este material en frutas y verduras, alarga la vida util de
estos alimentos reduciendo su carga microbiana [238]. Asimismo, las AgNPs
soportadas en zeolitas demostraron ser eficaces contra E.coli y Salmonella typhi en
medios de cultivo, incluso a tiempos muy cortos de 5 minutos con un 4 % en peso de
contenido en plata en la montmorillonita [239]. También se han sintetizado in situ
AgNPs en microparticulas de silice de 180 um a 500 um [240] y en materiales
mesoporosos siliceos como la SBA-15 [142] para la eliminacidén de bacterias.

Figura 1.18. Sintesis in situ de AgNPs en microesferas de silice [240]. AgNPs sobre SBA-
15 [142]

En este mismo ambito, también se ha estudiado la presencia de AgNPs en
nanocomposites. Asi por ejemplo, los nanocomposites con nanoparticulas de plata
sintetizadas in situ reduciendo la plata idnica con maltosa, muestran un significativo
poder bactericida y fungicida contra diferentes especies de microorganismos
tipicamente caracterizados en enfermedades nosocomiales, por lo que se considera un
buen material para las aplicaciones médicas de desinfeccion [241]. Ademas para evitar
el problema médico asociado a la colonizaciéon y contaminacion microbiana de los
dispositivos médicos (protesis, catéteres...) se ha investigado la disposicion de AgNPs
en laminas de chitosan/polivinilpirrolidona (PVP) mediante dip coating, obteniendo
resultados muy satisfactorios eliminando el 100% de la carga bacteriana rapidamente y
manteniendo esta propiedad bacteriana en el tiempo [242].

= PLATA IONICA INTERCAMBIADA EN MATERIALES NANOESTRUCTURADOS

Se ha aprovechado las propiedades de intercambio iénico que proporcionan las
zeolitas, para incorporar el idon plata y por tanto dar una nueva caracteristica como
antimicrobianos a estos materiales. Los estudios realizados con zeolita A
intercambiada con baja cantidad de plata (0,4 % en peso) [243] y con otras zeolitas
[189], demuestran una elevada eliminacion de bacterias, hongos y levaduras. Incluso,
se han incorporado zeolitas intercambiadas con plata en apdsitos y tejidos comerciales
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[244], gomas y poliuretano [245] y se ha observado una efecto bactericida en varias
enfermedades nosocomiales [244].

En resumen, se puede observar el gran potencial de la plata como bactericida en todas
sus formas, y su alto potencial de uso en el ambito hospitalario como profilaxis o como
bactericida.

1.3.7 Sinergia de la plata con otros compuestos

La sinergia se define como la accién de dos o mdas causas o compuestos cuyo efecto
conjunto es superior a la suma de los efectos individuales [246]. Con este propdsito se
han realizado combinaciones de varios antibidticos [247-250] para potenciar y acelerar
la eliminacién de microorganismos, incluso la combinacion de antibidticos con
diferentes productos naturales, como extractos de hojas de té, de plantas del género
Thymus, otros compuestos tipicos de plantas [250, 251] y extractos de granada [252].
Existen también estudios sobre efectos sinérgicos entre plata y antibidticos. Asi, por
ejemplo, en varias especies del grupo Enterobacteraceas, se ha estudiado la sinergia
entre AgNPs y AgNOs con péptidos antimicrobianos cuya funcion es permeabilizar la
membrana [253], también entre AgNPs y antibidticos como eritromicina, meticilina,
cloranfenicol y ciprofloxacina contra varias especies bacterianas como S.aureus,
Streptococcus pyogenes, Salmonella enterica y Enterococcus faecalis [254], y entre
AgNPs y antibidticos B-lactamicos en E.coli [255].

Asimismo se ha investigado la sinergia entre la plata y otros metales pesados. De esta
manera, con la plata y el cobre se observd efecto sinérgico contra Legionella
pneumophila y se postuld su posible uso en zonas hospitalarias para desinfectar el
sistema de distribucion de agua [256]. También se ha visto un aumento del poder
bactericida de nanoparticulas de zinc cuando estas estan rodeadas con plata contra
varias especies de Gram-negativa [257].

Sin embargo, no existen muchas investigaciones sobre la sinergia entre plata y
compuestos tipicamente usados en desinfeccion de superficies, aguas y sistema de
distribucién (cloro, H,0,, PAA...) y es dificil encontrar estudios sobre estos compuestos
usados conjuntamente. No obstante, se ha observado sinergia entre plata y H,0, [258]
en E.coli K-12 con una reduccion de hasta tres unidades logaritmicas en el nimero de
unidades formadoras de colonia por mililitro [259] y entre plata, cobre y cloro para
eliminar amebas en agua [260].

Por ello, en esta memoria se presenta un estudio de la sinergia entre la plata y el acido
peroxiacético almacenado en los poros de materiales nanoestructurados, con
excelentes resultados en eliminacion de poblacion bacteriana, eliminacidn del biofilm e
impedimento en la formacién de este biofilm como se mostrard en el apartado 6 [75,
142].

1.4 APLICACIONES ACTUALES DE LA PLATA
Debido a sus numerosas aplicaciones se prevé que el mercado asociado a la industria

de la nanotecnologia aumente de manera significativa llegando hasta los 3 billones de
doélares en 2015 [261]. Entre todos los productos, destacan las nanoparticulas, y
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principalmente, las AgNPs. Se estima que del total de las nanoparticulas en productos
de consumo, las AgNPs tienen el mas alto grado de comercializacién [262]. El poder
bactericida de amplio espectro de la plata y al gran desarrollo en nanotecnologia, han
permitido la aparicion de nuevos y mejores productos desinfectantes.

1.4.1 Aplicacidn de la liberacién de plata ionica

El uso del nitrato de plata y por tanto de la plata idnica, es conocido desde hace
tiempo. Por ello hay una gran variedad de productos con poder bactericida utilizados
en diversos ambitos que aprovechan las propiedades de este ién.

= PRODUCTOS A NIVEL MEDICO Y HOSPITALARIO

Los iones plata se han utilizado en gran variedad de utensilios y material hospitalario

para evitar infecciones y colonizaciones que podrian desembocar en enfermedades

nosocomiales y ademas evitar infecciones en heridas y quemaduras.

= Flastoplast® Silver Healing™ son unos apodsitos que poseen una almohadilla de plata
gue libera iones durante el proceso de curacién de las heridas para prevenir
infecciones. Elimina, segun sus fabricantes, mas de 150 gérmenes nocivos y reduce
riesgos de inflamacion e infeccién a la vez que favorece la cicatrizacion [263].
Asimismo los apdsitos de Curad® [264] y de Actisorb® silver (Johnson & Johnson
New Brunswick, N.J.) siguen la misma estrategia. Atrauman® Ag (Unitex-Hartmann)
es un aposito estéril de malla impregnado con una pomada hidréfila compuesta
fundamentalmente por triglicéridos. Contiene iones de plata, que se liberan a
concentraciones adecuadas, limitando su efecto a la superficie de la herida. Al
entrar en contacto con la herida, se inicia el efecto antiséptico y los gérmenes son
destruidos, a través del mecanismo conocido como “Touch and kill” [265].

Elastoplast

ANTI
BAGTERIAL

FABRIC

Figura 1.19. Apdsitos Elastoplast® Silver Healing™ [263]

= AGC Flat Glass Europe ha desarrollado un cristal con propiedades antimicrobianas.
Los iones de plata incorporados en el vidrio son responsables de la actividad
antimicrobiana. La empresa demostrd que el 99,9 % de las bacterias que entran en
contacto con la superficie del vidrio son eliminadas. El vidrio fue elaborado para
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ayudar a prevenir la propagacion de agentes patdgenos en el medio hospitalario
[266].

AglON® es una empresa que se basa en el uso de zeolitas con plata como
intercambiadores idnicos. Estas zeolitas se distribuyen formando una capa sobre
fibras, polimeros u otros recubrimientos. En condiciones de humedad, cuando se
desarrolla el crecimiento bacteriano, tiene lugar el intercambio idnico, los iones
positivos (Na*. K*...) presentes en el ambiente, se intercambian con los cationes de
plata contenidos en la zeolita, liberando esta la plata (Figura 1.20). Esta empresa
desarrolla su tecnologia en varios campos: salud (instrumentos médicos,
recubrimientos de superficies...), industria alimentaria e industria textil [267].

Zeolita
* (portador)

Mecanismo de accion: P
intercambio idnico.
Liberacion de iones

plata

%
3., 0/ lones de plata
T

lones de sodio (presentes
en la humedad)

Figura 1.20. Funcionamiento del intercambio ionico de la zeolita AgION® [267]

La sulfadiazina de plata ha sido utilizada como principio activo en Flammazine®
Silvadene®,' y junto a otros compuestos como la clorhexidina en Silverex” Motiff
Laboratories Pvt. Ltd. Kare Health specialties, Verna, Goa y nitrato de cerio en
Flammacerium@, Solvay, Brussels, Belgium. Se presenta en forma de pomada para
aplicar sobre la piel. Su formulacion se produce a partir del nitrato de plata vy la
sulfadiazina de sodio mediante la sustitucion de un atomo un dtomo de sodio por
uno de plata en la sulfadizaina. Este compuesto es el compuesto con azufre y plata
mas eficaz [268].

Otros ejemplos de investigaciones que se siguen realizando para mejorar la accién y la
eficacia de estos productos son los siguientes:

La zeolita A intercambiada con plata, ha demostrado ser un buen agente bactericida
contra S. mutans, S. mitis, C. albicans, S. aureus y P. aeruginosa in vitro [189], la
zeolita ZSM-5 contra S. aureus [111] y la faujista intercambiada con plata contra las
bacterias E. coli y B. subtilis y las levaduras S. cerevisiae y C. albicans [269].

Se han producido vidrios bioactivos con la presencia de iones plata en su superficie
con posibles usos en industria y salud [270], utilizando nitrato de plata en la sintesis
y fabricacion de vidrio. El poder fungicida contra C. albicans depende de la
concentracion de nitrato de plata en el medio de intercambio idnico pero no del
tamafio de la particula de vidrio utilizada en la sintesis [271].

Los nanocomposites intercambiados con plata, también han sido ampliamente
utilizados como bactericidas. Por ejemplo, con peliculas de nanocomposites
basados en hidroxiapatita y titanio con iones plata sobre superficies de titanio se ha
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constatado una reduccion del 98 % en S. aureus y mas del 99 % en E. coli después
de 24 horas de incubacion [272].

= PRODUCTOS ALIMENTICIOS

La liberacién de iones plata directa desde el nitrato de plata o a partir de diversas

matrices, también ha sido aprovechada por la industria alimentaria y en operaciones

de procesado, almacenamiento y mantenimiento de los alimentos.

= Se ha investigado el uso de AlphaSan” (Milliken, Gent, Belgium) para recubrir la
parte interna de frigorificos fabricados por Bosch & Siemens Hausgerite GmbH
(Glengen, Germany). Es una resina ceramica basada en fosfato que se ha
intercambiado idnicamente con plata. De este modo, se obtiene una liberacién
controlada de los iones plata que produce un efecto antimicrobiano contra los
géneros Staphylococcus, Lactobacillus y Pseudomonas, con una reduccién de hasta
5,9 unidades logaritmicas [273].

Water Ca++

—
K MNa+ <

RB-Ag+

Figura 1.21. Intercambio idnico de la plata del polimero con la superficie [273]

= Jce-O-Matic® es una empresa que fabrica contenedores y maquinas de fabricacién
de hielo. Para evitar la contaminacién de estas por hongos y bacterias, las
superficies de los contenedores y maquinas se han recubierto con iones de plata
con la tecnologia de Ag/ION® [274].

= Sherwin-Williams® una empresa de pinturas [116] incorpora plata en un tipo de
superficie denominada FasTop S® que se utiliza en plantas de tratamiento de
alimentos y cocinas [116]. Esta combinacién ha incorporado los iones plata a través
de la tecnologia AgION® para tratar superficies y dotarles de propiedades
bactericidas [116].

= La empresa Samsung® ha desarrollado lavadoras que liberan iones de plata que se
incorporan a los tejidos y crean una capa de proteccidn microbiana. También ha
creado frigorificos con superficies recubiertas con AgNPs que cuando entran en
contacto con microorganismos liberan iones plata, favoreciendo la conservacién de
los alimentos [275]. Han extendido estos desarrollos a otros instrumentos como
teclados de ordenadores, superficies, etc.
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Se ha patentado la utilizacion de sepiolita intercambiada con plata para la
esterilizacién de alimentos a altas temperaturas (1409C) y tiempos cortos (1 s)
[276]. Otros materiales estudiados son los composites basados en plata, con los que
se ha observado una liberacidn de iones plata continua y prolongada, demostrando
que aquellos composites con mayor cantidad de peso (4% y 8% en peso) aumenta la
liberacion de iones plata a partir del sexto dia en compartimentos de
almacenamiento de liquidos [277].

Se ha mostrado el efecto bactericida en tablas de cortar alimentos conteniendo
zeolita intercambiada con plata en condiciones de humedad contra S.aureus, pero
los compuestos organicos neutralizaron la accién de la plata [278].

OTROS USOS

La plata como desinfectante se ha aprovechado en numerosas industrias:

Kohler® es una empresa dedicada a la fabricacion de inodoros, y ha producido
asientos de WC mezclando en su sintesis iones de plata para eliminar gérmenes,
principalmente aquellas bacterias, hongos y mohos causantes del mal olor [279].
Odin wear® fabrica ropa que libera iones plata para el control del olor, y para
proteger la piel de posibles gérmenes. Para ello utiliza la tecnologia de
Silverplus® empresa que fabrica tintes y recubrimientos con iones plata. La
tecnologia Silverplus® se basa en nanoparticulas de didxido de titanio recubiertas
de cloruro de plata que en contacto con la humedad liberan iones plata [280]. De
hecho, uno de los campos novedosos de investigacion esta relacionado con fibras
gue liberan iones plata a partir de AgNPs que recubren sus superficies, encontrando
un buen poder antimicrobiano con E. coli, S. aureus. C. albicans [2811.

@ Nanoparticula Cloruro de 16n - lon & Humedad
s de di6xido plata plata cloruro

de titanio

Figura 1.22. Mecanismo de accion de la tecnologia Silverplus® (Fuente: Silverplus®)
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= National Furniture® es una empresa que fabrica muebles utilizando la tecnologia de
AglON®. En sus lineas de muebles las superficies son capaces de liberar iones plata
para inhibir el crecimiento de moho, hongos y bacterias que pueden causar malos
olores y manchas [282]. También se ha evaluado con éxito la capacidad bactericida
de una suspension coloidal de plata, sobre microorganismos encontrados en los
muebles de museos y archivos que son los responsables del deterioro de las piezas
encontradas en estos lugares [283].

Microorganismos

Madera con Ag/ON® que libera iones de plata

Chapa de madera

Figura 1.23. Mecanismo de liberacion de iones plata en muebles [282]
1.4.2 Aplicacion de la liberacion de plata metalica (AgNPs)

Debido al auge de la nanociencia el uso de las AgNPs con uso bactericida, se esta
convirtiendo en un importante campo de investigacion con el desarrollo de una gran
variedad de productos.

= PRODUCTOS A NIVEL MEDICO Y HOSPITALARIO

En medicina nos encontramos varios tipos de vendas y apdsitos que incorporan AgNPs,

principalmente, usados a nivel topico para prevenir o curar infecciones en heridas y

guemaduras.

= La FDA aprobd el uso de tubos endotraqueales de respiracién con una fina capa
antimicrobiana de plata después de que varios estudios demostraran que podian
reducir el riesgo de neumonia en pacientes con ventiladores mecdnicos [36].

= Acticoat™ 7 con SILCRYST™ (Smith and Nephew Healthcare, UK) [284] son apdsitos
que contienen plata nanocristalina recubiertas por mallas de polietileno (Figura
1.24) para favorecer la curacion y la eliminacidn de bacterias. Esta empresa también
ofrece otros tipos de apdsitos humedos que favorecen a su vez la epitelizacion.
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Malla de polietileno cubierta
de plata nanocristalina

Figura 1.24. Apdsito Acticoat™ 7 con SILCRYST™ [284]

La empresa NanoComposix (San Diego, California, EE.UU) desarrolla nanoparticulas
de plata para incorporarlas en apdsitos y utensilios clinicos [285]. Silverlon®, es una
empresa que suministra un gran numero de utensilios médicos como catéteres,
apositos y guantes recubiertos con plata [286].

Se han desarrollado nuevos geles y pomadas de uso tépico con AgNPs, que han
demostrado eficacia contra varias especies nosocomiales de bacterias y hongos
[287].

Se investiga el uso de AgNPs incorporadas en quitosan para recubrir telas de
poliéster en tratamiento de heridas para, ademas de favorecer la epitelizacion de
heridas evitar su infeccion [288]. También se han anadido AgNPs a polietilenglicol
[289], a nanofibras de silice [290] o a fibras de algoddn [291], todos ellos como
posibles y novedosos agentes en apdsitos.

4

Figura 1.25. AgNPs sobre nanofibras de silice [290]

PRODUCTOS ALIMENTICIOS

La utilizacion de AgNPs ha sido aplicada a un gran nimero de materiales, productos y
nuevas investigaciones para la conservacién y mantenimiento de los alimentos,
durante su tratamiento, almacenaje y manipulacion.

Existen resultados satisfactorios, con una reduccién de tres unidades logaritmicas
de E.coli, en el almacenamiento y manipulacién de rodajas de meldn utilizando
materiales de celulosa con AgNPs sintetizadas in situ [292]. También se ha
observado una buena accién antimicrobiana en hidrogeles sintetizados con alcohol
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polivinilico y goma de acacia con AgNPs sintetizadas in situ [293], en peliculas
basadas en chitosan y almiddon con AgNPs, que ademas de mostrar un buen poder
bactericida frente a E. coli, S. aureus y Bacillus cereus, reducen la difusion de
oxigeno a los alimentos (Figura 1.26) que recubren, ralentizando su deterioro [294],
y en matrices de nanocomposites basados en celulosa con AgNPs que previenen
que se estropeen los alimentos, principalmente zumos y cortes de fruta, pero
también carne [295]. Todos estos productos se han disefiado con el fin de mejorar
las condiciones higiénicas durante la manipulacién y almacenamiento de alimentos.

B) Vapor de agua, oxigeno

A) Vapor de agua, oxigeno

Figura 1.26. Comparacion de la difusion de oxigeno y agua A) en ausencia de
polimero 'y B) en presencia de polimero [296]

FresherLongerTM Miracle Food Storage Containers es una marca de recipientes de
almacenamiento de alimentos que estan fabricados con AgNPs inmersas en
polipropileno que impiden el crecimiento y desarrollo de los microorganismos. Se
compararon los recipientes Fresherlonger y los convencionales en cuanto al
desarrollo de bacterias durante 24 horas. En los recipientes FresherlLonger el
crecimiento bacteriano se redujo en mas del 98% [297]. BlueMoonGoods™ es otra
empresa que aprovecha las propiedades de las AgNPs en recipientes de
almacenamiento de comida que reduce la carga bacteriana en un 99,99% [298].

OTROS USOS

Debido al gran potencial antimicrobiano de las AgNPs, no solo se han usado a nivel
médico e industria alimenticia. Existen otros ambitos industriales que han
aprovechado las caracteristicas biocidas de estas AgNPs.

Se ha demostrado la eficacia de compuesto ceramicos porosos con AgNPs en su
superficie y dispersados en disolucion coloidal para el tratamiento y potabilizacién
de agua, mostrando una disminucidn de cinco unidades logaritmicas en E.coli [299].
Asimismo, la combinacidon de ultrasonidos y AgNPs produce una disminucién de
bacterias en coliformes en agua [300].

NanoHorizons, Inc. SmartSilver ™ fabrica AgNPs y otros aditivos basados en plata,
que se anaden a uretano, nylon y algoddn. Estos aditivos, que se afiaden a las fibras
durante su fabricacién, aportan caracteristicas de antiolor y bactericidas [301, 302].
Se ha demostrado que la ropa con AgNPs en sus fibras reduce al menos 95% la
presencia de E. coliy S. aureus [303, 304].

Existen filtros domésticos para agua fabricados con carbono y que llevan incluidas
AgNPs para evitar la contaminacion y ensuciamiento de estos filtros y del agua
[305], como es el caso de las jarras Brita® y sus filtros que incorporan plata [213].
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En resumen, en estos ejemplos se puede observar el potencial de las AgNPs, tanto en
productos ya existentes como en presentes y futuras investigaciones.

1.4.3 Aplicacidn de la liberacion de plata idnica via oxidacion acelerada mediante
combinacidn con otros productos o acciones

Una vez estudiados los productos basados en plata idnica y metalica, es necesario

mejorar e investigar aquellos utensilios fabricados con plata o con algun factor que

favorezca la oxidacién de la plata. La mayoria de estas combinaciones de productos o

acciones con plata estan todavia en fase de estudio pero con buenas perspectivas y en

auge.

= Se ha observado una reduccién superior al 98% en E.coli combinando nanohilos de
plata, nanotubos de carbono y algoddn, favoreciendo eléctricamente la oxidacién
de los nanohilos de plata para obtener un flujo de iones plata, consiguiendo una
purificaciéon ultra-rapida de aguas contaminadas [306]. También se disefiaron
catéteres que tenian enrollados helicoidalmente cables de plata que tras aplicar un
cambio eléctrico liberaban iones plata para inhibir el crecimiento de bacterias y
hongos v asi, evitar la migracién y colonizacién de estos por S. epidermidis [307].
Asimismo, se fabricaron superficies de plata-paladio donde se aplicd corriente
eléctrica para estudiar y demostrar el efecto bactericida sobre bacterias
plancténicas o de biofilm de la especie E.coli [308]. Este mismo sistema se llevd a
cabo, pero esta vez, en disolucidn y en presencia de surfactantes para un posible
futuro uso en aplicaciones farmacéuticas y cosméticas, y se demostré que los iones
de plata liberados eléctricamente producian una disminucion de cuatro unidades
logaritmicas en el nUmero de unidades formadoras de colonia por mililitro en Gram-
positivas, Gram-negativas y hongos [309, 310]. De hecho, Samsung® ha empezado a
aprovechar estos métodos y a desarrollar esta tecnologia con gran eficacia
eliminando un 99,9% de las bacterias que causan el mar olor. Las lavadoras que
poseen este sistema incorporan una onza (31 gramos) de plata metalica, que
mediante corriente eléctrica genera iones plata que se inyectan durante el lavado y
el aclarado [275].

A
Algodon g MVWE CMNTs

Células vivas

Células muertas

Figura 1.27. Esquema de la combinacion de algodon (cotton), nanohilos de
plata (Ag NWs) y Nanotubos de carbono (CNTs) [306]
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= Otra manera de potenciar los efectos de la plata, es combinarla con luz UV, cuyo
efecto es mayor que utilizando luz UV sola, aumentando la reduccién del virus MS-2
en una unidad logaritmica [311]. Esta accién estd basada en la desactivacion
fotocatalitica de microorganismos empleando un semiconductor y luz UV. Cuando
un fotdn de energia suficiente (3.2 eV) incide sobre la superficie del semiconductor
puede generar un hueco del electron (EHN) dando lugar a reacciones de oxidacién-
reduccion. De los diferentes radicales generados cabe destacar el radical hidroxilo
de alto poder oxidante. El semiconductor mdas usado es el TiO,, que es un
catalizador quimicamente muy estable, barato, no tdxico y abundante. La
modificacion del semiconductor (dopaje con metales como la plata, tratamiento
térmico) puede aumentar la eficiencia fotocatalitica de éste. Se han realizado
estudios que demuestran una inactivacion del 99,9% de bacterias utilizando
membranas de nanofibras con AgNPs y TiO, tanto con radiacidn solar como sin ella
con futuras aplicaciones en la industria de purificacién de agua [312], utilizando
peliculas de composites con AgNPs y TiO, para la inactivacién de P.aeruginosa del
100% en 10 minutos [313] y también, materiales mesoporosos como es la anatasa
(TiO,) modificada con AgNPs e irradiadas con luz UV contra E.coli con buenos
resultados [314, 315]. Todo ello se produce porque, ademas de el efecto de la
fotocatalisis del TiO, que da lugar a especies reactivas de oxigeno, se generan
diferentes compuestos de plata altamente bactericidas (plata idnica y oxido de
plata) [313]. Debido a este efectivo sistema se han creado empresas como
Nanogist® que suministran productos como detergentes y geles basados en esta
tecnologia [316] o Henan Huier Nano Technology Co., Ltd. que suministra aditivos
nanoparticulados, entre ellos de TiO, y plata, para aceites, catalizadores,
tratamiento de residuos... [317].

Aunque es ampliamente conocido el efecto bactericida de la plata, aun esta por
investigar y mejorar, la forma molecular de aplicar la plata (iénica o metalica), los
tamafios y formas de AgNPs, las condiciones de aplicacidon, su modo de contacto, y
sobre todo, la combinacién con otros materiales y fendmenos para mejorar y acelerar
el efecto antimicrobiano de la plata. En resumen, se ha constatado como necesaria la
presencia de iones plata en el medio para producir el efecto bactericida, ya sean
liberados desde, moléculas directamente, diferentes matrices o formados por la
oxidacién de AgNPs. De igual manera también se ha podido observar que la presencia
de una adecuada concentracion de iones plata o AgNPs en el medio es suficiente para
la eliminacidn de los microbios, sin ser tan importante el contacto directo material-
microorganismos.

1.5 RESUMEN Y OBIJETIVOS

En este trabajo se plantea profundizar en los efectos bactericidas, utilizando la bacteria
S.aureus como modelo, producidos por materiales nanoestructurados que han
incorporado diferentes compuestos antimicrobianos. Por un lado, se analizé la
liberacion de plata procedente de la ZSM-5 previamente intercambiada con nitrato de
plata, asi como su poder bactericida. Por otro lado, se sintetizaron AgNPs in situ, tanto
en la ZSM-5 como en materiales mesoporosos (SBA-15 y MCM-41). Se evalué el poder
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bactericida de estos materiales con AgNPs, y con la combinacién de AgNPs con acido
peroxiacético, otro compuesto bactericida, que se encontraba absorbido en los poros
de los materiales nanoestructurados. Finalmente se estudid el poder bactericida de
nanohilos de plata por si solos y combinados con potencial eléctrico.

Los principales aspectos que se estudiaron fueron:

= La concentracién de los iones plata liberados.

= El tiempo de accidon de los diferentes materiales para la reduccion de la
concentracion bacteriana.

= Eltamafio y adsorcidn de las AgNPs sintetizadas in situ.

= El efecto sinérgico de la plata con el cido peroxiacético y el potencial eléctrico.

= El mantenimiento del poder bactericida y el almacenamiento de los diferentes
materiales evaluados.
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Capitulo 2. Experimental

2. EXPERIMENTAL

En este capitulo se describen los procesos que se han usado para la sintesis de los
diferentes materiales, los modelos bioldgicos utilizados y los equipos empleados para
su caracterizacion.

2.1. MODELO DE BACTERIA. CEPAS

La bacteria que se ha utilizado como modelo en todos los experimentos ha sido el coco
Gram positivo Staphylococcus aureus cepa 9213 [37]. Esta cepa se caracteriza por ser
muy adherente y formadora de biofilms.

El S.aureus una bacteria facultativa anaerobia que crece mejor bajo condiciones
aerobias. Pertenece a la familia Micrococcaceae. Es Gram-positiva y puede aparecer
sola, en pareja, en cadena corta o en forma de racimo.

Figura 2.1. A) Colonias de S. aureus. B) S.aureus observado mediante microscopia
confocal. En rojo bacterias muertas, en verde bacterias vivas. Se utilizo el kit
LIVE/DEAD®, Baclight™ L7012, Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Invitrogen
Detection Technologies), que basa su accion en dos componentes: el SYTO®9 y el
yoduro de propidio. El primero emite fluorescencia verde y el sequndo fluorescencia
roja. El componente SYTO®9 marca a todas las bacterias con fluorescencia verde, tanto
a las metabdlicamente activas como a las inactivas con las membranas danadas.
Cuando se combina con el yoduro de propidio, este solo penetra en las bacterias que
han sufrido dafio en la membrana, reduciendo la accidn del fluorocromo SYTO®9 y por
tanto, estas bacterias pasan a emitir en longitudes de onda correspondiente al rojo. De
esta manera, solamente las bacterias que estdan dafiadas, son visualizadas en rojo,
mientras que las bacterias activas en verde

Se caracteriza por no poseer ni cilios ni flagelos, por lo que es inmévil y no forma

esporas. Es catalasa y coagulasa positiva. Las colonias miden de 1 a 3 mm y tienen un
color amarillo dorado debido a la presencia de carotenoides [318].
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Un 40 % de la poblacion humana es portadora de esta bacteria, sin que cause ninguna
enfermedad. Es un microorganismo con un gran nimero de cepas, como la cepa S.
aureus 9213 que es capaz de agregarse y formar biofilm [319]. También se ha
demostrado que dicha cepa es resistente a antibidticos cuando forma el citado biofilm.
Es la causa de una amplia variedad de enfermedades infecciosas en seres humanos,
convirtiéndose en un grave problema de salud en la sociedad. Uno de los principales
dafos que ocasiona esta cepa, es la osteomielitis. Este biofilm presente en la protesis,
llega a conquistar el hueso y el tejido de alrededor, produciendo una infeccion que se
cronifica, debido al bajo o nulo efecto de los antibidticos sobre las bacterias resistentes
a este biofilm [320].

2.2 CULTIVOS BACTERIANOS: CARACTERISTICAS PREPARACION DE MEDIOS Y
TAMPONES

2.2.1 Tampon fosfato salino (PBS)

Las diluciones que se han realizado en todos los protocolos que se describen mas
adelante se realizan en PBS (Phosphate Buffer Saline) que tiene la siguiente
composicion:

En 800 mL de agua se afiaden las siguientes cantidades:
= 8 g Cloruro sédico (Panreac®)
= 0,2 g Cloruro potasico (Riedel de Haén®)
= 1,44 g Disodio hidrégeno fosfato (Panreac®)
= 0,24 g Potasio dihidréogeno fosfato (Panreac®)

Seguidamente se ajusta el pH a 7,4 (+0,02), con acido clorhidrico 37% (Panreac®) con el
pHmetro (Eutech Instruments), y finalmente se afora la disoluciéon con agua destilada
hasta llegara 1 L.

2.2.2 Medios de cultivo

Para realizar los cultivos liquidos en los ensayos bactericidas se han utilizado los
siguientes medios de cultivo:

=  Tryptone Soy Broth (TSB, Cultimed®, Panreac®). Es un medio liquido artificial no
selectivo utilizado para el cultivo de una amplia variedad de microorganismos
exigentes y no exigentes. El medio tiene la composicidon que se detalla en la
Tabla 2.1.
Su preparacion viene indicada por el fabricante: 30 g del medio deshidratado en
1L de agua destilada. Se calienta ligeramente hasta total disolucion y se
esteriliza en autoclave (Trade Raypa® Steam Sterilizer) a 1219C durante 20
minutos [321].
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Tabla 2.1. Composicion del medio nutritivo TSB

Sustancia Cantidad (g/L)
Peptona de Soja 3,0
D(+)-Glucosa 2,5

Peptona de Caseina 17,0
di-Potasio Hidrogeno Fosfato 2,5

Cloruro de sodio 5,0

pH 7,3+0,2

Los digeridos enzimaticos de soja proporcionan aminoacidos y otras sustancias
nitrogenadas complejas. La glucosa es una fuente de energia, el cloruro de
sodio mantiene el equilibrio osmético y el fosfato potdsico dibdsico actia como
tampodn para controlar el pH.

Este medio ha sido utilizado para la obtencién de lo cultivos estacionarios y
para hacer las diluciones para la obtencién de cultivos en fase exponencial.

Mueller-Hinton (M-H, Scharlau®). Es un medio general no selectivo para
bacterias. Su preparacidén también viene indicada por el fabricante. El caldo
Mueller-Hinton es el mas utilizado en la determinacién de la Concentracién
Minima Inhibitoria y Bactericida (MIC y MBC, respectivamente) por diluciones
seriadas. Su principal caracteristica es que las concentraciones de timina,
timidina y acido 4-aminobenzoico, son lo suficientemente bajas para no inhibir
la actividad antibacteriana de antibidticos y sulfamidas que se ensayan [321].
Su composicién se indica en la tabla siguiente:

Tabla 2.2. Composicion del medio nutritivo MH

Sustancia Cantidad (g/L)
Almiddn 1,5

Infusidn de carne 2

Digerido pancreatico de caseina 17,5

pH 7,4 +0,2

Para realizar los ensayos de liberacion de plata procedentes de los materiales se han
utilizado dos tipos de medios de cultivo, uno para bacterias y otro para levaduras.

Tryptone Soy Broth (TSB). Anteriormente Descrito.

Yeast Nitrogen Base w/o aminoacids (YNB, Difco™, Dickinson and Company).
Se disuelven 6,7 g de YNB en 100 mL de agua destilada para obtener una
solucién 10x. Seguidamente, se le afiade L-Leucina (fuente no animal, Sigma-
Aldrich®), L-Histidina (fuente no animal, Sigma-Aldrich®) y D-Glucosa anhidra
(Panreac®). Finalmente, se esteriliza y se diluye con agua destilada estéril hasta
500 mL para conseguir una concentracion 2X. La composicidn se detalla en la
tabla siguiente:
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Tabla 2.3. Composicion del medio nutritivo YNB 10x

Sustancia Cantidad (g/L)
D(+)-Glucosa 5,4

Vitaminas esenciales No indicada
Sales No indicada
L-Leucina 0,65
L-Histidina 0,14

pH 6,5-7

Para realizar el recuento en placa, se han usado placas Petri estériles
(Deltalab®Eurotubo) con el siguiente medio de cultivo agar:

= Tryptone Soy Agar (TSA, Cultimed®). Por el contenido de peptona de soja y
peptona de caseina resulta una aportacién nutritiva que permite el desarrollo
Optimo de un gran numero de microorganismos. Se prepara tal y como indica el
fabricante, resuspendiendo 40 g del medio deshidratado en 1 L de agua
destilada y calentando ligeramente hasta disolucidon total [321]. Se esteriliza a
121 °C durante 20 minutos.

Tabla 2.4. Composicion del medio nutritivo TSA

Sustancia Cantidad (g/L)
Digerido pancreatico de soja 5

Digerido pancreatico de caseina 15

Cloruro sédico 5

Agar 15

pH 7,3+0,2

2.3 DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (MIC) Y
CONCENTRACION MiNIMA BACTERICIDA (MBC)

MIC y MBC son los principales parametros farmacocinéticos para determinar la
actividad de un determinado agente antimicrobiano frente a un determinado
patégeno. MIC se define como la concentracidén de agente antimicrobiano menor que
inhibe in vitro el crecimiento de un determinado organismo infeccioso y la MBC se
define como la menor concentracidén de agente antimicrobiano que se necesita in vitro
para eliminar el 99,99% del inéculo inicial del organismo.

Para ello se eligieron dos antibidticos comiunmente usados a nivel hospitalario como
son la Cefazolina® y la Cefuroxima®, ambas del grupo de las cefalosporinas de primera
y segunda generacidén respectivamente, y otro de nueva generacion como es la
oxazolidinona Linezolid®. El mecanismo de actuacion de estos antibidticos se describe
en el Apéndice.
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Loa ensayos realizados estan basados en las recomendaciones del National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) usando el método de microdiluciones o
también llamado método de las diluciones decimales.

El protocolo se realiza en placas microtiter de 96 pocillos (8 filas x 12 columnas). Se
hacen 12 diluciones 1:2 de los antibidticos desde 512 pg antibidtico/mL hasta 0,25 pg
antibiotico/mL. Las diluciones se llevan a cabo en 100 pL de medio cultivo Mueller-
Hinton. Se realizan dos réplicas de cada antibidtico (2 filas) y dos controles (agua
destilada). Una vez realizadas estas diluciones se afiade a cada pocillo 100 uL de una
concentracion de S.aureus de 5x10° CFU/mL. La placa microtiter se deja en la estufa (JP
Selecta®) a 372C en incubacion toda la noche.

El dia siguiente el primer pocillo correspondiente a la menor concentracién de cada
antibidtico que esté claro (sin turbidez que indique crecimiento) correspondera a la
concentracion MIC. Para determinar la MBC se siembra una gota de 50 pL en placas de
TSA de todos los pocillos que no estan turbios y por tanto no ha habido crecimiento y
se dejar toda la noche en incubacién a 379C. La MBC correspondera a la placa
procedente del pocillo de menor concentracion de cada antibiotico en el que no ha
habido crecimiento.

2.4 ESTUDIOS DE FORMACION DE BIOFILM

Para estudiar la formacidn de biofilm sobre distintos materiales se ha llevado a cabo el
siguiente protocolo [320]:

En tubos previamente esterilizados se anaden 2mL de medio de cultivo TSB y 50 uL de
un cultivo estacionario de 18-20h de S.aureus con una concentracién 10° UFC/mL.
Estos tubos contienen las piezas o materiales que se desean probar para comprobar si
se forma biofilm en su superficie. Estos materiales han sido previamente esterilizados,
bien en autoclave o bien con vapores de etanol si estos materiales contienen algun
elemento sensible a la temperatura y humedad como se ha mencionado
anteriormente. Se hacen dos o tres réplicas por tiempo y por material.

La formacién de biofilm se ha estudiado a 1, 2, 12, 24 y 48 horas a 372C. Cada 12 horas
para los estudios de 24 y 48 horas se renueva el medio de cultivo. A los tiempos
indicados los materiales estudiados se recuperan en condiciones de esterilidad y se
lavan con PBS para eliminar aquellas bacterias que no se han unido y por tanto no
forman parte del biofilm. Seguidamente, los materiales se sumergen en 2 mL de PBS y
se les aplica ultrasonidos en un bano (JP Selecta) a 40 Hz durante 15 minutos para los
tiempos de 1, 2 y 12 horas, y durante 30 minutos para los estudios de 24 y 48 horas.
De esta manera se consigue la disgregacién del biofilm de los soportes estudiados para
después realizar el recuento en placa. Para ello se realizan siete diluciones 1:10 en PBS
y se siembran tres gotas de 25 pL en placas de TSA, que posteriormente se dejan
incubando toda la noche a 37°C.

2.5 ESTUDIOS BACTERICIDAS

Para comprobar las propiedades bactericidas de los materiales se ha llevado a cabo el
siguiente protocolo [37]:
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En tubos previamente esterilizados, se afiaden aquellos materiales en los que se
guieren ensayar sus propiedades bactericidas. Normalmente se evaluaron 60 mg de
material en 2 mL de medio de cultivo bacteriano, pero hubo materiales en los que fue
necesario analizar otras concentraciones. Estos materiales, al igual que en el apartado
anterior, se esterilizan o en autoclave o con vapores de etanol si los materiales que se
desean analizar son sensibles a la temperatura o a la humedad. Seguidamente se
afiaden 2 mL de un cultivo estacionario de S.aureus con una concentracion aproximada
de 10° UFC/mL. Se realizan estudios a 4, 6 y 24 horas, haciendo dos o tres réplicas por
material, segun la cantidad de que se dispusiera de los diferentes materiales, y por
tiempo. A los tiempos determinados se disgregan los materiales y los organismos
mediante ultrasonidos a 40 Hz durante 15 minutos para los estudios de 4 y 6 horas, y
durante 30 minutos para los estudios de 24 horas. Posteriormente, se realizan siete
diluciones 1:10 en PBS y se siembran tres gotas de 25 L en placas de TSA y se dejan
incubando durante toda la noche a 372C.

Se eligié esta concentracién de cultivo estacionario porque es en la que mayor
concentracion de microorganismos viables hay. Por otro lado al ser una cepa
formadora de biofilm, es esta fase en la que el biofilm es mas estable [322] . Ademas,
en esta fase el metabolismo cambia respecto a la fase exponencial y se produce una
acumulacién y liberacién de metabolitos secundarios, que en muchos casos, les sirven
de proteccidn. Los microorganismos entran en fase estacionaria porque se agota algun
nutriente esencial del medio, o porque los productos de desecho que han liberado
durante la fase exponencial hacen que el medio sea inhdspito para el crecimiento
microbiano. Finalmente se eligié trabajar con la fase estacionaria porque tiene gran
importancia, ya que probablemente represente con mayor fidelidad el estado
metabdlico real de los microorganismos en los ambientes naturales [323].
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Figura 2.2. Cinética de crecimiento bacteriano [324]
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Como desventaja se podria decir que en ella no se incrementa el nimero de bacterias,
ni la masa ni otros parametros del cultivo. Por ello se decidié hacer también algunos
estudios con una concentracién bacteriana de 10° CFU/mL, es decir, en fase
exponencial donde las bacterias se estan multiplicando rapidamente.

2.6 ESTUDIOS BACTERICIDAS UTILIZANDO CAMPO ELECTRICO PARA ACELERAR LA
OXIDACION DE LA PLATA METALICA

El proceso que tiene lugar en estos experimentos, es el de reduccidn-oxidacidon no
espontaneo, sino inducido por una corriente eléctrica continua que favorece y facilita
la consecucion de aquellas reacciones de potencial inferior a cero, y por tanto no
espontaneas. En este proceso se basan también, las celdas voltaicas y algunos equipos
comerciales como las lavadoras Samsung® [275] y otros equipos que utilizan corriente
eléctrica para liberar plata idnica como se ha descrito en la introduccién.

Una reaccién redox es aquella en la que uno de los compuestos se reduce y el otro se
oxida. El reactivo que se oxida esta perdiendo electrones que capta el que se reduce.

En este trabajo la oxidaciéon se consigue mediante la aplicacion de un potencial
eléctrico. Los electrodos, atraen a los iones de carga opuesta y se produce la
transferencia electrdonica entre ambos. La oxidacion y la reduccion tienen lugar en el
anodo y en el catodo respectivamente.

Bateria

Nanohilos de
plata

Cultivo
bacteriano

Figura 2.3. Esquema de la reduccion-oxidacion. La colacion de los nanohilos se realiza
lo mds cercana posible a los electrodos para facilitar el paso de la corriente eléctrica.
Como se explicard en el capitulo 4, los nanohilos pueden estar autosoportados en filtros
de celulosa, inmersos en espuma de carbon vitreo o incorporados directamente al
cultivo bacteriano

El objetivo en este trabajo era determinar las propiedades bactericidas de los

nanohilos de plata en presencia y ausencia de campo eléctrico. Cuando se lleva a cabo
el proceso bajo campo eléctrico se favorece la oxidaciéon de los nanohilos de plata
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metalica, que en otras condiciones es muy lento. De esta forma, se produce la
oxidacién de la plata en el danodo. Ademas, el i6n cloruro, aun en muy pequefias
concentraciones (ppm) del agua destilada, ya es capaz de producir un enlace idnico
con la Ag* formando un precipitado de AgCl [308]. Por otro lado, en el catodo tiene
lugar la reduccién del hidrégeno. Las reacciones que se dan son las siguientes:

Reduccién: H,0+e & % H,+0OH E=-0,82v.
Oxidacion: Ag+Cl <& AgCl+e" E=0,222v.
Ag & Ag'+e E=-0,79 v.

El sistema experimental en el que se realizdé la electrdlisis esta formado por dos
electrodos inertes de grafito. Los electrodos estan situados en un vaso de precipitados
e inmersos en cultivo estacionario realizado en medio de cultivo liquido (TSB), que es
una solucion conductora idnica (ver composicion en el apartado 2.2.2).

Ademas de las reacciones mencionadas anteriormente el proceso de electrélisis en un
cultivo estacionario desarrollado en medio de cultivo liquido (TSB) también tiene
como resultado la formacion de cloro e hidrégeno en el catodo y en el anodo
respectivamente. Las reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

Reduccién: H,0+e & % H,+0OH E=-0,82v.
Oxidacion: 2CI & Cl, + 2e E=1,40v.

Los electrodos de grafito estaban conectados a una fuente de corriente continua (HQ
Power®, Alimentador Multitension modelo 2A). Ademas, estaban inmersos en 5 mL de
un cultivo estacionario de la bacteria modelo con los materiales a evaluar. Todo ello, al
igual que en los estudios realizados anteriormente, se llevd a cabo en condiciones de
esterilidad.

En primer lugar, se evaluaron las condiciones bajo las cuales la propia corriente
eléctrica no producia efecto biocida alguno. Para ello, se probaron 3 voltajes6V,9Vy
12 V, durante 10, 20 y 30 minutos, y durante 30 minutos dejando actuar sin voltaje
durante 24 horas a 379C. Se hicieron dos réplicas por tiempo, voltaje y material. A
continuacion, se pasaron por ultrasonidos aquellas muestras que estuvieron 24 horas
incubando para disgregar el posible biofilm formado. Seguidamente, se realizaron siete
diluciones 1:10 en PBS y se sembraron 3 gotas de 25 ulL en placas de TSA y se dejaron
incubar toda la noche a 379C, para al dia siguiente contar las unidades formadoras de
colonias que habian crecido.

2.7 ESTUDIOS DE DETECCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS) POR
PEROXIDACION LIPIDICA. MALONIL DIALDEHIDO (MDA)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas extremadamente reactivas, y
gue se forman durante el consumo y metabolismo del oxigeno. El ién hidroxilo, vy el
superoxido serian dos ejemplos de ROS. Los ROS son peligrosos porque pueden afectar
a la estructura y funcion de las macromoléculas como las proteinas, ADN o lipidos. Si
estos componentes son alterados de manera prolongada en el tiempo, se produce la
muerte celular. Muchos microorganismos, en condiciones normales, son capaces de
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eliminar la reactividad de estas moléculas mediante enzimas como la Superdxido
Dismutasa (SOD) [325].

El aumento en la produccién de ROS en el interior de las células, esta relacionada con
la adicidon externa de toxicos o agentes oxidantes [326]. Los materiales evaluados en
este trabajo, tenian una potencial toxicidad y se decidié comprobar si se producia un
aumento de ROS. En condiciones ambientales éptimas, los seres vivos generan una
concentracion constitutiva y basal de ROS, aunque los antioxidantes naturales
presentes en las células son capaces de eliminarlos. Sin embargo, algunas condiciones
ambientales adversas al organismo, causan un exceso de ROS, ya que conducen al
desequilibrio entre produccion y degradacion de ROS. Este proceso se conoce como
estrés oxidativo [327].

Una de las reacciones mas destacadas que producen los ROS, es la peroxidacion de
lipidos de la membrana [325], dando lugar al malonil dialdehido (MDA) que es un
producto secundario final proveniente de la oxidacién de los acidos grasos
polinsaturados y se considera un indice caracteristico indicador de la peroxidacién
lipidica. EIl MDA actla como mutageno enddgeno y se forma a través de la auto-
oxidacion y degradacién enzimatica de los acidos grasos polinsaturados en las células.
Sinnhuber en 1958 [328]; Heath y Packer en 1968 [329]; Pelle en 1990 [330]; Du y
Bramlage en 1992 [331] y Delong y Steffen en 1997 [332] ya utilizaron la reaccidn del
MDA con dos moléculas de acido tiobarbiturico (TBA) como medida de la peroxidacién
lipidica y por tanto, la presencia de ROS en las células. La reaccion de MDA con TBA
produce un cromégeno rojizo con una absorbancia maxima a 532 nm [333] y por tanto
medible y cuantificable con un espectrofotometro.

Las siguientes disoluciones son necesarias para llevar a cabo la determinacién
espectrofotométrica del MDA [333]:

1) Disolucién de TBA®, la cual se almacena en condiciones de oscuridad a 42C y en
agitacion. Estd constituida por 20 g de acido tricloroacético (Sigma-Aldrich®), 0,01 g de
hidroxitolueno butilado (SAFC®) y 0,65 g de acido tiobarbiturico (Sigma-Aldrich®). Todo
ello aforado a 100 mL con agua MilliQ®. Esta disolucién se denominé “Disolucién TBA™
por contener acido tiobarbiturico.

2) Disolucion de TBA', la cual se almacena en frio. Se prepara con 20 g de acido
tricloroacético y 0,01 g de hidroxitolueno butilado y se afora a 100 mL con agua
MilliQ®. Esta disolucion se denomind “Disolucién TBA™” por no contener acido
tiobarbiturico.

3) Ademas es necesario utilizar Etanol al 80 % (v/v).

4) A continuacién se ponen en contacto 300 mg de los materiales que se desean
evaluar con 10 mL de un cultivo estacionario de S.aureus y se deja incubar una noche.
5) Al dia siguiente, se centrifugan a 10000 rpm durante 10 minutos en la centrifuga
(Jouan® B4i), eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet obtenido en 1 mL
de Etanol 80 %. Para hacer la extraccion se someten las muestras a sonicacion en frio
con un dedo sonicador (Branson® Sonifier Digital 250) en dos ciclos de 30 segundos y
15 segundos con un intervalo de vdirtex de 1 minuto. También se realiza una
homogenizacidon antes y después de sonicar. Se realizan tres extracciones de esta
misma manera.

6) Seguidamente, se prepara el blanco, utilizando Etanol 80 % y las muestras para ser
medidas en el espectrofotometro (Agilent® 8453) a 440 nm, 530 nm y 600 nm. Para el
blanco se necesitan 2 mL de Etanol 80 % y 2 mL de TBA"y TBA, y para las muestras 1
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mL del resultado obtenido de las tres extracciones (extracto) y 1 mL de TBA*y TBA', de
tal forma que se utiliza un blanco de TBA" y otro de TBA’, y de cada muestra, una con
TBA"y otra con TBA™-.

7) A continuacion, se incuban las muestras tapadas durante 25 minutos a 952C en la
estufa (Memmert®) y después se dejan enfriar en la camara fria durante 10 minutos.

8) Terminado el proceso de extraccion y obtenidas las rectas de calibracion
correspondientes las muestras fueron analizadas mediante espectrofotometria.

La determinacion de los equivalentes de Malonil Dialdehido en nmol/mL, se llevé a
cabo utilizando las siguientes ecuaciones:

A= [(Absorbancia 532 TBA') - (Absorbancia 600 TBA") - (Absorbancia 532 TBA') —
(Absorbancia 600 TBA')]

B= [(Absorbancia 440 TBA") — (Absorbancia TBA") x 0,0571]

Equivalentes MDA (nmol/L)= (A — B/ 157000) x 10°

2.8 PREPARACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA EL MICROSCOPIO ELECTRONICO
DE BARRIDO (SEM)

Para poder visualizar muestras en el SEM es necesario fijar y deshidratar las muestras
bioldgicas sin perder su morfologia estructural, ya que al hacerse vacio en el interior
del microscopio las muestras colapsarian por pérdida del agua contenida en ellas y no
seria posible la observacién de su morfologia. Se han visualizado tanto muestras de
bacterias en suspension que estaban en contacto con los materiales de interés como
muestras fijadas como biofilm en la superficie de estos mismos materiales.

El protocolo de fijacién seguido para las muestras en suspension y para el material
biolégico soportado sobre el material inorgdnico se ha llevado a cabo en viales de 1,5
mL. Para muestras que son piezas o que son facilmente manipulables con pinzas se ha
realizado en placas microtiter de 12 pocillos.

En el caso de las muestras tratadas en viales de 1,5 mL, la eliminacién de los
componentes, es decir, el medio de cultivo y el metanol y el tampdn de glutaraldehido
utilizados en la fijacion y deshidratacion de la muestra, se realiza por centrifugacién a
8000 rpm durante 5 minutos. Para las muestras sélidas, la eliminacién de los
componentes nombrados anteriormente, se lleva a cabo cambiando la pieza de un
pocillo a otro mediante pinzas previamente esterilizadas en autoclave.

Lo primero que se ha de realizar en este protocolo es fijar la muestra con tampon de
cacodilato de sodio con 2.5 % en peso de glutaraldehido 50 % en peso en aguay 0,1 M
en sacarosa. Se afiade 1 mL de este tampdn a un pocillo de la placa microtiter donde
estan las muestras sélidas 6/y 1 mL al pellet de bacterias o bacterias-material polvo, en
las que se ha desechado el sobrenadante. Se deja 1 hora y 30 minutos a 372C.

Para preparar el tampon se disuelven 320 mg de Cacodilato de sodio trihidratado
(Sigma-Aldrich®) en 20 mL de agua destilada. Seguidamente a 19 mL de esta disolucién
se anade 1 mL de glutaraldehido 50% en peso en agua (Sigma-Aldrich®), y 60 mg de
Sacarosa (Sigma-Aldrich®).
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Posteriormente es necesario hacer gradientes de deshidratacion a temperatura
ambiente de la siguiente manera:

= Metanol (Sigma-Aldrich®) 30% (v/v) 5 minutos (2 veces)

= Metanol 50% (v/v) 5 minutos (2 veces)

= Metanol 70% (v/v) 5 minutos (2 veces)

= Metanol 100% (v/v) 10 minutos (2 veces)

=  Metanol (Sigma-Aldrich®) 100% anhidro (v/v) 5 minutos (2 veces)

Finalmente las muestras se guardan en la nevera hasta su visualizacién al microscopio
electrdénico. Con esta deshidratacion progresiva se trata de preservar la morfologia de
las células para que se aproxime en mayor medida a su estructura real en condiciones
fisioldgicas.

2.9 PREPARACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA EL MICROSCOPIO OPTICO
INVERTIDO DE FLUORESCENCIA

El microscopio de fluorescencia nos ha permitido visualizar el comportamiento del
exopolisacarido que forma el biofilm en presencia y ausencia del acido peroxiacético
36-40 % en peso estabilizado en acido acético (PAA) (Sigma-Aldrich®).

Para ello se llevaron a cabo dos tipos de pruebas. La primera para ver como el PAA
inhibié la formacion del biofilm en un portaobjetos, y la segunda para determinar
como el PAA elimina el biofilm formado sobre otro portaobjetos. Se eligié como
soporte un portaobjetos de vidrio por diferentes motivos: Entre ellos, es una superficie
lisa y facilmente manipulable. Esta demostrado que esta cepa es capaz de formar
biofilm sobre vidrio [320, 334]. Y por ultimo, la muestra ha de ser vista en un
microscopio, por lo que se facilita el manejo de la muestra trabajando directamente
sobre dicho portaobjetos.

La primera prueba se llevd a cabo de la siguiente manera: Se obtuvo un cultivo
estacionario de 20 horas al cual se afiadieron 40 mL a un recipiente Pirex® de 100 mL
previamente esterilizado, con un portaobjetos estéril en su interior y 40 mL a otro
recipiente Pirex® de 100 mL que también contenia otro portaobjetos estéril. A un
recipiente Pirex® se le afiadié 90 pL de PBS y al otro 90 uL de PAA. Estos 90 uL de PAA
corresponden a la proporcién de PAA que estd contenido en la zeolita (medido
mediante termogravimetria) que se afiade a los 2 mL de cultivo estacionario para
hacer los ensayos bactericidas. Pasadas 3 horas se sacaron los portaobjetos de ambos
recipientes Pirex® y se lavaron con 1 mL de PBS, para eliminar aquellas bacterias no
adheridas y por tanto que no formaban parte del biofilm. Seguidamente se anadié el
reactivo para la visualizacidon posterior del biofilm, que es 1 mL de Calcofluor White
Stain (Sigma-Aldrich®) y 1 mL de KOH, (Panreac®) 10%. Se dejé actuar durante un
minuto y se retiré el exceso de reactivo con papel. A continuacidon se guardd en
oscuridad para seguidamente ver las muestras al microscopio. Es importante recalcar,
gue tanto la muestra control (con PBS) como la muestra problema (con PAA) fueron
tratadas de la misma manera y con los mismos tiempos.

La segunda prueba consistié en inocular una colonia en dos recipientes Pirex® de 100
mL con 40 mL de TSB, ambos con un portaobjetos estéril dentro. Los dos recipientes se
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incubaron a 372C durante una noche para permitir la formacién del biofilm en la
superficie del portaobjetos. Al dia siguiente se sacaron los portaobjetos y uno se lavd
con 10 mL de PBS y otro con 10 mL de una dilucidén que contenia 40 mL de PBS y 90 pL
de PAA. Como se ha comentado anteriormente esta cantidad de PAA anadida es la
proporciéon de PAA que hay adsorbida en los microporos de los 60 mg de zeolita que se
aflade a los 2 mL de cultivo estacionario para hacer los ensayos bactericidas.
Seguidamente, se trataron y se guardaron las muestras de la misma manera que se ha
comentado anteriormente.

El microscopio usado para visualizar las muestras fue un microscopio optico invertido
de fluorescencia. NIKON® ECLIPSE TE2000-S, y se utilizé el filtro azul para visualizar y
obtener las fotografias. Para poder examinar la muestra hace falta aplicarle luz UV, y
para ello se usé la lampara UV NIKON® Super high pressure mercury lamp. Power
supply. Modelo C-SHG1.

Las fotografias fueron tomadas con una camara monocromatica acoplada al
microscopio. La cdmara utilizada fue de la marca NIKON®, modelo TE-PSE30 con un
controlador Hamamatsu® Orca-er, modelo CA742-80-12AG. El programa usado para
capturar y visualizar las imdagenes en el ordenador fue el Nis-Elements® D.2.30. Al ser
una camara monocromatica las fotografias fueron obtenidas en escala de grises, por la
tanto para dar color azul a las muestra, color que se observaba por los oculares, se
utilizo, el programa Adobe Photoshopll], tratando a todas las fotografias comparadas
de muestras control y muestras problemas de la misma manera, es decir, con los
mismos niveles de colores, sombras, luces e intensidades. Para poder cuantificar la
intensidad de cada fotografia comparada, se realizd un grafico longitud de la fotografia
frente a la intensidad media de los pixeles en la direcciéon vertical, mediante el
programa Imagel® (National Institutes of Health).

2.10 SINTESIS HIDROTERMAL DE LOS NANOHILOS DE PLATA

La sintesis hidrotermal de los nanohilos de plata se llevd a cabo en un autoclave como
el que aparece representado en la Figura 2.4, el cual fue disefiado y fabricado por el
grupo de trabajo por el Servicio de Mecdanica de Precisiéon del Centro Politécnico
Superior de la Universidad de Zaragoza.
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Figura 2.4. A) Componentes de la autoclave. B) Esquema de la autoclave
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Se observa en dicha figura que el autoclave, consta de una estructura de acero
inoxidable y un cuerpo interno extraible de teflon. La estructura de acero inoxidable
esta formada por un disco base, un cuerpo de acero, un disco de rotura, dos piezas de
sellado separadas por un muelle y una tapa roscada. En su interior se sitla el cuerpo
de teflén de 43 cm® de capacidad, formado por un cilindro y una tapa. El sistema
permite soportar una presion maxima de 1200 kPa.
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3. PLATA IONICA

En este capitulo se muestran los procedimientos, sintesis, ensayos bactericidas vy
resultados que involucran a los materiales utilizados en este trabajo que poseen y
liberan plata en forma idnica.

3.1 ZEOLITAS
3.1.1 Zeolitas: ZSM5 intercambiada con plata

El material objeto de estudio fue la zeolita ZSM5. Esta zeolita se obtuvo
comercialmente en forma de NH4-ZSM5 (Zeolyst™). De acuerdo con los datos
aportados por el fabricante, se caracteriza por tener una relacién molar SiO,/Al,03 de
30 y una superficie especifica de 400 mz/g.

Para poder intercambiarla con el nitrato de plata y asi obtener la ZSM5 intercambiada
con plata (Ag-ZSM5) fue necesario pasar de la forma amadnica de la ZSM5 (NH4-ZSM5) a
la forma protdénica (H-ZSM5). Para ello se calciné en una mufla (modelo PR 1000,
Hobersal®, Barcelona, Espafia) a 5502C durante 8 horas, con una rampa de ascenso de
temperaturas de 12C por minuto. De esta manera se obtuvo la H-ZSM5 vy asi se pudo
intercambiar ésta con el nitrato de plata. Para ello se afiadieron 3 g de H-ZSM5y 12 mL
de nitrato de plata solucion estandar para absorcién atémica 1% en peso (HNOs) de
1000 ppm (Sigma-Aldrich®). El intercambio se hizo durante 24 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad en una placa de agitacion magnética (Stuart®). Una vez
llevado a cabo dicho intercambio se filtro por gravedad con papel de filtro y al dia
siguiente se recogio el polvo obtenido una vez seco en viales cerrados y conservados
en ausencia de luz, denominandolo Ag-ZSM5 [111].

3.1.2 Pastillas de ZSM5

Para poder demostrar si las bacterias formaban biofilm sobre la ZSM5 de una manera
natural, se prepararon unas pastillas de 13 mm de diametro. Para ello, se hicieron
pastillas con una masa total de 150 mg las cuales llevaban un 12% en peso de un
polimero ligante (fluoruro de polivinilideno (Sigma-Aldrich® Saint Louis, MO, USA) para
dar cohesion a la pastilla y evitar que se deshiciera en contacto con el cultivo
estacionario. Se mezclaron 132 mg de ZSM5 y 18 mg de fluoruro de polivinilideno en
presencia de acetona. Una vez evaporada la acetona, se realizaron las pastillas en una
prensa del laboratorio (Lightpath; Optical (UK) Ltd.) con una presion de 12 Ton durante
1 minuto.

En contrapartida, se observd que la presencia de esta sustancia ligante facilitaba la
formacién de biofilm. Por otro lado, el ligante no quedd uniformemente repartido por
la pastilla, por lo que los estudios de formacién de biofilm no fueron reproducibles.
Como se pudo observar, al ser el fendmeno de produccién de biofilm un fenémeno de
superficies, era critico el cuantificar y homogeneizar la cantidad de ligante expuesto en
superficie comparada con la cantidad de zeolita presente en la misma. Se pudo
observar mediante SEM que la dispersion del ligante, pese a utilizarse intensa agitacion
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durante la preparacion de la dispersién, no era homogénea por lo que la adhesién
bacteriana tampoco lo era.

3.1.3 Zeolitas comerciales con plata

Para poder realizar ensayos comparativos con la ZSM5 intercambiada con plata, se
adquirieron dos zeolitas comerciales, en ambos casos fue mordenita, pero una en
forma de pellets de 1,6 mm y con un 15-20% de plata (Sigma-Aldrich®) y otra en forma
de granular con una concentracion de 20 y 35 % de plata (Sigma-Aldrich®).

3.1.4 Caracterizacion de las zeolitas con plata

A continuacién se muestran diferentes técnicas que se usaron para poder caracterizar
las zeolitas

= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

A continuacioén en la Figura 3.1 aparecen tres fotos de NH4-ZSM5, H-ZSM5 y Ag-ZSM5.
En ella podemos observar que la forma amédnica comercial, ya tiene los cristales con las
aristas redondeadas, lo que puede ser debido al tratamiento bdasico que sufren
industrialmente los cristales de ZSM5. También observamos que tanto el proceso de
calcinacién como el proceso de intercambio idnico no afectan a la estructura ni a la
forma de los cristales.

Figura 3.1. Microfotografias de SEM mostrando la morfologia de las muestras de
zeolita ZSM5 de distintos estudios: A) NH4-ZSM; B) H-ZSM5 y C) Ag-ZSM5

Seguidamente se muestran fotos de las zeolitas comerciales con plata, tanto la que
tiene forma granular como la que tiene forma de pellet. De esta manera podemos
observar la formay la estructura que forman estos materiales.
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Figura 3.2. Microfotografias de SEM mostrando la morfologia de las muestras de
zeolita modernita comercia A) La que presenta forma de pellet; B) La que presenta
forma granular

Finalmente, se muestra la zeolita comercial NH;-ZSM5 en forma de pastilla. En ella
podemos observar como se ha formado un biofilm bacteriano en 24 horas de
incubacién con la bacteria S. aureus. De esta manera vemos como las bacterias (en
forma esférica en la imagen) son capaces de cubrir los cristales de la zeolita que
forman las pastillas (cristales de forma hexagonal).

Figura 3.3. A) y B) Microfotografias de SEM mostrando el biofilm formado sobre
pastillas de zeolita comercial NH,-ZSM5. Se puede observar como las bacterias,
dispuestas en biofilm, recubren los cristales de la zeolita NH4;-ZSM5

= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
Mediante esta técnica se pudo observar las caracteristicas de los materiales utilizados.

En la Figura 3.4, podemos observar la zeolita comercial NH4;-ZSM5, en ella se observan
los planos caracteristicos de este material.
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Figura 3.4. A) y B) Microfotografias de TEM. Se pueden observar los cristales de la
zeolita comercial NH4-ZSM5. En la microfotografia B, se muestra la geometria del
cristal e incluso, se puede observar los poros de este material

Seguidamente en la Figura 3.5, se muestra la Ag-ZSM5. En ella se puede observar
agrupamientos de nanoparticulas de plata metalica depositada en la superficie de los
cristales (circulos discontinuos en rojo).

200 nm 100 nm
—

Figura 3.5. A) y B) Microfotografias de TEM mostrando los cristales de la zeolita
intercambiada Ag-ZSM5. En ellas se han redondeado los depdsitos de plata metdlica
de diferente tamarfio formados durante el intercambio con AgNO3

También, mediante esta técnica se han podido constatar diferencias significativas
entre las zeolitas comerciales intercambiadas con plata, asi como las diferencias con la
Ag-ZSM5 preparada en el laboratorio mediante intercambio idnico. La principal
diferencia es la cantidad de plata presente en la superficie de los cristales zeoliticos.
Dicha plata puede estar constituida por pequefios agrupamientos atémicos o por
aglomerados de nanoparticulas de plata. En las dos zeolitas comerciales se pueden
observar numerosos agrupamientos de plata metdlica depositada, mientras que en la
Ag-ZSM5, en la figura anterior, son muy poco abundantes, debido a la baja
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concentracion de plata utilizada durante el intercambio (cercana 0,2 % en peso, ver
Tabla 3.7).

Figura 3.6. Imdgenes de TEM de A) Zeolita comercial granular B) Zeolita comercial en
forma de pellet. Los agrupamientos mds oscuros corresponden a la plata metdlica. Si
comparamos estas fotografias con las de la Figura 3.5 en las que aparece la Ag-ZSM5,
se puede constatar la mayor presencia de agrupamientos de plata en estas zeolitas
comerciales

= DIFRACCION DE RAYOS X

Mediante esta técnica se pudo demostrar la cristalinidad de la zeolita comercial NH;-
ZSM5, antes y después de la calcinacidn, y tras el intercambio idnico con plata. Las
muestras se han comparado con un patrén de la ZSM5 y en todos los casos se observé
la aparicién de todos los picos caracteristicos de este material. No se observaron picos
caracteristicos de difracciones causadas por plata metalica o por nitrato de plata.

NH4-ZSM5

H+-ZSM5

Intensidad (u.a)

Ag-ZSM5

h Ju.. Patrén ZSM5

L L B B L BLI L B B L N B B BELE B BELI B L |
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20

Figura 3.7. Resultados de la difraccion de rayos X de NH,-ZSM5, H-ZSM5 y Ag-ZSM5. En
esta figura se puede observar como todos los materiales mantienen los picos
caracteristicos del patron del ZSM5
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Ademas se pudo demostrar que aunque los cristales que aparecian en las fotografias
obtenidas por microscopia electronica de barrido tenian las aristas redondeadas y en
algunos casos parecian carentes de forma cristalina regular, la difraccidon de rayos X
demostrd que estos cristales mantenian su estructura cristalina intacta después de
todos los tratamientos realizados.

El analisis del tamafio de la celda unidad aplicando la ecuacién de Scherrer permitié
demostrar que el tamafio de la celda se expandié de 20,5 nm en H*-ZSM5, a 23 nm en
la zeolita Ag-ZSM5 después del intercambio. Sin embargo, como se muestra en la
Figura 3.7, no se observaron picos de difraccién que potencialmente podrian haber
producido agrupamientos de plata metalica o el nitrato de plata.

= ESPECTROSCOPIA DE FOTOELECTRONES EMITIDOS POR RAYOS X

Con la ayuda de esta técnica, se logré obtener el porcentaje en peso de plata que
posee la zeolita intercambiada con plata, Ag-ZSM5. A continuacion en la siguiente
tabla, se muestran los valores obtenidos para algunos de los diferentes lotes de Ag-
ZSMS5 obtenidos durante el desarrollo de este trabajo:

Tabla 3.1. Resultado de XPS de diferentes muestras de Ag-ZSM5

Material % de plata en peso
AgZSM5_A 0,21%
AgZSM5_B 0,22%
AgZSM5_C 0,15%
AgZSM5_D 0,11%
MEDIA 0,17%

Pese a ser una técnica superficial, se investigd si dicha composicién se mantenia
constante a lo largo de todo el espesor de la muestra. Mediante el andlisis de la
descomposicion de perfiles obtenidos utilizando la técnica de eliminacion de capas
sucesivas del material mediante el bombardeo idnico (depth profiling) desde el
exterior hacia el interior de la muestra se obtuvieron valores similares en todo el
material analizado. Es decir, la composicion superficial y la composicion en el interior
del cristal analizado se mantenia constante.

= ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA
Por medio de esta técnica, se han podido determinar diferentes variables:

1. Cantidad de plata total intercambiada en la zeolita:

= Mediante digestion del material con agua regia. La mezcla de acido nitrico y acido
clorhidrico fue capaz de disolver la estructura de la zeolita quedando en disoluciéon
la plata, la cual se pudo medir mediante esta técnica.

= Mediante intercambio con nitrato de sodio. La Ag-ZSM5 se intercambid con nitrato
de sodio. De esta manera, el catién sodio desplazo el catidn plata de la estructura
de la ZSM5 quedando como Na-ZSMS5, y la plata volvia a la disolucion. Se midio la
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concentracion de plata que contenia dicha disolucién y por tanto, se conseguia
conocer la plata que formaba la Ag-ZSM5.

= Mediante la medicidon de la plata que queda después del intercambio. La H-ZSM5 se
intercambid con una solucién que contenia una concentracidon conocida de nitrato
de plata para obtener Ag-ZSM5. Seguidamente, se analizé la cantidad de plata que
quedaba en esta solucidn de nitrato de plata, y por tanto, se pudo averiguar la
cantidad que se habia intercambiado y daba lugar a Ag-ZSM5.

Los tres procedimientos anteriores proporcionaron valores comparables de la carga

total de plata en la zeolita.

2. Cantidad de plata que se liberé al medio de cultivo (TSB):

= Plata total en el sobrenadante con tamafio superior a 5 nm. Con bacterias y sin
bacterias. Se realizo la centrifugacion para eliminar los restos del material estudiado
y/o bacterias mediante el uso de tubos Falcon® de centrifuga convencionales, es
decir, sin filtro. Se evitd la presencia de particulas macroscdpicas en la dispersién a
analizar.

= Plata total en el sobrenadante con tamafo inferior a 5 nm. En la centrifugacion para
obtener la muestra sin restos de material para ser analizados, fueron utilizados
tubos de centrifuga con unos filtros incorporados (Amicon Ultra centrifugal filter
units, Millipore®). Estos filtros evitaron la presencia de particulas superiores a 5 nm.

1. Cantidad de plata que se intercambid en la zeolita

Para saber la cantidad de plata que contenia el material, se hizo una digestion de éste
con agua regia. Concretamente, se pusieron en contacto 50 mg del material en 40 mL
de agua regia en digestores de teflon aptos para el reactor de microondas (Milestone,
Ethos plus) y se mantuvo una potencia maxima de 800 W con una temperatura de
2009C durante 30 minutos. Seguidamente, las muestras obtenidas se dejaron enfriar y
se aforaron hasta 50 mL.

Estas muestras fueron medidas mediante espectroscopia de absorcidn atdémica
obteniéndose el contenido en plata (mg/L) que hay en la solucidn. Los resultados

obtenidos mediante esta técnica fueron muy similares a los obtenidos mediante XPS:

Tabla 3.2. Resultados de AAS de la digestion de diferentes Ag-ZSM5

Material % de plata en peso
AgZSM5_A 0,19%
AgZSM5_B 0,19%
AgZSM5_C 0,20%
AgZSM5_D 0,23%
MEDIA 0,2%

Otra manera de poder conocer la cantidad de plata que hay en la zeolita
intercambiada con este metal fue haciendo un intercambio con nitrato de sodio en
ausencia de luz, renovando el medio cada 8 y 24 horas con el objeto de reemplazar
toda la plata idnica intercambiada por el catidon sodio y analizar en disolucion la
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cantidad de plata idnica liberada al medio (isoterma de intercambio). A los tiempos
determinados, se centrifugd el material con la solucidon de nitrato de sodio a 10000
rom durante 10 minutos, el sobrenadante se analizd mediante espectroscopia de
absorcién atdmica y el precipitado resultante de la centrifugacion se resuspendid con
una solucion fresca de nitrato de sodio de concentracidon conocida para seguir
intercambiando la plata. El proceso se repitid a los tiempos determinados. Para ello se
hicieron diferentes experimentos con distintas concentraciones de nitrato de sodio.
Primero se usd una concentracion de 8,7 mM de nitrato de sodio, y 0,037 g de Ag-
ZSM5. Se guardaron las muestras renovando el medio a 8, 24, 32, 48 y 72 horas. En la
Tabla 3.3 se muestran los datos obtenidos en (mg/L o ppm) y el tanto por ciento en
peso de plata correspondiente a esta Ag-ZSM5 calculado a partir de los datos
obtenidos en absorcion atomica.

Tabla 3.3. Resultados de AAS y % en peso de plata tras intercambio con 8,7 mM de

NaNOsy 0,037g de Ag-ZSM5
Renovacién Tiempos (h) mg/L de plata
1 0-8 5,547
2 8-24 1,665
3 24-32 0,907
4 32-48 0,847
5 48-72 0,864

% en peso de plata 0,16%

También usando la misma concentracion de nitrato de sodio de 8,7 mM, se pusieron
0,185 g de Ag-ZSM5 vy se afiadié un tiempo de renovacién del medio, es decir, una
renovacion intermedia a las 56 horas entre los tiempos de 48 horas y 72 horas. En la
Tabla 3.4, se muestran los resultados obtenidos de la misma manera que se han
explicado anteriormente.

Tabla 3.4. Resultados de AAS y % en peso de plata tras intercambio con 8,7 mM de
NaNOsy 0,185 g de Ag-ZSM5

Renovacion | Tiempos (h) mg/L de plata
1 0-8 5,116
2 8-24 1,236
3 24-32 0,689
4 32-48 0,608
5 48-56 0,604
6 56-72 0,648
% en peso de plata 0,15%

En conclusién, se pudo observar que los resultados eran comparables, con un 0,16 %
en peso de plata en el primer experimento y un 0,15 % en peso de plata en el segundo
experimento.
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Otro método para determinar la cantidad de plata que hay en la Ag-ZSM5, fue medir
por espectroscopia de absorcidon atdmica, la concentracion de la disolucién de nitrato
de plata que queda tras el intercambio con H-ZSM5. De esta manera se pudo calcular
el tanto por ciento en peso de plata que hay en la Ag-ZSM5 ya que se conocia la
cantidad de H-ZSM5 que se puso, de 3 g, y la cantidad de nitrato de plata solucién
estandar para absorcidon atdmica 1% en peso (HNOs) de 100 ppm (Sigma-Aldrich), de
12 mL.

Tabla 3.5. Resultados de % en peso de plata de 2 lotes diferentes de Ag-ZSM5,
midiendo la cantidad que queda de plata tras el intercambio

Material % en peso de plata
AgZSM5_A 0,19%
AgZSM5_B 0,21%

MEDIA 0,2%

Por lo tanto, se pudo observar que la cantidad de plata en la zeolita intercambiada,
resulto muy similar entre los diferentes métodos usados. En la siguiente tabla se
resumen todos los valores y métodos usados, asi como un valor medio calculado de
tanto por ciento en peso de plata:

Tabla 3.6. Resultados de % en peso de plata de Ag-ZSM5, obtenida por diferentes

meétodos y medida por AAS
Método % en peso de plata
Digestion Microondas-Agua regia 0,2%
Intercambio 8,7mM NaNOs-0,037g Ag-ZSM5 0,16%
Intercambio 8,7mM NaNOs-0,185g Ag-ZSM5 0,15%
Resto del intercambio 0,2%
MEDIA 0,18%

Finalmente, en la Tabla 3.7 se resume el porcentaje en peso de plata que hay en la Ag-
ZSM5 medida por espectroscopia de fotoelectrones emitidos por Rayos X y por
espectroscopia de absorcion atémica.

Tabla 3.7. Resultados de % en peso de plata de Ag-ZSM5, obtenida por dos técnicas:

XPS 'y AAS
Método % en peso de plata
XPS 0,17%
AAS 0,18%
MEDIA 0,175 %

En conclusion, tres técnicas analiticas independientes (XPS, AAS y realizacion de la
isoterma de intercambio) condujeron a resultados similares para cuantificar la
cantidad de plata idnica intercambiada en la red zeolitica.
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Apuntar, que para el caso de las zeolitas comerciales intercambiadas con plata en
forma granular y de pellet, no se llevaron a cabo ninguno de estos andlisis para
determinar la cantidad de plata contenida ya que este dato venia suministrado por el
fabricante, tal y como se ha explicado en el apartado 3.1.3.

2. Cantidad de plata que se liberd al medio de cultivo (TSB)

A continuacion se muestra la cantidad de plata liberada al medio de cultivo bacteriano
(TSB) procedente de diferentes lotes de Ag-ZSM5, y de zeolitas comerciales (forma de
pellets y forma de granular), a 4, 6 y24 horas, sin renovacién del medio. Para realizar
este experimento, se pusieron en contacto 300 mg de los diferentes materiales con 10
mL de TSB en tubos Falcon® estériles. Para cada tiempo se utilizé un tubo de ensayo (o
dos en los casos que se hicieron réplicas), por lo que no hubo renovacién del medio.

Los tubos se colocaron en un agitador orbital (IKA®, modelo KS130) a 372C y en
ausencia de luz, con una agitacion de 350 rpm. A los tiempos determinados, los tubos
se sacaron y se centrifugaron durante 10 minutos a 10000 rpm. Los sobrenadantes se
guardaron en frio, oscuridad y en condiciones de esterilidad hasta ser medidos
mediante espectroscopia de absorcion atémica. Los pellets fueron desechados.

En la siguiente Figura 3.8 se muestran los valores de plata en mg/L detectados en los
sobrenadantes a 4, 6 y 24 horas. Tanto en las zeolitas comerciales como en la Ag-
ZSMS5, la cinética de liberacion fue similar. En las primeras 4 horas ya se libero casi toda
la plata, aumentando la concentracién de plata entre un 8% y un 15% en el tiempo de
24 horas respecto al tiempo de 6 horas analizado.

En la liberacion de plata procedente de las zeolitas comerciales, cada punto es la
media de dos liberaciones diferentes. Se obtuvo una buena reproducibilidad para
todos los tiempos, siendo la variacion de las medidas efectuadas de + 0,67 g/mL en el
caso de la forma de pellets y + 0,71 g/mL para la forma granular. Se observé que son
estas zeolitas comerciales las que mas cantidad de plata liberan al medio de cultivo y
de una manera mas reproducible en todos los experimentos, tal y como cabia esperar
por su constante y elevada carga inicial de plata.

La liberacion de plata de los diferentes lotes de Ag-ZSM5 no fue tan reproducible. La
media de liberacion fue de 24,68 mg/L + 12,83 mg/L a las 24 horas. Sin embargo, hubo
tres lotes, que se alejaban de este valor medio, uno era muy elevado (51,26 ppm a 24
horas) y otros dos muy inferiores a esta media (9,785 ppm y 10,797 ppm a 24 horas).
Las otras cinco liberaciones variaron entre 22,56 mg/Ly 29,41 mg/L a 24 horas con una
desviacién estandar de + 2,74 mg/L. La variacion de liberacién de plata procedente de
los tres lotes de Ag-ZSM5 fue debida, a pequefias variaciones en la temperatura
ambiental y en el grado de agitacion durante el intercambio.
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Capitulo 3. Plata idnica

Tabla 3.8. Valores de plata liberada a las 24 horas por los lotes de Ag-ZSM5 y la
media de estos valores. Datos obtenidos por AAS

Media de plata
Plata liberada en mg/L por los lotes de liberada en mg/L de
Ag-ZSM5 a las 24 horas los ocho lotes a las
24 horas
9,785
10,797
22,555
22,950 24,677
24,975
25,680
29,414
51,260
60 -
Ag-ZSM5
>0 1 Granular
—A Pellets
40 A
E
Q.
230 N
% ///"E
€ = 1
a
27 : B/B/a Ag-ZSM5
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Figura 3.8. Liberacion de plata medida por AAS a 4, 6 y 24 horas. Los tridngulos en
azul corresponden a los pellets. Los rombos en rojo a la forma granular. Los cuadrados
en diferentes gamas de verde a los diferentes lotes de Ag-ZSM5

Por otro lado, se comparé la liberacion de plata procedente de la Ag-ZSM5 en dos

medios de cultivo diferentes. Uno es el medio de cultivo para bacterias usado
comunmente que es el TSB, y otro es un medio de cultivo especialmente dirigido al
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crecimiento de hongos que es el YNB (ver composicién de los medios en el apartado

2.2.2).

Se hicieron liberaciones de dos lotes de Ag-ZSM5, y en ambos casos se demostré la
importancia de la composicién del medio de cultivo, ya que ambos lotes liberados en
medios diferentes dieron resultados de hasta 10 veces menos mg/L de plata en YNB.
La diferencia puede ser debido a diversas razones, tales como la concentracion de

cationes en el medio (que afecta a la fuerza impulsora para el intercamb

io idnico) o la

viscosidad del medio (que afecta al coeficiente de transferencia de materia), ya que
este ultimo medio (YNB), tiene muchos mas compuestos, como mayor concentracién
de aminoacidos que pudieran forman complejos con la plata liberada y precipitar [189,
200, 335, 336], y por tanto, no pudieron ser detectados en espectroscopia de

absorcion atdmica.
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Figura 3.9. Liberacion de plata medida por AAS a 4, 6 y 24 horas en dos medios de
cultivo: TSB 'y YNB. Lote A de Ag-ZSM5 en TSB (Triangulos rojos vacio). Lote A
Ag-ZSM5 en YNB (Tridngulos rojos llenos). Lote B Ag-ZSM5 en TSB (Cuadrados
verdes vacios). Lote B Ag-ZSM5 en YNB (Cuadrados verdes llenos)

También se estudid la diferencia entre la liberacidon de plata al medio de cultivo TSB
estéril y liberacion de plata en cultivo estacionario. Con la AgZSM5 vy la zeolita
comercial en forma de pellet, la liberacion y presencia de plata fue mayor en el medio
de cultivo estéril, sin bacterias. En cambio, con la zeolita comercial granular se obtuvo
mas plata cuando existian bacterias en el medio, indicando que la liberacion de plata
depende del medio de cultivo y que no se puede generalizar en cuanto a su influencia

en la cantidad de plata liberada a dicho medio. De hecho, el efecto de Ia

presencia de

bacterias puede variar también dependiendo de la fase en que se encuentra el cultivo,
o los metabolitos secretados por éstas. También es importante considerar la
concentracion de iones cloruro en cada uno de los medios ya que se ha demostrado
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como a bajas concentraciones de dicho anion la plata precipita pero a mayores
concentraciones puede formar compuestos solubles [200] .

257 Granularen TSBy CE

Ag-ZSM5 en TSB
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Figura 3.10. Liberacion de plata medida por AAS a 4, 6 y 24 horas con y sin bacterias
en el medio: Ag-ZSM5 en TSB (Cuadrados verdes vacios). Ag-ZSM5 en Cultivo
estacionario (CE) (Cuadrados verdes llenos). Pellets en TSB (Tridngulos azules vacios).
Pellets en Cultivo estacionario (CE) (Triangulos azules llenos). Granular en TSB (Romos
rojo vacios). Granular en Cultivo estacionario (Rombos rojos llenos)

También debe tenerse en cuenta que todas estas medidas se hicieron, como se ha
comentado anteriormente, con los sobrenadantes, por lo que se midieron todas
aquellas formaciones, nanoparticulas, complejos... [337, 338] que pudieron haberse
formado entre la plata liberada y los compuestos que forman parte del medio de
cultivo, y quedan en el sobrenadante y no en el precipitado de la centrifugacion.

Para medir solamente la plata liberada como plata idnica o presente como
agrupamientos atémicos de reducido tamafio, en el momento de la centrifugacidn, se
usaron unos tubos de centrifuga con unos filtros incorporados (Amicon Ultra®
centrifugal filter units, Millipore®) que evitaron que en el sobrenadante hubieran
formaciones superiores a 5 nm.

i}
1'IIIiII

Figura 3.11. Tubos con filtros incorporados (Amicon Ultra® centrifugal filter
units, Millipore®)
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Como podemos observar en la Figura 3.12, al contabilizar sdlo la plata inmediatamente
disponible, su concentracién se reduce en gran medida.

En el caso de la zeolita comercial en forma de pellet se pasa de 46,123 ppm liberadas
al medio a 5,65 ppm. Para la zeolita comercial en forma granular se reduce de 50,281
ppm a 5,28 ppm. Y, por ultimo, en el caso de la Ag-ZSM5 se consigue disminuir la
liberacion de plata desde un valor medio de 24,68 ppm resultado de los diferentes
ensayos (Tabla 3.8. Valores de plata liberada a las 24 horas por los lotes de Ag-ZSM5
y la media de estos valores. Datos obtenidos por AAS.) a 6,25 ppm.

Gracias a este nuevo método de contabilizacién, se pudo concluir que el material que
mas plata activa liberd es la Ag-ZSM5. De esta manera, se demostré que las otras dos
zeolitas comerciales liberaban la mayor parte de plata en forma de nanoparticulas o
agrupamientos superiores a 5 nm. Esto se corrobord con las fotografias obtenidas por
TEM (mostradas anteriormente en este apartado) ya que son estas dos zeolitas
comerciales, las que mas agrupamientos en forma de plata metalica tienen en la
superficie comparada con la Ag-ZSM5. Estas zeolitas comerciales, tenian
agrupamientos de un tamafio en torno a 100 nm, que se han reportado como inactivos
desde el punto de vista bactericida [183, 186].

6,5 -
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@
g 4,5
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3,5 1
3 T T T T 1
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Figura 3.12. Liberacion de plata activa medida por AAS, tras centrifugar usando tubos
con filtros de 5 nm incorporados. Ag-ZSM5 (cuadrados verdes). Pellets (Triangulos
azules). Granular (Rombos rojos)

3. Deteccién de aluminio

Se intenté averiguar mediante esta técnica, si las zeolitas estudiadas liberaban
aluminio que también podrian tener efecto bactericida [339, 340] junto con la plata.

Los datos no se muestran porque en la mayoria de los casos se obtuvieron valores por
debajo del limite de deteccién del equipo de AAS utilizado. Los limites de deteccién de
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Capitulo 3. Plata idnica

esta técnica dependen de el fluido donde se encuentre el elemento a analizar y el
equipo utilizado. A lo largo de |a literatura se determina que el limite de deteccion estd
entre 0,05 ppm [341] y de 0,1 ppm [342]. Por ello, la posible liberaciéon en cantidades
significativas del aluminio procedente de las zeolitas al medio de cultivo y su potencial
influencia bactericida fueron descartados.

3.1.5 Ensayos biologicos

En ese apartado se muestran los resultados de experimentos llevados a cabo con
S.aureus cepa 9213, en relacién con la cantidad bactericida de las zeolitas.

= ESTUDIOS DE FORMACION DE BIOFILM SOBRE PASTILLAS DE NH4-ZSM5

Con este ensayo, se observé la formacidn de biofilm sobre las pastillas de zeolita NHy4-
ZSM5.

Se pretendia saber, si partiamos de una material en el que se formaba biofilm de una
manera natural y se pudo concluir que asi era, ya que, tal y como se observa en la
Figura 3.13, el nimero de UFC/mL fue aumentado de unos valores de 5x10° en 1 hora
a valores de 10® en 48 horas. Ademds, como ya se ha comentado, la presencia del
ligante en la pastilla, facilitaba la formacién de biofilm. En la Figura 3.13 se muestran
dichos resultados:

1,00E+09 -

1,00E+08 ~
1,00E+07 ~
1,00E+06 ~
1,00E+05 ~
1,00E+04 -
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 ~
1,00E+00

1 hora 2 horas 12 horas 24 horas 48 horas

UFC/mL

Tiempos estudiados para formacién de biofilm

Figura 3.13. Formacion de biofilm sobre pastillas de NH,-ZSM5 con 12% de ligante
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= ESTUDIOS BACTERICIDAS
1. Con cultivo estacionario

Con estos estudios se pretendid observar la capacidad biocida que tiene cada material
en ausencia de luz en cultivo estacionario.

En la Figura 3.14, se muestran los resultados del poder bactericida de los materiales
respecto al tiempo en cultivo estacionario.

Por un lado, se pudo observar la reproducibilidad de los resultados en el caso de las
zeolitas comerciales en forma de pellets y en forma granular. Las graficas obtenidas
corresponden a un promedio de experimentos independientes. Se pudo observar que
ambos materiales tienen menor poder bactericida que la Ag-ZSM5. Con la zeolita
comercial en forma de pellet se produce una disminucion de dos unidades logaritmicas
a 24 horas, y con la zeolita comercial en forma granular una disminucién de tres
unidades logaritmicas también a 24 horas respecto al control. Esto concuerda con la
cantidad de plata que indica el fabricante siendo de un 35% en peso de plata para la
zeolita comercial en forma granular, y de un 15-20% en peso de plata para la zeolita
comercial en forma de pellet.

Respecto a los diferentes lotes de Ag-ZSM5, se observé reproducibilidad a tiempos
cortos de 4 y 6 horas (excepto el lote 6 que tuvo un poder bactericida de un logaritmo
inferior en ambos tiempos). En cambio a 24 horas, se observd una dispersion
considerable de resultados, obteniendo una disminucidon de entre nueve y cuatro
unidades logaritmicas. Esta dispersion se atribuyd a que esta cepa de S.aureus es
formadora de biofilm [37] por lo que a tiempos suficientemente largos (24 horas), la
masa del biofilm estaria suficientemente desarrollada como para dificultar el acceso de
la plata idnica a las bacterias. Sin embargo, el biofilm no crece de una forma
reproducible ya que la formaciéon de dicho biofilm depende de la superficie de
contacto y al trabajar con el material en polvo la superficie expuesta no es homogénea
ya que depende del empaquetamiento, por lo tanto, la presencia del exopolisacarido
del biofilm impediria una liberacion de plata similar entre los lotes.

Sin embargo, en todos los lotes se observd un poder bactericida mayor para la Ag-
ZSM5 al de las dos zeolitas comerciales, lo que corresponde con la mas intensa
liberacion de plata activa ya discutida.

Por otro lado, vimos que la forma amodnica de la ZSM5 no producia casi efecto
bactericida.

Finalmente se hicieron dos pruebas mas. Un parte de un lote de Ag-ZSM5 fue
autoclavado y se detecté que se perdia en gran medida su poder bactericida,
disminuyendo este poder en cinco unidades logaritmicas a las 24 horas. Este hecho, se
atribuye a la extraccion de plata idnica de la red de la zeolita para formar
agrupamientos de menor actividad bactericida proceso favorecido por la alta
temperatura del proceso de autoclavado [343]. Con otra parte de este lote, se hicieron
ensayos bactericidas en presencia de luz y se comprobé que ésta no afectaba al poder
bactericida.
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Figura 3.14. Poder bactericida con cultivo estacionario. Control (circulo negro).
NH,ZSM5 (estrella gris).Pellets (triangulo azul). Granular (rombo rojo). Lotes
AgZSM5 (cuadrados vacios en gama de verdes). AGgZSM5 con luz (cuadrado
verde lleno discontinuo pequefo). AgZSM5 autoclavado (cuadro verde lleno

discontinuo grande)
NOTA: Las variantes (autoclavada y con luz) tienen el mismo color de verde que su Ag-
ZSM5 de referencia

2. Con cuatro diluciones 1:10 a partir de la concentracién del cultivo estacionario

Los resultados presentados hasta ahora, muestra el poder bactericida en la fase
estacionaria con una elevada concentracién de bacterias (10° UFC/mL).

En este apartado, se presentan experimentos encaminados a estudiar la capacidad de
eliminar las bacterias que tiene cada material en ausencia de luz pero en una fase de
crecimiento como es la fase exponencial. Para ello se hicieron cuatro diluciones 1:10
en TSB a partir de un cultivo estacionario. Los resultados se presentan en la Figura
3.15.
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Figura 3.15. Poder bactericida con cultivo en fase exponencial. Control (circulo negro).
NH4ZSM5 (estrella gris).Pellets (trigngulo azul). Granular (rombo rojo). AGgZSM5
(cuadrado verde)

Con ese experimentd se demostrd que en la fase de crecimiento, el poder bactericida
es inferior al de la fase estacionaria. A 24 horas, no se produce eliminacién de
bacterias, pero si que se consiguié un control del crecimiento bacteriano (inhibicion),
siendo de nuevo la Ag-ZSM5, la que produce un mejor control del crecimiento
bacteriano.

3. Poder bactericida respecto a la plata liberada

En la Figura 3.16 se observan los resultados bactericidas teniendo en cuenta la plata
total liberada, es decir, sin utilizar los tubos con un filtro de tamano de corte de 5 nm.
Debido a esto, se observa que aunque la Ag-ZSM5 tiene mayor poder bactericida a
todos los tiempos, aparentemente, se liberaba menos plata que en las zeolitas
comerciales en forma de pellet y granular. Pero como se ha comentado anteriormente,
se estaba refiriendo a plata total, es decir, también se tomaban en cuenta, aquellos
agrupamientos de plata tan abundantes en las zeolitas comerciales y que quedaban en
el sobrenadante a analizar. Es logico pensar que parte de las nanoparticulas
observadas en la superficie de las zeolitas comerciales se desprenden de estas
liberandose al medio. Por su tamafio dichas nanoparticulas permanecen en suspensién
como coloides y son analizadas mediante absorcidon atomica, pero presenta un bajo
poder bactericida.

También se sigue observando la dispersion ya senala de valores de poder bactericida
de la Ag-ZSM5 a tiempos de 24 horas.
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Figura 3.16. Plata liberada (sin filtro de 5 nm) respecto a las UFC/mL. Ag-ZSM5 4, 6 y
24 horas (cuadrados en gamas de verde). Pellets 4, 6 y 24 horas (tridngulos azules).
Granular 4, 6 y 24 horas (rombos rojos)

Por el contrario, en la Figura 3.17 se representan los valores del poder bactericida de la
plata activa determinada en el sobrenadante como se ha explicado anteriormente, es
decir, tras haber sido centrifugada con los tubos dotados de filtro con un tamano de

corte de 5 nm.
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Figura 3.17. Plata liberada con filtro de 5 nm respecto a las UFC/mL. Ag-ZSM5 4, 6 y
24 horas (cuadrados en gamas de verde). Pellets 4, 6 y 24 horas (tridngulos azules).
Granular 4, 6 y 24 horas (rombos rojos)
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Capitulo 3. Plata idnica

Haciendo la representacién de esta manera, podemos observar la clara correlacion
existente entre la plata liberada al medio por la Ag-ZSM5, la zeolita comercial en forma
de pellet y la zeolita comercial granular y las bacterias eliminadas. La Ag-ZSM5 a las 24
horas es el material que mas plata libera al medio (6,25 ppm) y por tanto es el material
gue mayor poder bactericida tiene a ese tiempo (3,07x10% UFC/mL). Aguellos puntos
de los diferentes materiales y tiempos en los que la plata liberada al medio es muy
similar (por ejemplo: zeolita comercial granular a las 24 horas: 5,28 ppm y Ag-ZSM5 a
las 6 horas: 5,398ppm) el poder bactericida también es muy similar (por ejemplo:
zeolita comercial granular a las 24 horas: 5,21x106 UFC/mL y Ag-ZSM5 a las 6 horas:
3,83x10° UFC/mL).

3.2 OXIDO DE PLATA

Se uso este material, porque se quiso probar la influencia de la disponibilidad del i6n
plata cuando esta formando parte de un dxido, su solubilidad al medio de cultivo y su
consecuente poder bactericida.

3.2.1 Procedencia del 6xido de plata

El 6xido de plata (I) se adquirié comercialmente (Sigma-Aldrich®).

3.2.2 Caracterizacion

A continuacién se muestran diferentes técnicas que se usaron para poder caracterizar
el 6xido de plata.

= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Mediante esta técnica se pudo observar la estructura a nivel microscépico de este
material comercial.

Figura 3.18. Microfotografia de SEM donde se muestra la morfologia del material
comercial Ag,0
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En las fotografias de la Figura 3.18, podemos observar la morfologia y agrupacién de
las particulas de 6xido de plata. Se tratan de agrupaciones irregulares con aristas
redondeadas de tamafo elevado (5-8 um). Estas agrupaciones estan formadas por
granulos individuales de tamafo variable, desde 1 um a 3 um.

= ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA

Con esta técnica se comprobd la liberacidn de plata al medio de cultivo TSB.

Con todos los materiales se ha utilizado una concentracién de 30 mg de material por
mL de medio de cultivo TSB. Pero con este material, como se ve en la Figura 3.19, a
esta concentracién se liberaba una gran cantidad de plata, por lo que se decidié usar
dos concentraciones mas bajas de 3 mg/mLy 1 mg/mL.

Se pudo observar que gracias al filtro de tamafio de corte de 5 nm, se redujo la
cantidad de plata activa hasta 10 veces al tiempo de 24 horas en la concentracién de
30 mg/mL, siendo sin filtro de 1669,5 ppm y con filtro de 180,84 ppm.

A 24 horas se liber6 mas plata al medio (55,51 ppm), que con la zeolita Ag-ZSM5 a
concentraciones mas altas de 30 mg/mL (24,677 ppm como valor medio). Esto fue
debido a que dos terceras partes de la molécula de Ag,0 es plata correspondiendo a
un 93% del peso del material, mientras que la Ag-ZSM5 tiene alrededor de 0,17 % en
peso de plata.

10000 -

Ag liberada (mg/L)

30 mg/mL sin
filtro
1000 +
30 mg/mL con
______ & filtro
004 =T T T — A
B"’/_i' 3 mg/mL
w
10 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)
Figura 3.19. Plata liberada procedente de Ag,0 a 4, 6 y 24 horas. 1 mg/mL Ag,0 (Rosa

pdlido) 3 mg/mL Ag,0 (Rosa oscuro). 30 mg/mL Ag,0 (Morado) 30 mg/mL. Ag,O con
filtro (Morado. Cuadrados llenos y lineas discontinuas)
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3.2.3 Ensayos bioldgicos

En este apartado se muestran los ensayos realizados con el S.aureus 9213 en
combinacidn con el Ag,0 a diferentes concentraciones.

= CON CULTIVO ESTACIONARIO Y EN FASE DE CRECIMIENTO EXPONENCIAL
(CORRESPONDIENTE A LA DILUCION MENOS CUATRO A PARTIR DE UN CULTIVO
ESTACIONARIO)

En la Figura 3.20, se muestran los ensayos bactericidas a diferentes concentraciones de
Ag,0. Se comprobd que a la concentracion mas elevada de 30 mg/mL, ya se obtuvo la
total eliminacion de las bacterias. Debido a esto se utilizaron concentraciones mas
bajas obteniendo a 24 horas con una concentracion de 1mg/mL una reduccién de dos
unidades logaritmicas.

También se hicieron ensayos en fase de crecimiento exponencial con una
concentracién intermedia a las anteriores de 10mg/mL. Los datos no se muestran
porque a tiempo de 30 minutos, ya se produjo una eliminacién total de las bacterias.

Control
1,00E+10 -

1,00E+09 ¢

a/v
1,00E+08 Z\

1,00E+07 - ;
1,00E+06 -
3 mg/m

1,00E+05 +

UFC/mL

1,00E+04
1,00E+03 4
1,00E+02

30 mg/mL
1,00E+01 -

1,00E+00

N ° Tiempo (h) 19 24

P
il

Figura 3.20. Ensayos bactericidas con Ag,0 a4, 6 y 24 horas. 1 mg/mL Ag,0 (Rosa
pdlido) 3 mg/mL Ag,0 (Rosa oscuro). 30 mg/mL Ag,O (Morado) Control (circulos
negros)

= PODER BACTERICIDA RESPECTO A LA PLATA LIBERADA
En este apartado, se relaciona la plata liberada al medio por parte del éxido de platay

el poder bactericida de esta. En este caso, se usaron los valores de plata liberada al
medio de cultivo obtenidos sin utilizar los tubos con filtro de tamafio de corte de 5 nm.
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Figura 3.21. Poder bactericida segun la plata liberada con Ag.0 a 4, 6 y 24 horas. 1
mg/mlL Ag,O (Rosa pdlido) 3 mg/mL Ag,0 (Rosa oscuro). 30 mg/mL Ag,0 (Morado)

Se pudo observar, que concentraciones muy bajas de este compuesto (1mg/mL)
liberan gran cantidad de plata al medio (55,51 ppm). También se comprobd, que altas
concentraciones de material (30 mg/mL), liberan gran cantidad de plata (1669,5 ppm)
al medio de cultivo las cuales consiguen la eliminacién total de las bacterias.

Gracias a estos experimentos, se ha podido observar la gran biodisponibilidad de la
plata en forma de dxido de plata y su gran poder bactericida, ya demostrado por Djokic
y Burell [344] haciendo peliculas de oéxido de plata que inhibian totalmente el
crecimiento bacteriano. Las mismas peliculas como plata metdlica no producian efecto
biocida alguno.

RESUMEN DEL PODER BACTERICIDA DE LOS MATERIALES CON PLATA IONICA
USADOS

Cuando se trabaja con materiales que contienen plata, la correlacidon entre su efecto
bactericida y la cantidad total de plata presente en el medio de cultivo puede ser
enganosa.

Hubo que tener en cuenta diferentes parametros para dilucidar el efecto bactericida
de la plata en los materiales, como es el estado de la plata cuando esta en contacto
con la bacteria (iones, la combinacién de ellos, los grupos, los complejos, sales
parcialmente solubles o insolubles, etc), los medios de cultivo, la presencia o ausencia
de bacterias, tamafo de particula, cristalinidad, etc. [153].

En la Figura 3.22, se realiza un resumen del poder bactericida de los diferentes
materiales mencionados en este capitulo. Ademas se han afadido diferentes
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UFC/mL

concentraciones de AgNOs, cuyo poder bactericida ha sido muy estudiado debido a la
rapida biodisponibilidad del idon plata al disociarse la sal. También se incluye unas
nanoparticulas de plata de 100 nm (Sigma-Aldrich®) para tener una referencia de plata
metalica.

También se afiadieron tres concentraciones nuevas de Ag-ZSM5: 6 mg/mL, 90 mg/mLy
100 mg/mL, lograndose con esta ultima a 24 horas la eliminacién total de las bacterias.
No se mencionaron anteriormente porque no estaban vinculadas con los estudios
realizados.
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Figura 3.22. Poder bactericida de los materiales. 4 horas (verde), 6 horas (rosa) y 24
horas (azul)

Para los diferentes materiales a prueba, su efecto bactericida se ordena segun la
siguiente secuencia:

AgNOs> Ag,0> Ag-ZSM5> zeolita comercial granular> zeolita comercial en forma de
pellets> nanoparticulas de plata.

De esta manera se puede concluir que el material con la mayor biodisponibilidad de
plata idnica es el que presenta mayor poder bactericida tiene [153]. Sin embargo, se
podria pensar en la baja solubilidad que tiene el Ag,0, ampliamente estudiada a lo
largo de la bibliografia. Algunos de los primeros datos estudiados fueron de 26,2 mg/L
[345], y del orden de 10" M 6 10°M, segun hubiera 0 no KOH en el medio
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respectivamente [346]. En fichas técnicas mas recientes nos indican una solubilidad de
0.2 ppm [347]. Desde el punto de vista de su aplicacion, esto podria representar una
ventaja ya que el sélido actuaria como reservorio desde el cual se irian lentamente
liberando iones Ag(OH)," al medio acuoso [196]. De esta manera, la liberacion de plata
seria cuasi-continua, y aunque la solubilidad es muy baja, la plata podria reponerse a
medida que se elimina del medio de cultivo. Se ha de tener en cuenta que en este
material un 93% del peso corresponde a plata, que proporciona una alta capacidad de
accién bactericida, a diferencia de los otros materiales zeoliticos ensayados.
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4 PLATA METALICA

En este capitulo se muestra la sintesis, caracterizacion y resultados de los ensayos
bactericidas de todos aquellos materiales basados en plata metalica.

4.1 SBA15 FIBROSA

4.1.1 Sintesis

La SBA 15, es un material mesoporoso siliceo con un tamafo de poro entre 9y 10 nm.
Su sintesis se llevd a cabo siguiendo el procedimiento experimental descrito por

Katiyar, A., y colaboradores [348] y con la colaboracion de Daniel Carmona Rioja:
Para ello se mezclaron:

4 g de P123, copolimero de bloque basado en Polietilen glicol-polipropilen glicol-
polietilen glicol (Sigma-Aldrich®).

= 104 mL de agua destilada.

= 20 mL (2 M) de 4cido clorhidrico (Panreac®).

= 8,4 g de TEQOS, Tetraetil ortosilicato (Sigma-Aldrich®).

Las soluciones se agitaron durante 24 horas a 352C o a 609C, para ser envejecidas
posteriormente a 1002C 6 120°C respectivamente durante 3 dias. El sélido que se
obtuvo se lavod y filtrd con agua destilada varias veces y se dejé secar a temperatura
ambiente. Para eliminar el agente estructurante fue necesario calcinar el sélido a 550
oC durante 6 horas, con una velocidad de ascenso de temperatura de 12C/minuto. La
velocidad de descenso de la temperatura fue de 52C/minuto [348].

4.1.2 Funcionalizacion con APTES

La funcionalizacion superficial del material se realizd6 mediante silanizacion con APTES
(3-Aminopropilo) trietoxisilano (Sigma-Aldrich®) con el objetivo de obtener una carga
negativa al pH de trabajo, para que posteriormente en la sintesis de nanoparticulas de
plata in situ, el ion plata procedente del nitrato plata, se uniese electrostaticamente en
el material.

Para realizarla se introdujo 1 g de SBA 15 en un matraz de 3 bocas, conectado a una
columna de reflujo y cerrado con septums. Seguidamente se conectd una corriente de
argon para evitar la presencia de humedad que pudiese hidrolizar el APTES.
Posteriormente, se afiadieron alrededor de 20 mL de tolueno anhidro (Sigma-Aldrich®)
y se puso bajo agitacion. Mediante un bafo de aceite alrededor del matraz se
aumentd la temperatura hasta 1102C, que es la temperatura de ebullicion del tolueno.
Cuando se empezd a observar el reflujo del disolvente, se afiadid el agente
funcionalizante APTES a través del septum y se dejé entre 7 u 8 horas en estas
condiciones. Pasado este tiempo, se dejo enfriar y se filtréd el material. Se lavé tres
veces con tolueno y se secd a temperatura ambiente, obteniéndose la SBA 15
funcionalizada con APTES (llamada SBA 15-APTES).
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4.1.3 Pastillas de SBA15

Al igual que con la zeolita ZSM5, se quiso evaluar si las bacterias formaban biofilm
sobre la superficie de la SBA15 de una manera natural. Para ello, se hicieron pastillas
de 200 mg de 13 mm de diametro las cuales llevaban un 12 % en peso del ligante
utilizado anteriormente con la ZSM5, el fluoruro de polivinilideno (Sigma-Aldrich) con
el objeto de dar consistencia estructural al composite. Se mezclaron 176 mg de SBA15
y 24 mg de fluoruro de polivinilideno en presencia de acetona. Una vez evaporada la
acetona a temperatura ambiente, se realizaron las pastillas en una prensa hidraulica
con una presion de 10 Ton durante 2 minutos. Como con las pastillas de ZSM5, se
observd que la presencia de esta sustancia ligante facilitaba la formacion de biofilm.
Los estudios previos demostraron que las bacterias tenian una especial afinidad por
formar biofilm sobre el ligante. Ademas al igual que con la ZSM5, se observé mediante
microscopia optica que dicho ligante no quedd uniformemente repartido por la
pastilla, por lo que los estudios de formacién de biofilm no fueron reproducibles y por
lo tanto fueron descartados.

4.1.4 Sintesis de nanoparticulas de plata in situ

Para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) in situ [349-351], se utilizaron dos
concentraciones de plata diferentes:

= Nitrato de plata 0,1 M (Panreac® Barcelona, Espafia) en un volumen de disolucion
de AgNOs de 100 mL.
(SBA 15-APTES con elevada concentracion de AgNPs que se denominara SBA 15-

APTES-Ag-A)

= 12 mlL de Nitrato de plata solucién standard para absorcién atémica 1% en peso

(HNO3) de 1000 ppm (Sigma-Aldrich®).
(SBA 15-APTES con baja concentracién de AgNPs que se denominara SBA 15-APTES-
Ag-B)

En ambos casos se puso en contacto 1 g de SBA15-APTES con dichas disoluciones
durante 24 horas bajo agitacion, en ausencia de luz a temperatura ambiente en
recipientes cerrados. Pasado este tiempo el material fue filtrado con filtros (de 1-3
micras, Prat Dumas). El material obtenido se dejé secar a temperatura ambiente, en
ausencia de luz. Seguidamente, tras la impregnacidn, se redujo la plata idnica enlazada
electrostaticamente a los grupos amino del material mesoporoso para formar las
AgNPs. Para ello, fue necesario afiadir una solucion en agua destilada, de un agente
reductor fuerte como es el Borohidruro de Sodio NaBH, (Sigma-Aldrich® Saint Louis,
MO, USA) con concentracién de 0,05 M, a una determinada cantidad de SBA15 APTES
intercambiada con AgNO:s.

Las condiciones fueron las siguientes:
= Para obtener el material con elevada concentracion de AgNPs:
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Tabla 4.1. Obtencion de elevada concentracion de AgNPs

Material Cantidad
SBA 15-APTES-Ag-A 0,53g
NaBH,4 0,05 M
Volumen H,0 destilada 100 mL
COLOR MARRON

= Para obtener el material con baja concentracién de AgNPs:

Tabla 4.2. Obtencidn de baja concentracion de AgNPs

Material Cantidad
SBA 15-APTES-Ag-B 1g
NaBH,4 0,05 M
Volumen H,0 200 mL
COLOR GRIS

Esta dispersion se agitd manualmente hasta que ésta dejara de burbujear, es decir,
hasta que se dejara de liberar hidréogeno generado por la hidrdlisis del NaBH,4, y por
tanto terminara su capacidad reductora. El material se filtré, y se dejé secar a
temperatura ambiente en la oscuridad.

&

Figura 4.1. Fotografia dptica mostrando el aspecto de la SBA15 APTES, con y sin
AgNPs. A) SBA 15-APTES-Ag-A B) SBA 15- APTES. C) SBA 15-APTES-Ag-B. Se observa
como la SBA 15-APTES-Ag-A adquiere un color marrdn oscuro debido a la elevada
concentracion de AgNPs, mientras que en la SBA 15-APTES-Ag-B se aprecia solo un
ligero cambio de color a grisdceo respecto a la SBA 15-APTES debido a la baja
concentracion de AgNPs que posee

Finalmente, los materiales obtenidos se guardaron en viales siempre en ausencia de
luz.

4.1.5 Caracterizacion

A continuacidn se muestran diferentes técnicas resultados de caracterizacion de la SBA
15-APTES con y sin AgNPs a elevada o baja concentracién.
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= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Mediante esta técnica se pudo visualizar la estructura mesoporosa de este material
(canales, poros, morfologia de particula). En la Figura 4.2 se muestra la morfologia de
la SBA 15-APTES, donde se puede observar que el tamafo de poro esta entre 7y 8 nm.

Figura 4.2. Imagen de TEM mostrando la morfologia de la SBA15-APTES. Se pueden
observar la estructura de planos y los poros de este material

En la siguiente Figura 4.3, se puede observar la presencia de AgNPs sintetizadas in situ
dentro de la estructura de la SBA 15-APTES. Mediante EDX se corrobord que dichas
particulas correspondian a plata.

©1 SBA 15-
- APTES-Ag-

SBA 15-
APTES-Ag-

50 nm

Figura 4.3. Imagen de TEM mostrdandose la SBA15-APTES A) y B) SBA15-
APTES-Ag-A, C) y D) SBA15-APTES-Ag-B. Se puede observar la elevada
concentracion de AgNPs en SBA15-APTES-Ag-A comparada con la baja

frecuencia de estas en SBA15-APTES-Aa-B 95



Las microfotografias del TEM, permitieron corroborar que, como era previsible, la
cantidad de AgNPs era mayor en la muestra sintetizada con una concentracion 0,1 M
de AgNOs, es decir, las que se habian sintetizado con la concentracién mas elevada de
AgNOs. En ambos casos se observd que el tamano de la mayoria de las nanoparticulas
estaba entre 6 nm y 8 nm, con la presencia de algun agrupamiento mds grande de
plata aislado fuera de la estructura porosa del material.

= DIFRACCION DE RAYOS X A ANGULO BAJO.

En la Figura 4.4, se muestra el difractograma de rayos X de angulo bajo con los picos
caracteristicos de la SBA 15 fibrosa obtenidos en la bibliografia, comparada con la SBA
15 sintetizada en el laboratorio y la SBA 15-APTES con elevada concentracion de
nanoparticulas de plata.
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Figura 4.4. SAXRD de la SBA15 (negro), SBA 15-APTES-Ag-A
(verde). Inset: SAXRD bibliografia [348]

Se observd un desplazamiento de los picos hacia valores mayores en el caso de la
SBA15 con elevada concentracién de AgNPs, lo que corresponde a distancias entre
planos menores.

En ambos casos, aparecen los tres picos definidos en la bibliografia, lo que demuestra
gue se mantiene la estructura ordenada mesoporosa tras sintetizar nanoparticulas en
el interior de los poros.

= ADSORCION DE NITROGENO

Mediante la adsorcidén de nitrégeno se determind la superficie especifica de cada tipo
de material asi como la distribucién de tamafios de poro en cada caso.
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Tabla 4.3. Resultados de la caracterizacion superficial mediante adsorcion de

nitrégeno
. Area superficial Tamaiio de poro
Material BET (mzlg) il
SBA15 954,42 9,1
SBA15-APTES-Ag-A 351,47 7,4

Como se esperaba, cuando el material fue funcionalizado y se sintetizaron las AgNPs
tanto el area superficial como el tamafo de poro disminuyeron, lo que se atribuyd a un
blogueo parcial de los poros por parte de las nanoparticulas generadas.

= ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA

Para determinar la cantidad de plata que contenia el material, se hizo una digestién de
éste con agua regia, tal y como se realizd con los diferentes lotes de la zeolita Ag-
ZSM5, pero modificando ligeramente el protocolo. Para ello, se dispersaron 20 mg de
la muestra a digerir en 20 mL agua regia y se sometieron a tratamiento hidrotermal a
20092C durante 25 minutos en un horno de microondas (Milestone®, Ethos plus).

Una vez terminada esta primera digestion se sacé la muestra y se afiadieron 10 mL de
acido fluorhidrico (Panreac®) que se dejé actuar durante toda una noche. Al dia
siguiente las muestras se traspasaron a un matraz donde se aforaron a 50 mL con agua
destilada.

Estas muestras fueron analizadas mediante espectroscopia de absorcién atdmica
obteniéndose para cada muestra la concentracién de plata presente en cada
disolucidn. Los resultados se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 4.4. Resultados de % en peso de plata de las muestras SBA15 conteniendo

AgNPs
Material % en peso de plata
SBA 15-APTES-Ag-A 1,98%
SBA 15-APTES-Ag-B 0,34%

Por medio de estos calculos se pudo observar que la SBA15-APTES-Ag-A, tenia casi 6
veces mas de plata que la SBA15-APTES-Ag-B. En ambos casos se obtuvo un porcentaje
en peso de plata mucho mayor que el obtenido para la zeolita Ag-ZSM5, que era de
0,175% en peso. Sin embargo, en el caso de la SBA15 la plata se encuentra como plata
metalica (Ago) al ser reducida por el borohidruro sédico, mientras que en la Ag-ZSM5,
la mayoria de la plata se encuentra en forma de idn plata (Ag’) al estar intercambiada
dentro de la red zeolitica, y por tanto su disponibilidad es inmediata.

4.1.6 Ensayos bactericidas
En ese apartado se muestran los resultados de los experimentos antimicrobianos

llevados a cabo sobre la bacteria S.qureus cepa 9213, con la SBA15 con vy sin plata
incorporada en su estructura.
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= ESTUDIOS DE FORMACION DE BIOFILM SOBRE PASTILLAS DE SBA15

Con este ensayo se observo la formacion de biofilm sobre las pastillas de zeolita SBA15
en ausencia de plata. Se pretendia conocer, si, al igual que con la NH4-ZSM5, partiamos
de un material en el que se formaba biofilm de una manera natural siendo facilmente
colonizable. Se pudo concluir que asi era, y que también la presencia del ligante en la
pastilla, facilitaba ain mas la formacién de biofilm. Los resultados no son concluyentes,
ya que, como se ha dicho anteriormente, la capacidad de ser colonizada depende de la
superficie y en muchos casos de la cantidad de ligante o de material siliceo en
superficie no es reproducible ya que depende de las condiciones de mezclado y de
compresidn, quedando en unos casos mucho ligante en superficie y en otros no pese a
seguir siempre el mismo protocolo de mezcla y compresidn.

En la Figura 4.5 se muestran los resultados de colonizacion bacteriana observandose
que la cinética de formacién de biofilm es muy similar y comparable con la de la NHy4-
ZSMS5 estudiada en el capitulo anterior.

1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07 ~
1,00E+06 ~
E 1,00E+05 -
S~
O
5 1,00E+04 -
1,00E+03
1,00E+02 ~
1,00E+01 ~
1,00E+00
1 hora 2 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Tiempos

Figura 4.5. Formacion de biofilm sobre pastillas de SBA15 con 12% en peso de ligante
= ESTUDIOS BACTERICIDAS
En este apartado se llevaron a cabo los ensayos bactericidas con S.aqureus cepa 9213

en fase de crecimiento estacionario y las diferentes variantes de la SBA15 con y sin
plata en su estructura como materiales particulados.
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1. Concentracion utilizada de SBA15

La SBA15 es un material mesoporoso amorfo y como otras silices amorfas presenta
una ligera solubilidad en agua para dar acido silicico alcanzdndose una concentracién
de saturacidon de hasta 116 ppm [352], la cual es tdxica para las bacterias.

Debido a esto, lo primero que se hizo, fue comprobar qué concentracion de material
no era téxica per se para las bacterias. Se analizaron a un tiempo de 24 horas, tres
concentraciones: la que se ha usado con todos los materiales 30mg/mL, y ademas 15
mg/mLy 5 mg/mL. Los resultados aparecen en la Tabla 4.5y en la Figura 4.6.

La concentracion de 30 mg/mL tiene un efecto bactericida moderado, produciéndose
un descenso de una unidad logaritmica respecto del control en el nimero de unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL). La minima concentracién usada no tiene
poder bactericida, pero por facilidad de manipulacidon se escogié la concentracién
intermedia que tenia un muy ligero poder bactericida de poco mas de media unidad
logaritmica.

1,00E+10
1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06 -
1,00E+05

UFC/mL

1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00 -
Control SBA15_5mg/mL  SBA15_15mg/mL SBA15_30mg/mL

Concentracion SBA 15

Concentracion

material SBA15 5 mg/mL SBA15 15 mg/mL SBA15 30 mg/mL Control
. Media Media Media Media
Tiempo (h) |\ \\rery 22 (UFC/mL) = (UFC/mL) 22 (UFC/mL)
24 1,51x10° 725962962 7,53x10® 197989899 5,93x10® 367695526  4,45x10°

Figura 4.6 y Tabla 4.5. Concentraciones de SBA15 evaluadas y su poder bactericida
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2. Toxicidad de SBA15-APTES

Se evaluo el poder bactericida de las muestras tras la funcionalizacién con APTES. Para
ello, los experimentos se realizaron con la concentracion de 15 mg/mL elegida
anteriormente.
1,00E+10 -
1,00E+09 -
1,00E+08 -
1,00E+07 -
1,00E+06 -
1,00E+05 -

UFC/mL

1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00 -
Control SBA15 SBA15 APTES

Materiales

Material SBA15 SBA15-APTES Control

Tiempo Media D Media D Media
(h) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

24 7,53x10% 725962962 2,27x10° 197989899 2,81x10°

Figura 4.7 y Tabla 4.6. Comparacion entre SBA15 y SBA15-APTES y su poder
bactericida

Con este experimento, se pudo demostrar que la funcionalizacion del material no
aflade poder bactericida, ya que los datos obtenidos en ambos materiales estan dentro
del rango de media unidad logaritmica comparada con el control. Por lo que el
material es inocuo para las bacterias a las dosis ensayadas. Las hojas de seguridad de
APTES proporcionadas por la casa comercial, nos indican toxicidad por contacto,
ingestidn e inhalacidon para los humanos, pero no se ha demostrado genotoxicidad
sobre varias especies bacterianas [353].

3. Ensayos de SBA15-APTES con AgNPs a diferentes concentraciones
En este experimento, se comprobd el efecto bactericida de la SBA 15-APTES-Ag-A vy

SBA 15-APTES-Ag-B.
Los experimentos se realizaron con la concentracion de 15 mg/mL, a 4, 6 y 24 horas.
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1,00E+10
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1S
E 1,00E+05 -
= 1,00E+04 -
1,00E+03 -
1,00E+02 ~
1,00E+01 -
1,00E+00
Control SBA 15-APTES-Ag-A SBA 15-APTES-Ag-B
Materiales
Material | SBA15-APTES-Ag-A | SBA15-APTES-Ag-B |  Control
Tiempo Media D Media D Media
(h) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
4 2,58x10° 3482108,06 6,57 x10® 28912810,6 7,2x108
6 3,91x10’ 955379829 3,5 x10%® 385563134 1,21x10°
24 4,87x10° 3482108,06 1,59 x10® 377123617 3,07x10°

Figura 4.8 y Tabla 4.7. Ensayos de SBA15-APTES-Ag-A y SBA15-APTES-Ag-B a 4 horas
(verde), 6 horas (naranja) y 24 horas (azul)

Se comprobd, como cabia esperar, que el mayor efecto bactericida fue producido por
la SBA 15-APTES que tenia una mayor concentracidon de AgNPs, la mayor reduccién se
produjo a las 24 horas, con una disminucion de tres unidades logaritmicas respecto del
control (obteniéndose valores de 4,87x10° UFC/mL).

Sin embargo, la reduccion no fue tan alta como la que producia la zeolita Ag-ZSM5 a 24
horas, con una disminucién de entre cuatro y nueve unidades logaritmicas respecto al
control. Esto puede explicarse debido a que el gran efecto bactericida observado en el
caso de la zeolita es producido por la plata idnica. En dicho material la
biodisponibilidad del ién plata es inmediata, mientras que en el caso de los materiales
mesoporosos la plata se encuentra como plata metdlica (Ago), por tanto, dicha
biodisponibilidad depende de un fendmeno de disolucién difusién por el cual la plata
metalica (constituyente de la nanoparticula) se tiene que disolver liberando al medio el
ion plata. Es importante mencionar que en el caso de la zeolita incluso teniendo casi 10
veces menos de porcentaje en peso de plata (0,17% en peso de plata en Ag-ZSM5 vy
1,98% en peso de plata en SBA 15-APTES-Ag-A) su poder bactericida es mucho mayor.
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4.2 MCM 41

La MCMA41, es un material mesoporoso siliceo con un tamafio de poro entre 3y 5 nm.
En este apartado se trabajé con dos tipos de MCM41. Una sintetizada en nuestro
laboratorio y otra facilitada por el grupo del Dr. King Lun Yeung de la Universidad de
Ciencia y Tecnologia de Hong Kong, que incorporaba nanoparticulas magnéticas en su
estructura, lo que facilitaba su retirada tras su utilizacién en medio liquido con Ia
ayuda de un simple iman permanente.

4.2.1 Sintesis

La sintesis de MCM41 que se llevo a cabo en nuestro laboratorio se realizé siguiendo el
protocolo descrito por Xinging Chen, Koon Fung Lam, King y Lun Yeung [354].
Brevemente:

A 1L de NH40H (Panreac®) a una concentracién de 1,1 N se afiadieron 4 g de CTABr,
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio  (Sigma-Aldrich®) que se agitaron
magnéticamente hasta total disolucion del agente surfactante. Seguidamente se
afiadieron 16 mL de TEQS, Tetraetil ortosilicato (Sigma-Aldrich®). El pH de la disolucién
resultante se ajusto a 11,5 afiadiendo NH;OH bajo fuerte agitacion magnética. De esta
manera, a las 2 horas se obtuvo una sintesis de 20 g de sélido. Una vez pasado este
tiempo, la solucién se filtré y se lavd abundantemente con agua destilada caliente,
finalizando con dos lavados con etanol 96% v/v (Panreac®). Asi el sélido que se obtuvo,
se dejo secar a temperatura ambiente. Cuando este estuvo seco, se elimind el agente
estructurante (CTABr) mediante calcinacién a 5502C durante 8 horas, con una rampa
de temperaturas de 12C/minuto. Asi, finalmente se obtienen unas particulas con
estructura tipo MCM-41 de alrededor de 1 micrémetro.

4.2.2 Pastillas de MCM 41

Al igual que con la zeolita ZSM5 y la SBA15, se quiso investigar si las bacterias
formaban biofilm sobre la MCM 41 sintetizada en el laboratorio de una manera
natural, en pastillas de 13 mm de diametro. Para ello, se hicieron pastillas de 140 mg
las cuales llevaban un 12 % en peso del ligante utilizado anteriormente con la ZSM5 y
la SBA 15, el fluoruro de polivinilideno (Sigma-Aldrich®). Se mezclaron 123,2 mg de SBA
15y 16,8 mg de fluoruro de polivinilideno en presencia de acetona. Una vez evaporada
la acetona a temperatura ambiente, se realizaron las pastillas con una presién de 12
Ton durante 1 minuto y 30 segundos.

Como con las pastillas de ZSM5 y de SBA15, se observd que la presencia de esta
sustancia ligante facilitaba la formacidon de biofilm. Los mismos problemas de
reproducibilidad mostrados anteriormente fueron observados para estas pastillas.
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4.2.3 Sintesis de nanoparticulas de plata in situ sobre la MCM 41 con nanoparticulas
magnéticas

Para la sintesis in situ de nanoparticulas de plata (AgNPs) en la MCM41 con
nanoparticulas magnéticas (MCM41-MagNPs), se utilizd el mismo método usado para
la sintesis de SBA 15-APTES-Ag-A.

= 0,1 M de Nitrato de plata (Panreac®) en un volumen de 100 mL.

Se impregnd con la disolucion de AgNOs, 1 g de MCM41-MagNPs durante 24 horas en
ausencia de luz, a temperatura ambiente y bajo agitaciéon en un agitador orbital (IKA®,
modelo KS130). Después, el material se filtrd. El material se dejé secar a temperatura
ambiente en ausencia de luz. Seguidamente, para reducir la plata idnica y formar las
AgNPs se utilizd el mismo protocolo mencionado anteriormente con la SBA 15-APTES,
es decir se utilizd el NaBH; como agente reductor.

Esta solucidn se agitdé manualmente hasta que dejé de burbujear. A continuacién, el
material se filtré por gravedad, y se dejé secar a temperatura ambiente en oscuridad.
Como se observa en la Figura 4.9 el material se oscurece considerablemente, al igual
gue pasaba con la SBA 15-APTES con elevada concentracion de AgNPs.

Figura 4.9. Fotografia optica mostrando el aspecto de la MCM 41. A) Sintetizada en el
laboratorio. B) MCMA41-MagNPs. C) MCM41-MagNPs y AgNPs. Se puede observar el
color marrén oscuro que adquiere la muestra debido a la presencia de AgNPs. La
presencia de nanoparticulas magnéticas hace que la muestra adquiera un color
anaranjado

El material, finalmente, se guardé en un vial y en ausencia de luz hasta su uso
posterior.

4.2.4 Caracterizacion

A continuacién se muestran los resultados obtenidos con diferentes técnicas que se
usaron para poder caracterizar la MCM-41y la MCM41-MagNPs con y sin AgNPs.

= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Gracias a esta técnica se pudo observar la morfologia de las particulas de MCM41
obtenidas mediante sintesis en el laboratorio y corroborar su forma esférica y su
tamafio de alrededor de un micrémetro, tal y como se muestra en la Figura 4.10.
También podemos ver en esta Figura 4.10.C, el biofilm tras 48 horas de incubacidn
formado sobre la superficie de la pastilla de MCM41, donde se puede ver una cubierta
de bacterias sobre el material, y se corrobora que esta cepa forma un biofilm de forma
natural sobre la superficie de la MCM41.
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Figura 4.10. Microfotografias de SEM donde se mostrdndose en A) y B) de las
particulas de MCMA41 sintetizadas. C) Biofilm de 48 horas sobre este material. Se
observa como las bacterias cubren todo la muestra del material MCM41 formando un
biofilm. La elevada concentracion bacteriana hace incluso dificil diferenciar el material
existente debajo de este biofilm

= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Mediante esta técnica se ha observado la morfologia de las AgNPs sintetizadas en la
MCM41-MagNPs.

En la Figura 4.11, se han observado particulas con un tamafio medio de 4,9 nm, y
valores comprendidos entre 8 nm y 2 nm. También se han observado otras particulas
mas grandes con un tamafio de alrededor de 20 nm. No se pudo distinguir si eran
nanoparticulas magnéticas o las de plata. Sin embargo, se comprobd que el material
tras ser cargado con nanoparticulas de plata seguia siendo atraido por un iman
permanente del laboratorio.

Figura 4.11. Imdgenes de TEM de las particulas de MCM41-Mag-NPs y AgNPs. En
ellas se puede observar la variabilidad de tamafo de las nanoparticulas y la dificultad
para diferenciar las AgNPs de las nanoparticulas magnéticas
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= DIFRACCION DE RAYOS X A ANGULO BAJO

A continuacién, en la Figura 4.12, se muestra el SAXRD con los picos caracteristicos de
la MCM 41 obtenidos de la bibliografia, comparada con la MCM41 sintetizada en el
laboratorio.
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Figura 4.12. SAXRD de MCM41 sintetizada en el laboratorio, comparada con la
bibliografia (figura pequefia) [355]

Se puede observar que la estructura de los poros y planos del material se mantienen
respecto a la que aparece en la bibliografia, ya que aparecen los picos caracteristicos
de este material en la MCMA41 sintetizada en el laboratorio.

4.2.5 Ensayos bioldgicos

En ese apartado se muestran los resultados de los estudios realizados con S.aureus
cepa 9213, con la MCM 41 sintetizada en el laboratorio y la MCM41-MagNPs con vy sin
AgNPs.

= ESTUDIOS DE FORMACION DE BIOFILM SOBRE PASTILLAS DE MCM41

Con este experimento se pretendia conocer la posible formacidn de biofilm de forma
natural, sobre pastillas de MCMA41, al igual que se hizo con la zeolita NH4-ZSM5 v la
SBA15.

Se pudo concluir que asi era, y que también la presencia del ligante en la pastilla,
facilitaba aun mas la formacién de biofilm como se ha mencionado anteriormente.
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Figura 4.13. Formacion de biofilm sobre pastillas de MCMA41 sintetizada en el
laboratorio con 12% de ligante

En la Figura 4.13 se puede observar que el comportamiento de la formacion y el
crecimiento de biofilm fue muy similar tanto al de la zeolita NH4-ZSM5 como al de la
SBA15 estudiadas en apartados anteriores. También se puede concluir que esta cepa
formadora de biofilm es capaz de colonizar facilmente superficies siliceas.

= ESTUDIOS BACTERICIDAS

En este apartado se realizaron los experimentos antimicrobianos con el S.aureus cepa
9213 en fase estacionaria y con las diferentes variantes de la MCM41.
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Figura 4.14. Estudios bactericidas con las variantes de MCM 41 a 4 horas (verde), 6
horas (naranja) y 24 horas (azul)
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La concentracion usada en este apartado ha sido de 30 mg de material por cada
mililitro de cultivo estacionario.

En la Figura 4.14 podemos observar como la MCMA41 sintetizada en el laboratorio, por
si misma presenta un moderado poder bactericida, probablemente causado por la
liberacién de 3cido silicico al medio de cultivo, con una disminucién de alrededor de
una unidad logaritmica y media respecto al control, en todos los tiempos. Sin embargo,
la MCM 41 MagNPs mostré menos efecto antimicrobiano, de alrededor de media
unidad logaritmica. Esto puede ser atribuido a su menor nimero de grupos hidroxilo
superficiales, ya que ha sido tratada térmicamente, lo cual reduce la solubilidad en
medios acuosos.

Por otro lado, se pudo comprobar que la MCM41 MagNPs con AgNPs a las 24 horas
produjo una disminucién de cuatro unidades logaritmicas (4,43x10°> UFC/mL). Aunque
los resultados obtenidos son favorables y muestra potencial aplicabilidad como
material biocida, no concuerdan con los datos obtenidos con la SBA 15 con la misma
concentracion de AgNPs a 24 horas que fueron de 1,57x10® UFC/mL. Esto puede ser
debido a que la combinacién de ambas nanoparticulas tenga efectos bactericidas
sinérgicos como ya ha sido demostrado anteriormente [356], algo que también se ha
comprobado cuando la plata se combina con otros metales nobles como el platino
atribuido a un aumento de la oxidacion de la plata a través de la sustitucion galvanica
producida por la reaccion redox entre la plata y el platino [357]. O también puede ser
potencialmente atribuible a la presencia de restos organicos procedentes de la sintesis
del ferrofluido utilizado en la impregnacion de la matriz silicea.

4.3 ZSM5

En este apartado se trabajé de nuevo a partir de la zeolita NH4ZSMS5, estudiada en el
capitulo anterior intercambiada con plata idnica.

4.3.1 Sintesis: Obtencion de Ag-ZSM5

Para conseguir el material de partida, es decir, Ag-ZSM5, se siguié el mismo protocolo
que se indica en el apartado 3.1.1, intercambiando la zeolita NH;ZSM5 calcinada (H-
ZSMS5) con AgNOs y asi obtener la Ag-ZSM5 [111].

4.3.2 Sintesis de AgNPs in situ

Para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) in situ en la Ag-ZSM5 se utilizo el
mismo método usado para la sintesis de AgNPs a baja concentracion en la SBA 15-
APTES, ya que partiamos de la zeolita ya intercambiada, Ag-ZSM5 con el nitrato de
plata solucién estandar para absorcién atomica 1 % en peso (HNO3) de 1000 ppm.

Se siguid el mismo protocolo usado con la MCM41 y la SBA15. Es decir, en resumen, lo
que se hizo fue reducir la plata i6nica de 1 g de Ag-ZSM5 para formar las AgNPs
utilizando NaBH; a concentracion de 0,05 M en un volumen de 100 mL.
Posteriormente, se filtrd, secé y guardo en oscuridad.

En la Figura 4.15, se puede observar como la reduccion de la plata para, formar AgNPs-
ZSMS5, produjo un cierto oscurecimiento del material. También se puede observar, el

107



Capitulo 4 Plata metadlica

color blanco que tiene la Ag-ZSM5, color que se ha mantenido en todos los lotes
usados en este trabajo.

Figura 4.15. Fotografia optica mostrando la zeolita ZSM5 en diferentes estados. A) Ag-
ZSM5 donde la pata es idnica y no aporta color a la muestra y B) AgNPs-ZSM5 donde
ya se han formado AgNPs y, por tanto, la muestra adquiere un color grisdceo

4.3.3 Caracterizacion

Aqui se muestran las diferentes técnicas usadas para caracterizar AgNPs-ZSM5.

= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

A nivel microscépico, como se muestra en la Figura 4.16, se observd una menor

concentracion de AgNPs que en el caso de la SBA 15-APTES-Ag-B. Se pensé que podria
ser debido principalmente a los siguientes factores:

= La zeolita ZSM5 no estaba funcionalizada con grupos amino, por lo que la fijacién de
las nanoparticulas al material mediante el enlace nitrégeno-plata no era posible.
Este enlace quimico se da entre los electrones del nitrégeno presente en los grupos
amino y los electrones de la plata [358].

= Los poros de la ZSM5 de 0,55 nm, son muchos mds pequefios que la SBA 15, de
entre 8 nm y 10 nm. Esto hacia que las AgNPs de 6 a 8 nm, nombradas con
anterioridad en el apartado 4.1.5, no se pudieran introducir en los poros.

Figura 4.16. Microfotografias de TEM mostrdndose distintas variaciones de ZSM5. A)
AgNPs sueltas procedentes de la AgNPs-ZSM5 debido a la falta de fijacion de las AgNPs
en este material, B) AGgNPs-ZSM5, C) Ag-ZSM5
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Tal y como se muestra en la Figura 4.16, se observd la presencia AgNPs en la AgNPs-
ZSM5 gque se corresponden con los agrupamientos mas oscuros de la microfotografia
de TEM (Figura 4.16.B), aunque no todas permanecieron unidas a la estructura
cristalina de la ZSM 5, ya que por diversas causas comentadas con anterioridad, parte
de estas AgNPs aparecieron sueltas y no fijadas a los cristales de la zeolita ZSM5
(Figura 4.16.A). En el ultimo caso de la Ag-ZSM5 (Figura 4.16.C), se observé la
existencia de pequefios agrupamientos de plata precipitada de mayor tamafio (24 nm)
que las AgNPs y que se corresponden con los agrupamientos oscuros de la
microfotografia (en este caso aparece uno).

= DIFRACCION DE RAYOS X

En la Figura 4.17, se puede observar el diagrama XRD de Ag-ZSM5 y AgNP-ZSM5
comparadas con un patrén de la zeolita ZSM5.

De la misma manera que en la Ag-ZSMS5, en el XRD de la AgNP-ZSM5 no se observaron
cambios en la cristalinidad, ni nuevos picos que pudieran provenir de las AgNPs, lo cual
demuestra que la estructura microporosa de la zeolita no se ve afectada por la
incorporacion de nanoparticulas de plata, y por otro lado, la concentracién y tamafio
de las AgNPs no alcanza los valores minimos para poder ser detectado mediante XRD.

] ‘\M AgNP-ZSM5
] -

4 Ag-ZSM5

Intensidad (u.a)

2 theta (grados)

Figura 4.17. Diagrama XRD de AgNPs-ZSM5 y Ag-ZSM5 comparadas con el diagrama
XRD patron de la zeolita ZSM5

4.3.4 Ensayos bioldégicos

A continuacién se muestran los estudios antimicrobianos realizados con el S.aureus
cepa 9213 y la AgNPs-ZSM5.

Se hicieron estudios, comparando el poder bactericida de Ag-ZSM5 y AgNP-ZSM5 a 24
horas.
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Figura 4.18. Ensayos bactericidas realizados con los materiales AgNPs-ZSM5 y Ag-
ZSM5 a tiempo 24 horas

Se pudo observar, la gran disminucidn del poder bactericida cuando la plata pasa de
forma iénica (Ag-ZSM5) a forma metalica (AgNPs). De hecho, a la zeolita con AgNPs no
se le atribuyd poder bactericida, ya que a las 24 horas se obtuvieron 1,32x10° UFC/mL
gue no representa una diferencia significativa respecto al control (4,14x10° UFC/mL).
Sin embargo, se volvidé a comprobar el elevado efecto bactericida de la Ag-ZSM5 a las
24 horas, con una disminuciéon de seis unidades logaritmicas lo cual corrobora la
hipotesis de que el poder bactericida del material basado en plata depende
fuertemente de la biodisponibilidad del cation plata.

4.4 NANOPARTICULAS DE PLATA COMERCIALES
En este apartado se trabajé con unas nanoparticulas de plata comerciales.

4.4.1 Procedencia

Las nanoparticulas utilizadas fueron comerciales con tamano de particula inferior a 100
nm (Sigma-Aldrich®).

4.4.2 Caracterizacion

Aqui se muestran las diferentes técnicas usadas para la caracterizacion de este
material.
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= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Por medio de esta técnica se pudo estudiar la morfologia de las nanoparticulas
comerciales que se muestran a continuacién en la Figura 4.19. Como se puede
observar sus tamafios son, efectivamente, de menos de 100 nm, aunque se presentan
en agregados de tamafiio considerable.

10.00 kV 10 0x[10.0 mm|ETD| SE

Figura 4.19. Imdgenes de SEM de las AgNPs comerciales. En estas microfotografias se
muestran como las AgNPs tienen forma esférica y se presentan en agregados

= MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Mediante esta técnica, se pudieron visualizar las nanoparticulas comerciales. En la
Figura 4.20, se pueden visualizar este material.

Figura 4.20. Imdgenes de TEM mostrandose AgNPs comerciales. Como se puede
observar, las AgNPs se presentan en forma de grupo de tamaiio considerable

= ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA
Gracias a esta técnica, se pudo comprobar la cantidad de plata que las nanoparticulas
comerciales eran capaces de liberar al medio de cultivo.

Los experimentos se realizaron siguiendo el mismo protocolo que en el caso de las
zeolitas (apartado 3.1.4 espectroscopia de absorcion atdmica). lgualmente, se

111



realizaron experimentos mediante centrifugacion con tubos Falcon® y con tubos con
filtro de tamafio de corte de 5 nm.

En la Figura 4.21, de forma analoga a lo ya observado en otros materiales, se puede
observar que cuando los se utilizan los tubos que llevan incorporados los filtros, estos
impiden el paso de nanoparticulas de plata de mdas de 5 nm. A las 24 horas, la
liberacion medida se reduce a la mitad (sin filtro 8,36 ppm y con filtro 4,13 ppm).

AgNPs sin filtro

Ag liberada (mg/L)

0 I I I I 1
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura 4.21. AAS de liberacion de plata de AgNPs comerciales. Sin filtro (marron), con
filtro (amarillo, cuadrados llenos, discontinuo). Condiciones: Son la misma que se
realizaron para la Ag-ZSM5 en el apartado 3.1.4 para los andlisis de espectroscopia de
absorcion atomica en TSB. En resumen, se incubaron 300 mg de AgNPs en 100 mL de
medio de cultivo TSB a 4, 6 y 24 horas sin renovacion del medio a 37°C bajo agitacion.
A los tiempos determinados los tubos se centrifugaron (segun el tipo de ensayo se
utilizé tubos con y sin filtro de tamarfio de poro de 5 nm) y se guardaban en frio para el
posterior andlisis de las muestras

A la vista de los datos de la Figura 4.21, resulta patente la lenta liberacién de plata
desde las nanoparticulas comparada con la zeolita Ag-ZSM5 que con tan solo un 0,17 %
en peso de plata libera 6,25 ppm en 24 horas al medio de cultivo, frente a las 4,13 ppm
que liberan estas AgNPs comerciales. Una vez mas, se ha de tener en cuenta que en la
zeolita, la plata al estar en forma idnica, estd totalmente disponible mientras que en
las AgNPs, que se encuentra como plata metalica tiene que disolverse y difundir al
medio de cultivo para estar disponible como plata idnica.

4.4.3 Ensayos bactericidas

En este apartado se muestran, en conjunto, los ensayos bactericidas realizados con las
nanoparticulas de plata comerciales.
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Figura 4.22. Ensayos bactericidas a 4 horas (verde) y 24 horas (naranja) con AGNPs
comerciales

Se comprobd que, bajo las condiciones ensayadas, las AgNPs comerciales no
presentaron poder bactericida a ninguno de los dos tiempos. Esto puede ser debido, a
que las AgNPs comerciales tienen un elevado tamafio (100 nm) y ademads se
encuentran agregadas, ya que se ha reportado que las AgNPs de tamafio superior a 10
nm [183, 192] y en forma de agregados [193] no tienen poder bactericida.

4.5 NANOHILOS DE PLATA

Una vez comprobado el poder bactericida de la plata en diferentes formas (plata idnica
y metalica distribuida en material zeolitico y en silice mesoporosa) y en disolucion en el
medio de cultivo, se considerd interesante estudiar un soporte en el que poder facilitar
el almacenamiento, tratamiento y manipulacion de la plata para posibles aplicaciones
tal y como estan haciendo algunas empresas de electrodomésticos hoy en dia en
frigorificos y lavadoras [359]. Para ello, se pensd en un soporte que tuviera una
elevada superficie de contacto y que pudiera utilizarse en aplicaciones con utilizacion
de corriente eléctrica. Por ello, se eligid el carbdn vitreo reticulado comercial, y se
decidié combinarlo con un material filamentoso de plata, como son los nanohilos de
plata, que pudieran soportarse facilmente en este carbdn vitreo reticulado.

En este apartado, se muestran los diferentes resultados de sintesis, caracterizacion,
impregnacion en el carbdn vitreo reticulado y el poder bactericida obtenidos con
nanohilos de plata sintetizados de forma hidrotermal.

113



4.5.1 Sintesis hidrotermal de los nanohilos de plata

La sintesis se realizd en un autoclave tal y como se muestra en el apartado 2.10 y se
llevé a cabo tal y como se describié en la bibliografia, para la obtencidén de nanohilos
de plata de seccién poligonal [323].

Para ello se emplearon los siguientes reactivos:

= PVP. Polivinilpirrolidona (Sigma-Aldrich®).
= Etilenglicol (Sigma-Aldrich®).
= Nitrato de plata (Panreac®).

Y se realizaron las siguientes disoluciones:
= 10 mLde 0,15 M de PVP en etilenglicol
= 10 mLde 0,1 M de nitrato de plata en etilenglicol

Seguidamente, se fue afiadiendo gota a gota la dilucién de 0,15 M de PVP en
etilenglicol sobre la disolucién 0,1 M de nitrato de plata en etilenglicol bajo agitaciéon
magnética. Una vez la solucién obtenida estuvo disuelta, se introdujo en un autoclave
de teflon y se mantuvo en una estufa a 1602C durante 2,5 horas, a presion autégena.
Transcurrido este tiempo, la sintesis se dejé enfriar a temperatura ambiente. A
continuacion, la dispersion obtenida se lavd con acetona y después con agua para
eliminar el etilenglicol y el exceso de PVP, al final en la superficie de los hilos queda
PVP que es lo que los mantiene estables. Este lavado se hizo mediante centrifugacion a
6000 rpm durante 20 minutos para asegurarse de la recuperacién de los nanohilos.
Dichos nanohilos obtenidos se dispersaron en agua desionizada para su
caracterizacion.

Al ser un proceso solvotermal, durante la sintesis el autoclave de teflon esta sellado y
la temperatura sube rapidamente descomponiendo el precursor de plata, dando como
resultado un medio de reaccién sobresaturado donde se generan las semillas de las
nanoparticulas. En estas condiciones, estas semillas pueden crecer rapidamente en
presencia de PVP mediante un mecanismo de Ostwald ripening [323]. Es decir, el
proceso de sintesis consta de dos procesos [360]:

= Nucleacidn: Formacion de nanoparticulas de plata que actuardan como semillas
(color amarillento)

= Crecimiento por Ostwald ripening para formar nanohilos. Las nanoparticulas mas
pequefiias se disuelven y los productos de disolucién sirven de crecimiento para los
mas grandes (color grisaceo).

Paso 1 Paso 2

EG +PVP

nanoparticulas
nanohilos

Figura 4.23. Esquema de formacion de nanohilos de plata
NOTA: EG es etilenglicol [361]

114



El mecanismo general de la sintesis se basa en la formacién del producto principal, el
diacetilo, que se puede explicar por una doble oxidacion del acetaldehido,
previamente producido por la deshidratacidn del etilenglicol [362]:

CH,0H-CH,0H -> CH3CHO +H,0
2 CH;CHO + 2Ag" -> 2 Ag + 2 H* + CH;COCO CH;

Por otro lado, el papel del PVP resulta esencial en dos aspectos principales:

1. Estabilidad de los nanohilos de plata. La interaccion con la plata se produce
mediante la coordinacién con el atomo de oxigeno del grupo carbonilo (C=0) [361]. Sin
embargo, varias etapas de la sintesis dificultaba esta interaccidn:

= La sonicacidn (necesaria en algunos experimentos realizados en este trabajo
aportaba la energia necesaria para romper esta supuesta interaccion)

= Los lavados para purificar los nanohilos (eliminaban el PVP)

= Elalmacenamiento de los nanohilos lavados sin PVP

Al no existir estabilizacidon estérica del polimero podria producirse un recrecimiento de
los nanohilos en direccion radial y la evolucion consecuente hacia la forma esférica,
gue es termodindmicamente mas estable. Es decir, sin la estabilizacion estérica del
polimero se produciria el recrecimiento de los nanohilos y evolucionaban hacia
nanoparticulas esféricas.

Por lo tanto, para minimizar estos problemas:

La sonicacion fue minima (1 minuto como maximo)
Los nanohilos se almacenaban de un dia a otro en frio y sin lavar.
Los nanohilos se lavaban para ser usados a continuacion.

2. Mecanismo de crecimiento de los nanohilos de plata. Las macromoléculas del PVP
(agente estabilizante) interactuan mas fuertemente con los planos {100} que con los
planos {111} de la plata, de manera que las caras {100} estan completamente
pasivadas por el PVP y las caras {111} solo parcialmente [360, 361].

Las nanoparticulas formadas en la primera fase tienen su superficie limitada por diez
caras {111} y poseen cinco planos de simetria {100}. La cristalizacidn de los &tomos de
plata en los limites de los planos compartidos da lugar a una elongacidn uniaxial de las
nanoparticulas en nanohilos bajo el confinamiento de los planos idénticos, formandose
nanohilos de plata cristalinos.

Finalmente, se pudo observar que esta sintesis daba resultados reproducibles, tal y
como se muestra en el siguiente apartado.

4.5.2 Caracterizacion

En este apartado, se muestra la caracterizacién de los nanohilos de plata mediante
diversas técnicas.

115



Capitulo 4 Plata metadlica

= MICROSCOPIA ELECTRONCIA DE BARRIDO

En la Figura 4.24, se puede observar los nanohilos sintetizados mediante el proceso
solvotermal.

Figura 4.24. Microfotografia de SEM mostrando los nanohilos de plata. Se puede
observar el tamafio y forma uniforme que presentan estos nanohilos

Las imagenes obtenidas por SEM, indicar una buena reproducibilidad de la sintesis de
los nanohilos ya que cada imagen corresponde con una sintesis independiente.
Ademas se pudo observar la ausencia de impurezas (no se observan mediante XRD
cristales de AgNOs o nanoparticulas de plata metalica) y una buena selectividad hacia
los nanohilos.

Por medio del programa ImaQ Vision Builder®, se realizaron medidas de las frecuencias
relativas del didmetro y de la longitud de los nanohilos de plata mediante histogramas.
Por lo tanto, como se muestra en la Figura 4.25, se llegé a la conclusién que los
nanohilos mas frecuentes eran aquellos que tenian un didametro de 35-40 nm y una
longitud de 25-30 micras.

0,35 4
0,30 4
0,25 4
0,20 4

0,154

Frecuencia relativa
Frecuenciarelativa

0,10 4

0,05 4

0,004

15 20 25 30 35 40 45 S0 55 R e

Laongitud de log nanchilos de plata (micrdmetros)

Diametro delos nanchilos de plata (nm)

Figura 4.25. Frecuencias relativas de A) Diametro y B) Longitud de los nanohilos de
plata obtenidos en las sintesis
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= ESPECTROSCOPIA POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Se utilizé la técnica FITR para determinar la cantidad de lavados que eran necesarios
en la purificaciéon de la sintesis de nanohilos de plata para la eliminacién del
compuesto orgdnico (etilengicol, CH,OH-CH,0H).

La eliminacion total del etilenglicol resultaba necesaria, ya que este compuesto es
téxico para las bacterias [363] y alteraria los resultados de los posteriores ensayos
bactericidas.
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Figura 4.26. FTIR Sintesis de nanohilos: A) Sin lavados, B) Con un lavado, C) Con dos
lavados y D) Con tres lavados

En la Figura 4.26, se observd los resultados de FTIR de la sintesis de nanohilos de plata
sin lavar y con varios lavados. De esta manera se comprobd que en el primer lavado se
consigue eliminar todo el etilenglicol, ya que con un lavado (y por tanto con dos y tres)
desaparecid el pico de absorbancia caracteristico del enlace C-H (stretching entre
2750-3000 I/cm) que aparece en la sintesis sin lavar.

= ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

Por medio de esta técnica se determind la masa de nanohilos de plata presentes en
una cantidad conocida de dispersion de la muestra, para diferenciarla del PVP presente
en la muestra.

El método utilizado fue diferente segun el solvente usado:
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= Para muestras de nanohilos dispersadas en etanol, se realizé un calentamiento de
252C a 502C con una rampa de temperatura de 0,12C/ minuto y una isoterma de
502C durante 30 minutos con un caudal de 20 mL/minuto de aire.

= Para dispersiones de nanohilos en agua (o en medio de cultivo), se hizo un
calentamiento de 302C a 5002C con una rampa de temperatura de 302C/ minuto y
una isoterma de 5002C durante 40 minutos con un caudal de 20 mL/ minuto de aire.

De esta manera, se elimind el solvente y el PVP y se obtuvo la masa de sélido, en este
caso, de nanohilos de plata. Mediante esta técnica se determind la masa de nanohilos
de plata utilizada en los analisis microbiolégicos. La masa de dichos hilos en sus
correspondientes dispersiones se determiné mediante termogravimetria.

= Se determind el efecto bactericida de los nanohilos de plata embebidos en una
espuma de carboén vitreo reticulado comercial y evaluar simultaneamente si dicha
espuma actuaba como un soporte eficiente para retener los nanohilos de plata
depositados sobre ella. Para ello, tras el lavado de la sintesis, se dispersaron los
nanohilos de plata en etanol y se afiadieron 100 é 200 pL de una dispersion de
concentracion conocida a cada espuma de carbon.

= Se estudio el poder bactericida de los nanohilos de plata en dispersion en cultivo
estacionario desarrollado en medio de cultivo liquido (TSB). Tras la purificacion de
la sintesis, los nanohilos de plata se dispersaron en el medio de cultivo estacionario
y se afiadieron 1,5 mL de esta dispersion a 3,5 mL de cultivo estacionario. En este
caso, mediante termogravimetria, se conocio la masa de nanohilos de plata.

Para el caso de los nanohilos de plata dispersos en etanol, la masa de nanohilos de
plata fue de 0,96 mg en 150 pL de volumen de etanol, por tanto si a la espuma de
carbon se le afiadieron 200 pL de la dispersion, esta espuma contenia 1,28 mg de
nanohilos. En otro caso, se obtuvieron 0,707 mg de nanohilos en 150 plL de etanol. En
este caso a la espuma de carbon se le afiadieron 100 plL de la dispersion y por tanto,
tenia 0,471 mg de nanohilos. Finalmente, se midieron 0,426 mg de nanohilos en 150
pL de etanol. También se afadieron 100 pL de la dispersion a las espumas de carbono
y por tanto, estas tenian 0,284 mg de nanohilos. Por lo tanto la masa final de nanohilos
de plata en la espuma de carbdn vitreo reticulado comercial que se utilizé en los
analisis microbioldgicos fue la suma de los tres valores anteriores, es decir, 2,035 mg.

Esta cantidad de nanohilos de plata se pondria posteriormente en 5 mL de cultivo
estacionario para hacer los ensayos bactericidas, por lo tanto habria 0,407 mg de
plata/mL de cultivo estacionario. Finalmente, no se muestran los datos para otras
espumas porque se obtuvieron de la misma forma, pero se obtuvo otro valor de 0,21
mg de plata/mL de cultivo estacionario.

A continuacion se realizd TGA de la dispersion de nanohilos de plata en cultivo
estacionario (datos no mostrados), y se pudo calcular que en los posteriores ensayos
bactericidas habria 0,5 mg de nanohilos de plata dispersos/mL de cultivo
estacionario.
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4.5.3 Ensayos bactericidas

En este apartado se comentan los diferentes ensayos bactericidas realizados con los
diferentes nanohilos de plata, por si solos o0 embebidos en diferentes soportes.

Los ensayos bactericidas se hicieron a tiempos de 10, 20 y 30 minutos, y 24 horas a
37¢°C.

= NANOHILOS DISPERSOS

A continuacion en la Figura 4.27, aparecen los resultados de los nanohilos dispersos en
un cultivo estacionario. Se usaron dos concentraciones 0,21 mg/mL de cultivo
estacionario y 0,5 mg/mL de cultivo estacionario. Los tiempos evaluados fueron de 10,
20y 30 minutos, y de 24 horas.
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1,00E+05 -

UFC/mL

1,00E+04 -
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1,00E+02 -
1,00E+01 -

1,00E+00 -
Control Dispersion 0,5 mg/mL Dispersion 0,21 mg/mL

Materiales

Figura 4.27. Estudios bactericidas nanohilos dispersion. 10 minutos (verde), 20 minutos
(naranja), 30 minutos (azul), 24 horas (morado)

Se pudo observar, que el Unico material que tuvo poder bactericida fueron los
nanohilos dispersos a una concentracion de 0,5 mg/mL de cultivo estacionario al
tiempo mas largo de incubacion (24 horas), con una disminucién de cuatro unidades
logaritmicas. El poder bactericida, no fue debido a la internalizacién de los nanohilos
per se ya que al ser mayores de 10 micras, no podian entrar en la célula. Dicho poder
biocida fue atribuido a la oxidacién de los nanohilos y la consecuente liberacion de
iones plata.
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= NANOHILOS Y PLATA DESPOSITADA POR CVD EN ESPUMAS DE CARBON VITREO
RETICULADO

En este apartado, se muestran los ensayos bactericidas utilizando como soporte las

espumas de carbon. Los ensayos que se realizaron fueron los siguientes:

= Cinta de carbono. Los ensayos bactericidas se realizaron en vasos de precipitados, y
para que la espuma de carbono no flotara en el cultivo estacionario, se fijo a la base
del vaso con cinta de carbono. Se quiso comprobar si esta tenia poder bactericida
por si sola.

= (Cinta de carbono + espuma de carbono (Figura 4.28.A). Se queria comprobar que
estas espumas no tenian poder bactericida y por tanto, se podian usar como
soporte inerte.

= (Cinta de carbono+espuma de carbono+plata depositada por CVD (Figura 4.28.B). Se
evapord un precursor de plata con el evaporador BOC Edwards Auto 500 E-beam,
en las espumas hasta que hubiera una concentracidén en el cultivo estacionario de
0,2 mg/mL. Algunas de estas espumas se calcinaron a 3002C en presencia de
oxigeno para examinar el posible cambio de estado de la plata a éxido de plata (II).

= Cinta de carbono+espuma de carbono+nanohilos de plata (Figura 4.28.C). El
proceso de deposicion de los nanohilos de plata fue explicado en el apartado
anterior 4.5.2 en el apartado TGA. La concentracion ensayada en el cultivo
estacionario fue de 0,407 mg/mL.

700um

Figura 4.28. A) Espumas de carbon vitreo reticulado sola. B) Plata depositada por CVD
en las espumas de carbon vitreo reticulado C) Microfotografia de SEM mostrdandose los
nanohilos impregnados en una espuma de carbon vitreo reticulado. Los nanohilos
corresponden a la zona mds clara y brillante de la microfotografia

Con los ensayos bactericidas realizados en estas espumas, no se pudo observar ningln
efecto antimicrobiano. Solamente con los nanohilos de plata impregnados en las
espumas, se observd una ligera disminucion de carga bacteriana respecto al control
hasta llegar a 6,47x10% UFC/mL, tal y como se muestra en la Tabla 4.8, marcado en
rojo. Ademas se demostrd, que ni la cinta de carbono ni las espumas de carbdn vitreo
reticulado eran téxicas para las bacterias.
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Tabla 4.8. Ensayos bactericidas con espumas de carbon.
minutos, 24 horas

NOTA: NH= Nanohilos

10 minutos, 20 minutos, 30

TIEMPOS 10 minutos 20 minutos 30 minutos 24 horas
Media Media Media Media
ENSAYOS SD SD SD SD
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Control 1,06x109 299302506 1,13x109 431589629 1,18x109 342390301 1,54x109 339836562
Espuma 0,407 mg
NH/mL de cultivo - - - - 1,62x10° | 155563492 | 6,47x10° | 37712361,7
estacionario
Espuma 0,2 mg Ag
depositada /mL de - - - - 1,42x109 61282587,7 9,73x109 942809042
cultivo estacionario
Espuma 0,2 mg Ag
dep/cr’:":a:; chlltci'vr;ada . . . . 2,49x10° | 1565063009 | 9,33x10° | 188561808
estacionario
Cinta de Carbono 1,06x10° | 61282587,7 | 1,47x10° | 117851130 | 1,30x10° | 150849447 | 1,12x10° | 166183216
Cinta de
Carbono.Espuma de 1,01x109 42426406,9 9,45x108 162634560 1,12x109 153206469 9,73x108 175188397
carbon vitreo reticulado

En esta misma Tabla 4.8, se puede observar que no se evalud el efecto antimicrobiano
para tiempos cortos (10 y 20 minutos) en los ensayos de las espumas de carbdn vitreo
reticulado con plata tanto depositada por CVD como con plata en forma de nanohilos.
Esto fue asi debido a que, primero se evalud el efecto bactericida a tiempos largos vy al
comprobar su nulo efecto, se decidié no ensayar los tiempos mas cortos.

= NANOHILOS AUTOSOPORTADOS EN FILTROS DE CELULOSA

Para obtener estos nanohilos autosoportados se filtraron 3 mL de sintesis de nanohilos
de plata, usando unos filtros de celulosa de 25 mm de didmetro y de 200 nm de

tamafio de poro (ALBET LabScience).

La cantidad de nanohilos autosoportados obtenidos, se obtuvo por diferencia de
pesada antes y después de filtrar la sintesis y una vez estos estuvieran secos. La
cantidad que se obtuvo fue de 7 mg/mL de cultivo estacionario para la realizacién de
los ensayos bactericidas. Estos filtros con los nanohilos de plata se dispusieron en el
cultivo estacionario y se realizaron ensayos bactericidas a 10, 20 y 30 minutos y a 24

horas.

En el capitulo siguiente, se estudiara la aplicacion de la corriente eléctrica sobre los
nanohilos de plata para facilitar y acelerar la obtencién de plata idnica [364], que como
se ha demostrado en los capitulos previos, es la forma que presenta poder bactericida
generandose a partir de la plata metdlica que forma los nanohilos de plata. Con estos
filtros de celulosa, no se hicieron ensayos bactericidas posteriores con corriente
continua por la dificultad de aplicacion de la corriente eléctrica sobre estos filtros de
celulosa ya que no es conductora eléctricamente, y la dificultad experimental.

121




Capitulo 4 Plata metadlica
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Control Filtro de NH 7mg/mL

Materiales

Figura 4.29. Ensayos bacteridias con filtros autosoportados de nanohilos. 10 minutos
(verde), 20 minutos (naranja) 30 minutos (azul), 24 horas (morado)
NOTA: NH=Nanohilos

Se observd en la Figura 4.29, una disminucién de cuatro unidades logaritmicas a
tiempo de 24 horas usando estos nanohilos autosoportados.

Por medio de estos experimentos se demostré que los nanohilos de plata, que son
plata metdlica, no tienen poder bactericida a tiempos cortos. Es conocido que si las
nanoestructuras son superiores a 10 nm no tienen poder bactericida [183]. Se ha
observado una reduccion de cuatro unidades logaritmica con los nanohilos
autosoportados con una concentracién de 7mg/mL de cultivo a las 24 horas y la misma
reduccidn con los nanohilos dispersos en el medio de cultivo con una concentracion de
0,5mg/mL de cultivo. Por lo tanto como la concentracion global es menor cuando se
usan nanohilos dispersos y la reduccidon de la carga bacteriana es la misma que la
obtenida cuando se usan nanohilos autosoportados, la primera situacion seria
preferible: Nanohilos dispersos a una concentracion de 0,5mg/mL de cultivo a un
tiempo de 24 horas.
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Capitulo 5. Combinacidn de los nanohilos de plata con campo eléctrico

Capitulo 5

Combinacion de los nanohilos de plata con campo eléctrico

5.1 INTRODUCCION A LA COMBINACION CON CAMPO ELECTRICO
5.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA REALIZAR LA APLICACION DE CAMPO ELECTRICO.
CARACTERIZACION
5.2.1 Espectroscopia de Absorcion Atomica
5.3 ENSAYOS BACTERICIDAS
5.3.1 Eleccion del voltaje
5.3.2 Nanohilos dispersos
5.3.3 Nanohilos y plata evaporada en espumas de carbén vitreo
5.3.4 Estudio a 9 V 30 minutos y 24 horas de incubacion a 372C
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5. COMBINACION DE LOS NANOHILOS DE PLATA CON CAMPO ELECTRICO

En este apartado se describe la combinacidon con campo eléctrico de las diferentes
estructuras y condiciones que llevan nanohilos de plata.

5.1 INTRODUCCION A LA COMBINACION CON CAMPO ELECTRICO

El proceso que tiene lugar al combinar los nanohilos con campo eléctrico consiste en
una oxidacidn anddica y una reduccion catédica de forma no espontanea.

Tal y como se mostro en el apartado 2.6 el sistema experimental esta formado por dos
electrodos conectados a una fuente de alimentacién eléctrica, e inmersos en una
soluciéon conductora, de modo que cada electrodo atrae a los iones de carga opuesta:

= E| dnodo atrae a los aniones.
= E| catodo a los cationes.

Es decir, se produce una transferencia de electrones entre los electrodos y los iones:

= Los aniones ceden electrones al &nodo. Se produce la REDUCCION.
= Los cationes captan los electrones del catodo. Se produce la OXIDACION.

Este proceso Unicamente se pudo llevar a cabo mediante corriente eléctrica continua.
De esta manera, los iones son llevados en una sola direccién al electrodo
correspondiente para que se produzca la transferencia de electrones. En cambio, la
corriente alterna con una frecuencia, por ejemplo de 50 Hz, indicaria que cambiaria el
sentido del movimiento de los iones 50 veces por segundo. Esto impediria que la
mayor parte de los iones alcancen los electrodos para que la transferencia electrénica
necesaria tenga lugar, consiguiendo sélo un aumento de la temperatura del electrolito
y por ello fue descartado.

En este apartado se evaluaron las propiedades bactericidas de los nanohilos de plata
en presencia de corriente eléctrica, para poder comparar los resultados con el
apartado anterior en el que los nanohilos no se combinaban con corriente eléctrica. La
hipdtesis de trabajo es que la aplicacién de campo eléctrico favorece la oxidacién de
los nanohilos de plata metdlica (un proceso muy lento en otras condiciones)
aumentando por tanto su poder biocida.

5.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA REALIZAR LA APLICACION DE CAMPO
ELECTRICO. CARACTERIZACION

Para realizar los experimentos como se comenta en el apartado 2.6, se han utilizado
unas fuentes de voltaje (HQ Power, Alimentador Multitension modelo 2A):

= Conectadas a electros inertes de grafito.
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Capitulo 5. Combinacidn de los nanohilos de plata con campo eléctrico

= |os electrodos estuvieron inmersos en 5 mL de Cultivo Estacionario

Direccién de los T —l

electrones

'— l Direccion de

los electrones

Anodo Catodo
Electrodos
Cultivo de grafito
estacionario conectados
a fuentes Cultivo
Nanohilos Nanohilos de / estacionario
evaluados en plata
diferentes

Figura 5.1. Sistema experimental. La primera imagen corresponde a una fotografia
Optica del sistema experimental. La sequnda imagen corresponde a un esquema
de éste

Se analizaron las siguientes condiciones con el cultivo estacionario:

= 3voltajes6V,9Vy12V aplicados durante 10, 20 y 30 minutos cada uno.
= Con el voltaje de 9 V durante 30 minutos y dejando actuar sin voltaje durante 24
horas a 372C.

5.2.1 Espectroscopia de Absorciéon Atémica

Se realizaron estos experimentos para evaluar la cantidad de plata procedente de los
nanohilos que se liberaba al medio (agua corriente o TSB), cuando se aplicaba
corriente eléctrica en las diferentes condiciones:

= 10,20y 30 minutosa9 V.
= 30 minutos a 9 V y seguidamente 24 horas a 372C sin corriente eléctrica.

Ademas, los ensayos se realizaron en el mismo volumen en el que se llevan a cabo los
ensayos bactericidas, es decir, 5 mL, siendo:

= 4,7 mLde TSB o de agua.
= 300 plL de una dispersion de nanohilos 0,5 mg/mL.

Las muestras, una vez obtenidas a los tiempos indicados, fueron centrifugadas con

tubos que poseen un filtro de tamafo de poro inferior a 5 nm (Amicon® Ultra
centrifugal filter units, Millipore®) y fue el sobrenadante lo que se midié en AAS.
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Como se sefiala en la Tabla 5.1, se comproboé que el proceso de aplicacion de campo
eléctrico fue efectivo para la liberacion de iones de plata y que a mayor tiempo de
exposicién a la corriente se obtendria mayor concentracién de iones plata. Ademas, se
observo que si tras la aplicacién de corriente eléctrica durante 30 minutos, se producia
una incubacién a 372C durante 24 horas la concentracién de plata se duplicaba,
demostrando que tras la eliminacién de voltaje, la oxidacidon de los nanohilos de plata
continuaba pero de una manera mas lenta.

Por otro lado, se estudié la posible formacién de AgCl en el filtro del tubo de Amicon®
tras de 10 minutos de aplicacidon de campo eléctrico (denominado en la Tabla 5.1 AgCl
retenido). Para ello se afiadid 5 mL de acido nitrico a los filtros. Este es capaz de
disolver este compuesto pero no de disolver los nanohilos de plata ya que para esto, es
necesario agua regia [365].

Tabla 5.1. AAS de la plata procedente de la oxidacion de los nanohilos de plata bajo
aplicacion de campo eléctrico

Tiempo de Tiempo de
Concentracion
Muestra aplicacién de campo contacto .
o _ Ag’ (ppm)
eléctrico (minutos) (horas)
TSB Sobrenadante 10 - 1,663
TSB AgCl retenido 10 = 0,746
TSB Sobrenadante 20 - 3,212
TSB Sobrenadante 30 - 4,064
TSB Sobrenadante 30 24 8,864
Agua | Sobrenadante 10 - 0,277
Agua | AgClretenido 10 - 0,613
Agua | Sobrenadante 20 - 0,537
Agua | Sobrenadante 30 - 0,633
Agua | Sobrenadante 30 24 0,96

Tal y como aparece en la Tabla 5.1, se demostrd que la liberacion de plata fue superior
en TSB que en agua en todas las condiciones ensayadas. Ademas se corroboré la
formacion de AgCl (AgCl retenido) en ambos medios, aunque, proporcionalmente, fue
mayor en los ensayos que se realizaron con agua.
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Capitulo 5. Combinacidn de los nanohilos de plata con campo eléctrico

5.3 ENSAYOS BACTERICIDAS

En este apartado se muestran los diferentes ensayos bactericidas realizados mediante
aplicaciéon de campo eléctrico con los diferentes soportes y comparados con los
mismos ensayos con nanohilos pero sin corriente eléctrica.

5.3.1 Eleccidn del voltaje

Durante el paso de corriente eléctrica se puede producir un cambio de pH en el medio
debido a la formacién de nuevas especies, por ejemplo, se puede formar cloro in situ
por la oxidacién de los iones cloro de la solucién y, ademads, puede tener lugar un
proceso de electroporacién. Estos efectos pueden influir en la viabilidad del S. aureus
[306].

La electroporacidn se produce cuando se aplica una corriente eléctrica. Si este voltaje
excede la rigidez dieléctrica de la membrana se forman poros, que pueden ser
reversibles. Sin embargo, una exposicidon excesiva de los microorganismos a campos
eléctricos puede causar un dafio extenso en la membrana, dando lugar a apoptosis o
necrosis, y por tanto, a la muerte bacteriana [306].

A la vista de estos resultados y puesto que lo que pretendia era evaluar la accién
bactericida de la corriente eléctrica debido a la liberacidn de iones plata y no por otras
causas, resultaba necesario elegir el voltaje adecuado (es decir, que por si solo no
influyese en la viabilidad celular) para desarrollar este trabajo. Dado que las fuentes de
las que se disponia podian dar unos voltajes de 6V, 9V y 12V, se probaron estos tres
voltajes a 10, 20 y 30 minutos.

1,00E+10
1,00E+09
1,00E+08 -
1,00E+07 -
1,00E+06
1,00E+05

UFC/mL

1,00E+04
1,00E+03 —
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00 -
Control 6V 9V 12V

Voltajes

Figura 5.2. Ensayos bactericidas con diferentes voltajes: 6V, 9Vy 12 V. Tiempos: 10
minutos (verde), 20 minutos (naranja) 30 minutos (azul)
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Capitulo 5. Combinacidn de los nanohilos de plata con campo eléctrico

Tal y como se muestra en la Figura 5.2, el voltaje que se eligio para realizar los analisis
antimicrobianos con los nanohilos de plata fue de 9 V, el mayor voltaje que no tiene
poder antiséptico por si solo ya que si se compara con el control no se observa una
disminucion significativa, es decir, superior a media unidad logaritmica.

A este voltaje de 9 V, la intensidad que circulé fue aproximadamente 27 mA y fue
aumentando hasta 38,5 mA en 30 minutos. Segun la Ley de Ohm esto se debe a una
disminucion de la resistencia (ya que el voltaje fue constante de 9 V durante todo el
experimento) en el medio de cultivo, que podria ser debido a un aumento de la
permeabilidad de la membrana de las células [366, 367], aunque en este caso no
afectaria a la viabilidad bacteriana como se muestra en la Figura 5.2. Otro aspecto a
tener en cuenta en este trabajo, fue la variacién del pH del medio [367], pero en este
cas6é se midio tras el proceso y se verificd que no cambiaba para ningun valor de
voltaje (pH=7,3).

5.3.2 Nanohilos dispersos

En ese apartado, se muestran los resultados de los ensayos bactericidas realizados con
los nanohilos dispersos (Figura 5.3) en el cultivo estacionario a 9 V a diferentes
tiempos, y comparados con los nanohilos dispersos en ausencia de voltaje. Estos
resultados se muestran en la Figura 5.4.

Figura 5.3. Microfotografia de SEM de nanohilos de plata. En A) se muestra un drea
cubierta por los nanohilos. En B) se puede observan en detalle la morfologia regular de
estas estructuras

Como ya se comprobd en el capitulo anterior, sin voltaje solo se observa poder
bactericida con los nanohilos dispersos a partir de una concentracion de 0,5 mg/mL de
cultivo bacteriano con una disminucion de cuatro unidades logaritmicas.

Cuando se aplicéd el voltaje de 9 V a tiempos cortos de 10, 20 y 30 minutos, la

disminucion fue muy baja, una unidad logaritmica, por lo que se considero no
significativo el poder bactericida.

128



Capitulo 5. Combinacidn de los nanohilos de plata con campo eléctrico
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Figura 5.4. Ensayos bacteridias dispersion de nanohilos sin y con diferencia de
potencial 9 V. Tiempos: 10 minutos (verde), 20 minutos (naranja) 30 minutos (azul), 24
horas (morado), 9 V 10 minutos + 24 horas (rojo), 9 V 20 minutos + 24 horas (gris), 9 V
30 minutos + 24 horas (amarillo)

Sin embargo, si después de aplicacion de voltaje se dejaba 24 horas de actuacion a 37
oC, se obtenian muy buenos resultados bactericidas, con una disminucion a 68 UFC/mL
a una concentracion de 0,5 mg/mL de cultivo bacteriano con el maximo tiempo de
aplicacién de corriente eléctrica y tras 24 horas de incubacién. Ademas, con otras
concentraciones (0,21 mg/mL de cultivo bacteriano) y otros tiempos (10 y 20 minutos,
mas 24 horas de incubacién) se obtuvieron disminuciones de hasta cuatro y cinco
unidades logaritmicas. Se considerd que esto era debido al tiempo de actuacion de los
iones plata, es decir, una vez producida la plata idénica por la corriente eléctrica
aplicada a los nanohilos de plata, estos iones de plata tenian tiempo de actuar durante
24 horas produciendo diferentes efectos sobre el ADN, enzimas y proteinas
bacterianas [182, 185] que, finalmente, producirian su muerte. Sin embargo, si una vez
aplicada la corriente eléctrica, no se daba tiempo a la actuacién de la plata idnica
formada sobre las bacterias, se obtenian resultados de un descenso solamente de en
torno a una unidad logaritmica. Por otro lado, como muestran los resultados de AAS de
la Tabla 5.1, si se dejaba la muestra de nanohilos en TSB 24 horas incubando después
de la aplicacién de 9 V, la concentracién de plata que se obtenia era mucho mayor,
pasando de 4,064 ppm tras 9 V sin incubacién a 8,864 ppm con incubacion debido a
una lenta pero continua oxidacién de los nanohilos de plata. Por lo que, tanto el
aumento de la concentracién de plata y el aumento de tiempo de actuacién
producirian esta disminucion de la poblacién bacteriana.
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Capitulo 5. Combinacidn de los nanohilos de plata con campo eléctrico

5.3.3 Nanohilos y plata evaporada en espumas de carbdn vitreo

En este apartado se muestran los resultados en los que se han implicado las espumas
de carbdn vitreo, por un lado con nanohilos embebidos y por otro lado con plata
evaporada (calcinada y no calcinada), que aparecen en la Figura 5.5.

imm

Figura 5.5. A) Fotografia de las espumas de carbdn vitreo con plata depositada por
CVD, en ellas se puede observar como solamente las primeras capas de este material
quedaban cubiertas por la plata. B) Microfotografia de SEM mostrdndose la espuma de
carbdn vitreo con los nanohilos embebidos, que corresponden a la parte mds clara de la
microfotografia

= NANOHILOS EMBEBIDOS A CONCENTRACION DE 0,407 mg/mL DE CULTIVO
BACTERIANO

Tal y como se mostro en el apartado 4.5.2 sobre la caracterizacidén de los nanohilos de
plata por andlisis termogravimétrico, se indicé que esta técnica se habia utilizado para
determinar la masa y concentracién de los nanohilos de plata ante la dificultad que
entrafaba el pesado de estos en una balanza de precision. Por lo que la concentracién
de nanohilos de plata que aparece en este apartado se determind de esta manera
comentada.

La colocacidon de las espumas respecto a los electrodos y el medio de cultivo, fue la
misma que se realizo para todos los soportes tal y como viene indicado en la Figura 5.1
de la primera parte del apartado 5.2.
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Figura 5.6. Ensayos bacteridias de nanohilos embebidos en espumas de carbono vitreo
sin y con voltaje 9 V. Tiempos: 10 minutos (verde), 20 minutos (naranja) 30 minutos
(azul), 24 horas (morado), 9 V 10 minutos + 24 horas (rojo), 9 V 20 minutos + 24 horas
(gris), 9 V 30 minutos + 24 horas (amarillo). En “espuma 0,407 mg/mL NH”, no hay
estudio a tiempo de 10 minutos, ya que se decidio no hacerlo viendo que a 20 minutos
no se producia ningun efecto bactericida

Como se puede observar en la Figura 5.6, para obtener efecto antimicrobiano fue
necesario aplicar voltaje de 9 V y después dejar incubar durante 24 horas a 372C, de
este modo se consiguid una reduccion de tres unidades logaritmicas aplicando 9 V
durante 10 y 20 minutos, y se disminuyd hasta 2,38x10* UFC/mL cuando los 9 V se
aplican durante 30 minutos. De nuevo se demuestra que la aplicacidon de 9 V durante
10, 20 6 30 minutos por si solo no produce ningln efecto bactericida. También se
demostré que las espumas de carbdn vitreo embebidas con los nanohilos de plata
incubadas hasta un tiempo maximo de 24 horas en ausencia de corriente eléctrica
tampoco producian ningin efecto sobre las bacterias a la concentracién de nanohilos
de plata ensayada. Por lo que se concluyd que, nuevamente, para la disminucidn de la
poblacion bacteriana era necesaria la combinacién de varios factores: la aplicacién de
voltaje para favorecer la oxidacidn de los nanohilos de plata y la incubacién durante 24
horas para facilitar la actuacién de los iones plata.

= PLATA DEPOSITADA POR CVD A UNA CONCENTRACION 0,2 mg/mL DE MEDIO DE
CULTIVO

En este apartado se decidié suministrar plata en una forma diferente a los nanohilos
debido a que, aungue los nanohilos de plata embebidos en las espumas producian una
disminucion de la poblacion bacteriana en torno a cinco unidades logaritmicas, no se
producia una eliminacion total. Por ello, se depositd por CVD 1 mg de plata en cada
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espuma que se pusieron en 5 mL de cultivo estacionario dando lugar a una
concentracion de plata de 0,2 mg de plata/mL de cultivo estacionario.

Algunas de estas espumas se calcinaron en oxigeno para cambiar el estado de
oxidacion de la plata y asi, estudiar si esta variacion producia algun efecto sobre las
bacterias.
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Figura 5.7. Ensayos bactericidas con plata depositada por CVD sobre espumas de
carbono vitreo sin y con voltaje 9 V. Tiempos: 30 minutos (azul), 24 horas (morado), 9
V 30 minutos + 24 horas (amarillo)

Se observa en la Figura 5.7, que de nuevo fue necesario un periodo de incubacién de
24 horas a 379C tras la aplicacién de voltaje durante 30 minutos, para obtener el
mayor efecto antimicrobiano obteniendo valores de 6,17x10° UFC/mL. De nuevo se
demuestra que es necesaria la aplicacion de corriente eléctrica a los soportes con
plata, y que es esta combinacidn la que tiene efectos bactericidas, ya que ni el voltaje
ni la plata depositada por CVD producen una disminucién de la poblaciéon bacteriana
significativa. Por otro lado, la calcinacion de las espumas con la plata depositada para
cambiar su estado oxidacion no tuvo ningun efecto destacable sobre las bacterias, en
el ensayo que se hizo sin aplicar voltaje.

De este modo, se pudo observar que los nanohilos de plata embebidos en las espumas
de carbon vitreo (Figura 5.6) tenian un poder bactericida ligeramente superior a
cuando las espumas cubiertas de plata por CVD (Figura 5.7) (pasando de 2,38x10"
UFC/mL a 6,17x10° UFC/mL), aunque los resultados no son comparables porque para
los nanohilos de plata embebidos en espumas de carbdn vitreo se tenia una
concentracion de 0,407mg/mL de cultivo, mientras que se partia 0,2 mg/mL de cultivo
para el caso de las espumas depositadas con plata por CVD. En ambos casos en las
mejores condiciones de efecto antimicrobiano fueron de nuevo la combinacion de los
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dos efectos, corriente eléctrica a 9 V durante 30 minutos y posterior incubacién
durante 24 horas a 37°C.

5.3.4 Estudio a 9 V 30 minutos y 24 horas de incubacién a 372C

Finalmente en la Figura 5.8, se representan todas las variantes de nanohilos (y plata
depositada por CVD) en las condiciones que mas efecto antimicrobiano se obtuvo, 30
minutos con 9 V y 24 horas de incubacion a 372C, es decir una combinacién de una
aceleracion inicial de la oxidacién de los nanohilos de plata debido a la aplicacién de
corriente, y una oxidacién en el medio por el paso del tiempo. En todos los casos, se
comprobd un efecto microbiano elevado con una disminucion de entre cuatro y cinco
unidades logaritmicas.
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1,00E+06 -
1,00E+05 ~
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mg/mLNH evaporada

UFC/mL

Materiales

Figura 5.8. Ensayos bactericidas en las condiciones de 30 minutos con 9 V'y 24 horas de
incubacion a 37°C

Como se observa en la Figura 5.8, la mejor condicion, para la eliminacidon bacteriana,
de los nanohilos consistidé en utilizar una concentracion de 0,5 mg/mL y cuando se
encontraban dispersos en el cultivo estacionario. Por un lado vemos que es la mayor
concentracion de plata aplicada en los ensayos de este apartado, por lo que es légico
pensar que produjera un mayor efecto bactericida. Por otro lado, cuando los nanohilos
se dispersan en el cultivo bacteriano, estos quedan distribuidos por los 5 mL de cultivo
estacionario y no solo al fondo, por lo que se favorece el paso de la corriente eléctrica
por todos los nanohilos y por tanto la oxidacion de la plata. Sin embargo, la plata,
tanto en forma de nanohilos como depositada por CVD, en las espumas de carbono
qgueda al fondo de cultivo bacteriano, sin que esta plata este bien distribuida por el
cultivo bacteriano, por lo que el paso de la corriente por esta no se ve facilitado y

133



habria una menor oxidacién y por tanto, menos formacion de iones plata para producir
una disminucion de la poblacién bacteriana.
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6. COMBINACION CON PEROXIDOS

En este capitulo, se describen las combinaciones de las zeolitas comerciales en forma
de pellet y la zeolita ZSM5 sintetizada en nuestro laboratorio, asi como de los
materiales mesoporosos MCM 41 y SBA 15, con vy sin plata, con peréxidos, mas
concretamente con el acido peroxiacético (o peracético) (PAA).

Se decidid combinar estos materiales con el acido peracético porque es un buen
agente antimicrobiano debido a su alto poder oxidante usado contra un amplio
numero de microorganismos como se ha mencionado anteriormente. Ademas tiene
diversas aplicaciones industriales, ya que se utiliza en torres de refrigeracion, en la
industria alimentaria para la desinfeccién de superficies y en el tratamiento de aguas
residuales [74]. Por otro lado, al ser una molécula de pequefio tamano, puede ser
adsorbida en los poros de diferentes materiales nanoestructurados como son las
zeolitas y en los materiales mesoporosos.

6.1 ADSORCION CON ACIDO PEROXIACETICO

El acido peroxiacético que se utilizd, fue una solucion comercial con 36-40 % en peso
de acido peroxiacético en acido acético (Sigma-Aldrich®). Se vende en disolucién con
acido acético y perdxido de hidrégeno para asi mantener el equilibrio y estabilidad de
los compuestos quimicos como se ha dicho anteriormente.

Las cantidades de materiales y de acido peracético usadas en el proceso de adsorcion
se detallan en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Adsorcion de PAA. Relacion de gramos de material y mililitros de solucion de

PAA
Método Cantida:ig;naterial PAA (mL)
H*-ZSM5 5 20
Ag-ZSM5 3 12
AgNPs-ZSM5 0,3 2,4
Ag-ZSMS5 (con NaNQO3) 2 8
Zeolita comercial en forma de pellets 3 12
SBA15 0,5 4
SBA15-APTES 0,5 4
SBA15-APTES-Ag-A 0,25 2
SBA15-APTES-Ag-B 0,5 4
MCM41(laboratorio) 3 12
MCM41-MagNPs 0,25 2
MCM41-MagNPs-AgNPs 0,5 4

El procedimiento que se eligié fue anadir la cantidad determinada del material y del
acido peroxiacético y ponerlo bajo agitacion magnética (excepto en la MCM41-
MagNPs y MCM41-MagNPs-AgNPs que se uso agitacion en orbital) durante 24 horas.
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La solucion estuvo tapada, a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Pasado este
tiempo, se filtrd por gravedad y se dejé secar en ausencia de luz y tapando el material.
Una vez el material estuvo seco, se guardd en viales sellados de forma hermética, para
evitar la pérdida del acido peroxiacético, debido a su elevada presidn de vapor (20 mm
de Hg a temperatura ambiente [368]).

Figura 6.1. Blanqueamiento de los materiales al adsorberse PAA. A) Ag-ZSM5, AgNPs-

ZSM5 y AgNPs-ZSM5-PAA. B) Zeolita comercial en forma de pellets y Zeolita comercial

en forma de pellets con PAA. C) MCM 41-MagNPs, MCM41-MagNPs-AgNPs y MCM41-

MagNPs-AgNPs-PAA. D) SBA 15-APTES, SBA 15-APTES-Ag-B y SBA 15-APTES-Ag-B-PAA.
E) SBA 15-APTES-Ag-A y SBA 15-APTES-Ag-A-PAA

Ademas en la Figura 6.1, se puede observar como todos los materiales después de ser
expuestos al dcido peroxiacético, recuperan su color blanco anterior al haberles
incorporado AgNPs (excepto en el caso de la MCM41-MagNPs, que en su forma inicial
era anaranjado por la nanoparticulas magnéticas, y por tanto recuperd este color).
Esto indicaria una oxidacion de las AgNPs, pasando de plata metalica a plata idnica.
Mediante microscopia electrénica de transmisién (apartado siguiente) se observé que
las AgNPs no se pierden, aunque se reducen de tamafio.

Por otro lado, en los materiales H-ZSM5 y Ag-ZSM5 se adsorbio perdxido de hidrégeno
para comparar su efecto con el del acido peroxiacético. En este caso la adsorcion se
hizo por el método de humedad incipiente, siendo el volumen total de poros
aproximado de la zeolita ZSM5 de aproximadamente 1 cm’/g (dato obtenido de su
isoterma de adsorcion de N).

Otras de las modificaciones llevadas a cabo, consistieron en eliminar la plata de la Ag-
ZSM5. Para ello, se pusieron 0,3 g de material con una concentracién de 50mM de
NaNOs en un volumen de 50 mL. El medio se renovo a las 8, 24, 32, 48, 56 y 72 horas,
para forzar el intercambio entre la plata y el sodio. Una vez el material habia perdido la
practica totalidad de los iones plata, se filtré y se secd y se puso en contacto con acido
peroxiacético, con el objeto de comparar el efecto bactericida entre H-ZSM5-PAA y la
Ag-ZSM5 a la que se le ha quitado la plata y se le ha adsorbido el 4cido peroxiacético.

6.2 CARACTERIZACION

A continuacion en este capitulo se muestran los resultados de caracterizacién de los
materiales estudiados en este apartado.
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Capitulo 6. Combinacidn con perdxidos

6.2.1 Microscopia electrénica de transmision

= DIFERENCIA ENTRE Ag-ZSM5 Y LA Ag-ZSM5-PAA

En la Figura 6.2, podemos observar que en ambos materiales se detectan pequefios
agrupamientos de plata metdlica que ya observamos anteriormente en la Ag-ZSM5.
Estos agrupamientos de plata, no se encuentran uniformemente repartidos y existen
en muy poca cantidad debido al bajo contenido en plata de la muestra (0,2% en peso
de plata). Sin embargo, se puede observar como el PAA en algunos casos los reduce de
aproximadamente 15 nm a tamanos de 5 nm aproximadamente. Por otro lado, en
algunas microfotografias de la Ag-ZSM5-PAA no se observd ningln agrupamiento.

Figura 6.2. Imdgenes de TEM mostrdndose la A) Ag-ZSM5 y B) y C) Ag-ZSM5-PAA. Se
puede observar como el PAA reduce los pequefios agrupamientos de plata (B), o los
elimina (C)

= DIFERENCIA ENTRE AgNPs-ZSM5 Y LA AgNPs-ZSM5-PAA

Las fotografias de la Figura 6.3, demostraron que la adsorcién con acido peroxiacético
disminuye el tamafo y cantidad de las AgNPs. Sin embargo, todavia se siguen
observando agrupamientos de plata metdlica. En la AgNPs-ZSM5 se observan varios
agrupamientos, que corresponden a plata, de un tamafio diverso. Unos agrupamientos
entorno a 25-30 nm y otros mas pequenos de 1-3 nm. Sin embargo, en la AgNPs-ZSM5-
PAA, el nimero de agrupamientos se reduce, y los mas grandes tienen un tamano de
20 nm aproximadamente.

Figura 6.3. Imdgenes de TEM donde se muestran los diversos agrupamientos de plata
metdlica en A) AGQNPs-ZSM5 y en B)y C) AgNPs-ZSM5-PAA
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Capitulo 6. Combinacidn con perdxidos

= DIFERENCIA ENTRE LA SBA15 APTES CON ELEVADA Y BAJA CONCENTRACION DE
AgNPs, CON Y SIN PAA

En la Figura 6.4, aparecen fotografias de las diferentes variantes realizadas con la SBA
15 APTES.

SBA 15-A v SBA 15-APTES-Ag-B-PAA

Figura 6.4. Imdgenes de TEM donde aparecen AgNPs en A) SBA 15-APTES-Ag-A, B) SBA
15-APTES-Ag-A-PAA, C) SBA 15-APTES-Ag-B, D) y E) SBA 15-APTES-Ag-B-PAA

Se pudo observar en ambos casos, una disminucién de la cantidad y del tamafio de las
AgNPs y de los grandes acumulamientos de plata tras la adsorcion del acido
peroxiacético. Las AgNPs decrecen de un tamafio medio de 7,5 nm antes del acido
peroxiacético, a un tamano medio de 4,9 nm (valores medios obtenidos tras medir el
tamafio de al menos 15 AgNPs de diferentes microfotografias del mismo material).
Muchos de los agrupamientos de plata de un tamafio superior a 20 nm disminuyen a
un tamafio comprendido entre 10-15 nm.

= DIFERENCIA ENTRE LA MCM41-MagNPs-AgNPs Y MCM41-MagNPs-AgNPs-PAA.

Las fotografias correspondientes a este material, aparecen en la Figura 6.5.

139



% Pérdida de peso
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Figura 6.5. Imdgenes de TEM donde se pueden observar las AgNPs y las MagNPs de:
A) MCM 41-MagNPs-AgNPs y B) y C) MCM 41-MagNPs-AgNPs con PAA

En este caso, aunque se observd una disminucion de las AgNPs, no se pudo ver una
disminucion significativa de su tamafio, asi como, se ha mostrado en el apartado 4.2.3
tampoco se pudo diferenciar entre AgNPs y nanoparticulas magnéticas.

6.2.2 Analisis termogravimétrico

Gracias a esta técnica, se pudo cuantificar el acido peroxiacético adsorbido en los
poros de los materiales. Las representaciones de los andlisis termogravimétricos (TGA)
de los diferentes materiales se pueden observar en las Figuras 6.6.
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Figura 6.6.A. Diagrama de TGA H-ZSM5 (negro), Ag-ZSM5 (verde), H-ZSM5-PAA (naranja), Ag-
ZSM5-PAA (azul) y derivada de la pérdida de peso de los mismos materiales donde se muestran
los minimos uno en torno a 100°C y el otro a 270-3002C. La variacion de adsorcion del 4% de
PAA en Ag-ZSM5-PAA se debid al hecho de que unos andlisis se realizaron inmediatamente
después de su adsorcion y otros al cabo de 20 dias y mes y medio
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La Figura 6.6.A nos muestra que adsorbié un 8 % en peso de PAA en la HZSM5 y un 9 %
en peso en la Ag-ZSM5 (media de 8,5%). Para calcular la carga de PAA en todas las
graficas de este apartado, se realizo la diferencia entre el porcentaje de la pérdida de
peso de un material sin PAA (por ejemplo, H-ZSM5) y su correspondiente con PAA (por
ejemplo, H-ZSM-PAA) asumiendo que ambos materiales adsorben la misma cantidad
de agua. Segun la derivada del porcentaje de pérdida de peso, hay una pérdida de
peso alrededor de 1002C que corresponderia al agua en los materiales sin PAA, y en los
muestras con PAA a 1002C que seria una mezcla de agua y PAA y a y 2702-3002C que
seria PAA.
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Figura 6.6.B. Diagrama de TGA de la zeolita comercial en forma de pellet (negro) y de
la zeolita comercial en forma de pellet-PAA (azul)

La zeolita comercial en forma de pellet viene representada en la Figura 6.6.B, y
presenta una adsorcion de 1,2 % en peso de PAA. Las temperaturas a las que se perdié
peso fueron muy similares a las de la zeolita ZSM5. La diferencia de carga de PAA entre
la zeolita ZSM5 vy la zeolita comercial en forma de pellet se atribuyé al
empaquetamiento del material. Mientras que en la ZSM5 el material estd en forma de
polvo disperso, el material comercial se presenta como pellets de 1,6 mm por lo que el
acceso del PAA al interior de los poros que estaban en la parte interna de los pellets es
menor.
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Figura 6.6.C. Diagrama de TGA y de la derivada de la pérdida de peso de MCM41 (negro)
y MCMA41-PAA (azul).
Las diferentes curvas correspondientes a MCM-41 provienen de andlisis realizados al
dia siguiente de la adsorcion, al mes y a los dos meses

Respecto a la MCMA41 sintetizada en el laboratorio, se pueden observar los resultados
en la Grafica 6.6.C. Se produjo un 30 % en peso de adsorcion de PAA. En la MCM41, se
observé a 602C un pequefio pico de pérdida de peso segun la grafica de la derivada del
porcentaje de pérdida de peso que se atribuiria al agua. Sin embargo, con la MCM41-
PAA el picé se observo a 802C, el cual fue mucho mas pronunciado. Cabe destacar, que
las graficas que aparecen de MCM41-PAA corresponden a analisis hechos al dia
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siguiente de la adsorcidn, al mes y a los dos meses, y se pudo comprobar que bajo
buen almacenamiento hermético del material, el PAA se mantenia en la estructura.
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Figura 6.6.D. Diagrama de TGA y derivada del porcentaje de la pérdida de peso de
SBA15-APTES (negro), SBA 15-APTES-Ag-A (verde), SBA15-APTES-PAA (naranja),
SBA15-APTES-Ag-A-PAA (azul)
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Figura 6.6.E. Diagrama de TGA de SBA15-APTES-Ag-B (negro), SBA15-APTES-Ag-B-PAA
(azul)

Seguidamente, en las Figura 6.6.D y en la Figura 6.6.E, se observd una adsorcion de
14% en peso de PAA en la SBA15-APTES-PAA (comparada con la SBA15-APTES), de 24
% en peso en la SBA15-APTES-Ag-A-PAA (comparada con la SBA15-APTES-Ag-A), y de
13% en la SBA15-APTES-Ag-B-PAA (comparada con SBA15-APTES-Ag-B). En estos
materiales se observd dos temperaturas de pérdida de peso que fueron sobre 702C y
entre 2702C-3009C. En el caso de los materiales sin PAA, se pensd que corresponderian
al agua y al APTES (punto de ebullicién 2172C), y los picos fueron muy pequefios. En el
caso de los materiales con PAA los puntos fueron muchos mas pronunciados, ya que
ademas de agua y APTES se perdia PAA.

Gracias a estos analisis, se pudo observar que los materiales mesoporosos, eran
capaces de adsorber mas acido peroxiacético, ya que sus poros y sus superficies
especificas son mas mayores. La SBA15, a pesar de tener los poros mas grandes que la
MCM 41, 9-10 nm y 3-5 nm respectivamente, adsorbié menos PAA, lo cual puede ser
debido a que la SBA15 estaba funcionalizada con APTES y por tanto este compuesto
cambia la adsorcidn en los poros que impedia la carga de mas PAA. A pesar de esto, se
obtenia un 24% de adsorcion del PAA en SBA15-APTES-Ag-A.

6.2.3 Adsorcion de nitrégeno
Mediante la adsorcion de nitrégeno, se determind la superficie especifica y la

distribucién de tamafo de poro en el material SBA15-APTES con elevada concentracion
de AgNPs con y sin PAA.
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Tabla 6.2. Caracterizacion superficial mediante adsorcion de nitrogeno

Material Area supezrficial Tamaiio de poro
BET (m"/g) (nm)
SBA15-APTES elevada concentracién AgNPs 351,47 7,41
S15APTES elevada concentracion AgNPs-PAA 180,38 6,84

Como se muestra en la Tabla 6.2, se produjo una disminucion aparente del area
superficial y el tamafio de poro en el material con PAA adsorbido respecto al material

gue no lo llevaba. Esto es lo que se esperaba, ya que el PAA ocupa volumen dentro de
los poros.

6.2.4 Difraccion de rayos X
Mediante esta técnica se caracterizaron varios materiales:
= XRD DE LA ZSM5 CON SUS VARIANTES

En la Figura 6.7 se muestra el XRD de todas las variantes de la ZSM5 realizadas en este
trabajo.

_ AgNP-ZSM-5

_ A " Jth renlE-ZSMI5-PAA

Intensidad (u.a)

Figura 6.7. Diagrama de XRD de las variantes de la ZSM5 con sus diferentes variantes

Gracias a esta técnica se pudo corroborar que la estructura cristalina de la ZSM5, tanto
en las muestras intercambiadas con plata como con AgNPs, se mantiene y por tanto
resiste el tratamiento con el acido peroxiacético. No se observaron cambios en la
cristalinidad ni nuevos picos provenientes de las AgNPs o de la plata intercambiada, ya
gue, la concentracion y tamafo de las AgNPs no alcanza los valores minimos para
producir difraccion mediante XRD. Tampoco se produjo un ensanchamiento o
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desaparicion de los picos caracteristicos de la ZSM5, por lo que, se determind que el
PAA no producia distorsion de la estructura cristalina microporosa de la zeolita.

= SAXRD DE LA MCM41Y MCM41-PAA

Los datos de SAXRD de la MCM41 sintetizada en el laboratorio y la MCM41-PAA se
muestran en la Figura 6.8.
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Figura 6.8. Diagrama de SAXRD de la MCMA41 y MCM41-PAA

Se pudo observar que en la MCM41-PAA se mantenian los tres picos caracteristicos de
la MCM41 por lo que esto demostré que se mantenia la estructura de este material.
Sin embargo, se produce un ensanchamiento de la base de los dos ultimos picos que
corresponden a angulos mayores, por lo que la adsorcion de PAA afectaria a la
estructura de los poros de este material.

= SAXRD DE LA SBA15 Y DIFERENTES VARIANTES

En la Figura 6.9, se muestran los resultados obtenidos para las diferentes variantes de
la SBA15.
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Figura 6.9. Diagrama de SAXRD de la SBA15, SBA15-APTES-Ag-A y, SBA15-APTES-Ag-A-
PAA. Microfotografia de TEM mostrando la estructura de planos de SBA15-APTES-Ag-
A-PAA

Se observan todos los picos caracteristicos de la SBA15, en SBA15-APTES-Ag-A y en
SBA15-APTES-Ag-A-PAA por lo que esto demostrdé que se mantenia la estructura de
este material. Pero, tanto para SBA15-APTES-Ag-A como para SBA15-APTES-Ag-A-PAA
se produce un desplazamiento de los picos hacia valores mayores, lo que corresponde
a distancias menores entre planos. De nuevo, igual que en el caso de la MCM41-PAA,
en el material con PAA se produce un ensanchamiento de la base de los dos ultimos
picos por lo que la estructura de los poros se veria afectada por este compuesto. Sin
embargo cuando se muestra las microfotografias de TEM no se observa ningln tipo de
afeccidn a los planos y poros de este material.

6.2.5 Espectroscopia de absorcidn atomica
Con esta técnica se pudieran observar los siguientes pardmetros.

= DIFERENCIA ENTRE LA CANTIDAD DE PLATA DE LA SBA15-APTES-Ag-A Y SBA15-
APTES-Ag-B CON Y SIN PAA

Mediante esta técnica se pudo conocer la cantidad de plata que habia en la SBA15-
APTES con AgNPs a alta y baja concentracidn con y sin PAA, tal y como se muestra en la

Tabla 6.3.

Tabla 6.3. AAS del porcentaje en peso de plata de la SBA15 con sus variantes

Material % en peso de plata
SBA15-APTES-Ag-A 1,98%
SBA15-APTES-Ag-A -PAA 1,21%
SBA15-APTES-Ag-B 0,34%
SBA15-APTES-Ag-B -PAA 0,21%
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Para saber la cantidad de plata existente en este material, se utilizd el proceso de
digestion con agua regia previamente descrito en el apartado 4.1.5. Para ello, se
dispersaron 20 mg de la muestra a digerir en 20 mL agua regia y se sometieron a
tratamiento hidrotermal a 2002C durante 25 minutos en un horno de microondas
(Milestone®, Ethos plus). Una vez terminada esta primera digestion se sacé la muestra
y se afiadieron 10 mL de 4cido fluorhidrico (Panreac®) que se dejd actuar durante toda
una noche. Al dia siguiente las muestras se traspasaron a un matraz donde se aforaron
a 50 mL con agua destilada.

Se pudo observar en ambos casos, que el proceso de adsorcién con PAA conllevd una
pérdida de plata significativa, que también se puede comprobar en el TEM (apartado
6.2.1), ya que en aquellas muestras que llevaban PAA se observé una disminucion en el
nimero y tamafio de AgNPs respecto a aquellas que no llevaban PAA. Este
comportamiento se atribuye a que la naturaleza acida del PAA producia una disolucién
de las AgNPs y por tanto, esto comportaba una pérdida de plata del material o a una
reduccion de su tamafio.

= DIFERENCIA ENTRE LA CANTIDAD DE PLATA DE LA Ag-ZSM5 CON Y SIN PAA

Por medio de esta técnica también se pudo vislumbrar la diferencia de cantidad de
plata existente entre la Ag-ZSM5 con y sin PAA.

Para obtener estos resultados, se hizo un intercambio de la Ag-ZSM5 con NaNO;
renovando el medio a 8, 24, 32, 48, 56 y 72 horas y guardando el sobrenadante
obtenido tras la centrifugaciéon del material en cada tiempo para ser analizado por
AAS. El protocolo se realizé de acuerdo al método explicado en el apartado 3.1.4.

En la Tabla 6.4, aparece la media de los valores obtenidos con dos concentraciones
diferentes. Se realizaron los ensayos con dos concentraciones diferentes, ya que se
pensd que probando una concentracion mayor se podria obtener una mayor
extraccion de plata. Sin embargo, los resultados fueron muy similares con ambas
concentraciones, debido a que con la concentracion menor ya se producia toda la
posible extraccién de la plata y por ello en la Tabla 6.4 aparece una media de los
resultados obtenidos con ambas concentraciones:

= 50 mM de NaNOs en 50 mL con 0,3 g de material
= 0,1 M de NaNOs en 50 mL con 0,3 g de material

También en la Tabla 6.4, se muestra la comparacién con los datos obtenidos por XPS.
Se observd que existia una buena concordancia entre los resultados obtenidos por

ambas técnicas

Tabla 6.4. Resultados de AAS y XPS del porcentaje en peso de plata de la Ag-ZSM5 y

Ag-ZSM5-PAA
Material % en peso de plata por AAS | % en peso de plata por XPS
Ag-ZSM5 0,1% 0,15%
Ag-ZSM5-PAA 0,075% 0,08%
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De nuevo se observé una disminucién en el porcentaje de plata cuando se incorpora
PAA. Para comprobar si en el proceso de adsorcion del PAA se perdia plata se midié
por esta técnica la cantidad de plata que quedaba en la solucion de PAA que se
separaba por filtracién después de la adsorcidon. Se hizo lo mismo con la zeolita
comercial en forma de pellet para tener una referencia de comparacién. Esto se
muestra en la Tabla 6.5:

Tabla 6.5. Resultados de AAS del PAA después de la adsorcion

PAA después de adsorcion en | Volumen adsorcién (mL) mg/L (ppm)
Ag-ZSM5 8 0,59
Zeolita Pellet 12 0,65

Con este analisis se pudo observar como durante este proceso de adsorcion se perdia
parte de la plata, tal y como se mostro en las diferentes microfotografias de TEM en el
apartado 6.2.1, donde los diferentes materiales con plata reducian el tamafio y el
numero de AgNPs tras la adsorcion de PAA.

= DIFERENCIA DE LA LIBERACION DE PLATA ENTRE Ag-ZSM5 CON Y SIN PAA

Gracias a esa técnica, se pudo averiguar la cantidad de plata que liberaba al medio la
Ag-ZSM5 con y sin PAA. Para ello, se hicieron dos tipos de experimentos, uno con
centrifugacién normal del material, y otro usando los tubos con filtro de tamafio de
corte de 5 nm. Los experimentos de liberacién fueron andlogos a los realizados en
apartados anteriores. Los resultados se muestran en la Tabla 6.6.A y Tabla 6.6.B:

Tabla 6.6.A. AAS de Liberacion de plata expresada en ppms con tubos de
centrifugacion normales

Tiempo (h) / material (ppm) | Ag-ZSM5 Ag-ZSM5-PAA
4 17,565 14,08
6 22,81 13,86
24 22,555 16,015

Tabla 6.6.B. AAS de Liberacidn de plata expresada en ppms con tubos de
centrifugacion con filtro tamafio corte 5 nm

Tiempo (h) / material (ppm) | Ag-ZSM5 Ag-ZSM5-PAA
24 6,337 2,407

En ambos casos, se observd una disminucién significativa en la liberacidon de plata
desde la zeolita Ag-ZSM5 adsorbida con PAA. En el apartado anterior, se demostro,
que en el proceso de adsorcidn se liberaba plata y por tanto, en el PAA sobrante de la
adsorcion quedaba de plata (0,59 ppm). La diferencia en la velocidad de liberacion es
considerable. Ello es debido a que el material sin el PAA tiene plata idnica en superficie
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gue se libera inmediatamente al medio pero al introducir el PAA durante el proceso de
carga de dicho PAA se produce esa liberacidn inicial de plata y por eso se observaria
una cinética distinta.

También se observéd una gran disminucidon en la liberacion de plata cuando se
utilizaron aquellos tubos con filtro de tamafio de corte de 5 nm. Este fendmeno ya se
habia observado en capitulos anteriores (apartado 3.1.3) y se debe, a que estos filtros
son capaces de retener los complejos de plata superiores a 5 nm que no quedan en el
precipitado después de la centrifugacién y por tanto darian sefal en AAS.

= DIFENCIA DE LA LIBERACION DE PLATA ENTRE Ag-ZSM5-PAA Y Ag-ZSM5-H,0,

Como se comentd en el apartado 6.1, la zeolita Ag-ZSM5 se puso en contacto con
perdxido de hidrégeno, para posteriormente comprobar su efecto bactericida y
compararlo con la Ag-ZSM5-PAA. En este caso, la adsorcién se hizo por humedad
incipiente, por lo que la pérdida de plata en este proceso se redujo, y por tanto la
liberacion de plata posterior fue mayor que la procedente de la Ag-ZSM5-PAA, tal y
como se muestra en la Tabla 6.7:

Tabla 6.7. AAS de Liberacion de plata con tubos de centrifugacion con filtro tamafio
corte 5 nm

Tiempo (h) / material (ppm) | Ag-ZSM5-PAA Ag-ZSM5- H,0,
24 2,407 4,487

= DIFERENCIA DE LA LIBERACION DE PLATA ENTRE AgNPs COMERCIALES Y H-ZSM5
CON AgNPs COMERCIALES

En este experimento, se pusieron en el medio de liberacién 300 mg de AgNPs
comerciales, misma cantidad que en todos los experimentos, y los resultados de
velocidad de liberacion se compararon con los de otro experimento donde se afadian
300 mg de H-ZSM5-PAA. Con esto se queria comprobar si el PAA oxidaba las AgNPs y
por tanto se producia una mayor liberacidon de plata. Los tubos empleados para la
centrifugacién son aquellos que tienen un filtro de tamaiio de corte de 5 nm. Los
resultados se muestran en la Tabla 6.8.

Tabla 6.8. AAS de Liberacion de plata con tubos de centrifugacion con filtro tamafo

corte 5nm
B R corﬁil:l:i,:les Ag'::':;&?j:i:"es
4 3,04 1,524
6 4,131 1,461
24 3,168 1,57

En lugar de observar una mayor liberacidn de cationes plata, a todos los tiempos, se
detectd, una menor concentracion de plata en las muestras con H-ZSM5-PAA. Una
posible explicacién que no descartaria una mayor oxidacion de las AgNPs comerciales,
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seria que la plata idnica liberada, al haber una zeolita protonada, se intercambiaba y se
formaria Ag-ZSMS5, por lo que parte de la plata seria “secuestrada” por la zeolita y por
tanto no se podia detectar por espectroscopia de absorcidn atémica.

= DIFERENCIA DE LA LIBERACION DE PLATA ENTRE LA ZEOLITA COMERCIAL EN FORMA
DE PELLET CON Y SIN PAA ADSORBIDO

Los resultados de este experimento se muestran en la Tabla 6.9.Ay Tabla 6.9.B

Tabla 6.9.A. AAS de Liberacion de plata con tubos de centrifugacion normales (ppms)

Tiempo (h) / material Pellet Pellet-PAA
4 36,878 27,08
6 45,078 29,78
24 46,128 38,815

Tabla 6.9.B. AAS de Liberacion de plata con tubos de centrifugacion con filtros de
tamano de corte de 5 nm (ppm)

Tiempo (h) / material Pellet Pellet-PAA
4 5,649 19,08
6 5,609 19,515
24 5,28 24,81

Se puede observar una disminucién en la liberacién de plata en las muestras en las que
se ha usado los tubos que incorporan el filtro.

Con los tubos normales, disminuye la liberacidén de plata cuando la zeolita comercial en
forma de pellet se puso en contacto con PAA, pero la disminucién no fue muy elevada
(de aproximadamente de 8ppm a las 24 horas), debido probablemente a que durante
la adsorcion del PAA, este compuesto fue capaz de disolver parte de aquellos grandes
agrupamientos de plata metalica que se mostraron en las microfotografias de TEM que
aparecia en el apartado 3.1.4. Muchos de estos agrupamientos se oxidarian en el
proceso de adsorcion de PAA, reducirian su tamafio y numero y, por tanto no darian
tanta senal a la hora de ser analizados. Ademas, como se ha mostrado en el niumero
dos de este apartado durante el contacto con la solucién del PAA, los materiales
perdian plata. Esta reduccion del numero de agrupamientos de plata v,
principalmente, del aumento de oxidacién de estos, se pudo comprobar cuando se
utilizaron los tubos con filtro, ya que se retuvieron los complejos grandes de plata y se
pudo observar mejor el aumento de oxidacion de la plata, cuya liberacion en este caso
fue de casi 5 veces mayor en la presencia de PAA.

En el apartado anterior, igual que en la Ag-ZSM5-PAA, se demostrd que en el proceso
de adsorcidn se liberaba plata y por tanto, en el PAA sobrante de la adsorcion quedaba
una pequena cantidad de plata.
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6.3 ENSAYOS BACTERICIDAS

A continuacién se muestran los diferentes ensayos bactericidas realizados con los
diferentes materiales con PAA.

6.3.1. Compuestos individuales

= TOXICIDAD DEL ACIDO PEROXIACETICO (PAA), ACIDO ACETICO (AA), PEROXIDO DE
HIDROGENO (H,0,)

El PAA se suministré como una mezcla donde estd en equilibrio con el dcido acético y
con el perdxido de hidrégeno:

H,0, + CH3CO,H<> CH3COs3H + H,0

Por ello que se considerd oportuno medir el poder bactericida de todos estos
componentes del equilibrio individualmente, sin estar adsorbidos a ningin material,
tanto en un cultivo en fase estacionaria como con un cultivo en fase exponencial.

Para 2 mL de cultivo, se anadieron:

= 4,51 ulL de PAA

= 2,14 ML de H,0,

= 1,38 uL de AA

Estos valores corresponden aproximadamente a los valores obtenidos a partir de la
pérdida de peso mediante andlisis termogravimétrico de la Ag-ZSM5-PAA, H-ZSM5-
PAA, H-ZSM5 y Ag-ZSM5, tal y como se ha mostrado anteriormente, dando un 8,5 % en
peso de adsorcidon del PAA.

Las cantidades correspondientes se ajustaron a los 60 mg de material que se ponian en
2 mL de cultivo, usando los pesos moleculares, la concentracion de los compuestos y
las densidades que indicaba el fabricante.

En la Figura 6.9, se muestran los ensayos bactericidas obtenidos con cultivo en fase
estacionaria.

1,00E+10 Control
1,00E+09 \: H20,
1,00E+08 +
AA
1,00E+07 |
2 1,00E+06 -|
S 1,00E+05 -
)
1,00E+04 -|
1,00E+03 |
1,00E+02 +
1,00E+01 1 PAA
1,00E+00 .
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura 6.9. Ensayos bactericidas en cultivo estacionario del PAA (verde), H>0, (azul) y
AA (naranja). Control (negro)
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Los resultados de la grafica permiten comprobar que el efecto antimicrobiano se debe
fundamentalmente al PAA. En el ensayo con PAA a las 4 horas eliminaron todas las
bacterias, mientras que el AA tuvo un ligero poder bactericida a tiempos largos, con
una disminucion de una unidad logaritmica respecto al control. Por el contrario, con el
H,0, no se observd ningun efecto antimicrobiano. Se pensd, que esto podria ser
debido a la pequefia concentracion de H,0, que se afadid al ensayo, pero
principalmente, al hecho de que esta bacteria es catalasa positiva y por tanto, es capaz
de degradar la pequefia concentracidon de H,0, para asi evitar el efecto tdxico de este
compuesto.

6.3.2. Zeolitas

= PODER BACTERICIDA DE Ag-ZSM5, H-ZSM5, Ag-ZSM5-PAA EN CULTIVO EN FASE
EXPONENCIALY FASE ESTACIONARIA

Mediante este experimento se queria comprobar si habia alguna diferencia de
comportamiento en cuanto al poder bactericida relativo de los diferentes materiales,
estando las bacterias en dos fases diferentes de crecimiento. Los resultados se pueden
observar en la Figura 6.10.Ay 6.10.B.

1,00E+10

—=

1,00E+09 =
Control
1,00E+08 -

1,00E+07 1 H-ZSM5-PAA
1,00E+06 -

1,00E+05 -

CFU/mL

Ag-ZSM5
1,00E+04 -

1,00E+03 - Ag-ZSM5-PAA
1,00E+02 -
1,00E+01 ~

1,00E+00

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 6.10.A. Ensayos bactericidas con cultivo en fase estacionaria del Ag-ZSM5-PAA
(verde), H-ZSM5-PAA (azul) y Ag-ZSM5 (naranja). Control (negro)
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Figura 6.10.B. Ensayos bactericidas con cultivo en fase exponencial del Ag-ZSM5-PAA
(verde), H-ZSM5-PAA (azul) y Ag-ZSM5 (naranja). Control (negro)

En ambas fases de crecimiento se observo el mayor poder bactericida con la Ag-ZSM5-
PAA, obteniéndose la eliminacion total de las bacterias en la fase exponencial a las 24
horas. Con la H-ZSM5-PAA se consiguié una disminucion de la carga bacteriana en
ambas fases. Con la Ag-ZSM5 se consigue una disminucion en la fase estacionaria de 6
unidades logaritmica. Sin embargo, con este material en la fase exponencial la
concentracién bacteriana aumenta, pero sin llegar a la concentracién méaxima de 10°
UFC/mL. Por lo tanto, estos resultados muestran que en ambos casos la combinacion
del PAA y la plata es efectiva para la eliminacidon o la disminucién significativa de la
poblacion bacteriana. Sin embargo, aunque la accidn de la plata en Ag-ZSMS5 por si sola
es capaz de producir una disminucidn bacteriana en fase estacionaria, no produce el
mismo efecto en la fase exponencial. Esto puede ser debido a que el efecto de la plata
no llega a todas las bacterias de esta poblacién, y aquellas que permanecen vivas, en
esta fase, tienen suficientes nutrientes para seguir dividiéndose e ir formando el
biofilm para evitar el efecto téxico de la plata, y por tanto, aumentar la poblacidn
bacteriana. Por otro lado, con la H-ZSM5-PAA, en ambos casos se produce una
disminucion de la concentracién de bacterias. El PAA, como se mostrara en el apartado
6.4, tiene un papel crucial en la eliminacién y el impedimento en la formacién de
biofilm. En la fase estacionaria el biofilm esta ya bien sintetizado, mientras que en la
exponencial se esta formando, por lo que, al desaparecer éste, las bacterias estarian
mas expuestas a la propia toxicidad del PAA.
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= EVOLUCION EN EL TIEMPO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE H-ZSM5-PAA, Ag-
ZSM5-PAA EN CULTIVO DE FASE ESTACIONARIA

Con este experimento se pretendia demostrar que los materiales con PAA, mantiene
su poder bactericida a lo largo del tiempo, estando los materiales almacenados
adecuadamente de forma hermética y en ausencia de luz. Los tiempos fueron:

= Tiempo 0: Materiales recién sintetizados.
= Tiempo 1: Materiales con 20 dias.
= Tiempo 2: Materiales con 1 mes y medio.
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Figura 6.11. Evolucion en el tiempo en fase estacionaria de la Ag-ZSM5-PAA (verde),
H-ZSM5-PAA (azul). Control (negro). A) Tiempo 0. B) Tiempo 1. C) Tiempo 2

Por medio de este experimento cuyos resultados se representan en la Figura 6.11, se
pudo observar que la H-ZSM5-PAA mantiene su poder bactericida a lo largo del
tiempo, con una disminucién en todos los tiempos de tres unidades logaritmicas en
todos los casos.

En cuanto a la Ag-ZSM-5-PAA, se observd que hubo una ligera disminucién del poder
bactericida en 20 dias (pasando de una eliminacién total a 3,27x10* UFC/mL a tiempo
de 24 horas). Pero esta disminucién no aumentd, ya que al mes y medio obtuvimos
valores muy similares al tiempo de 24 horas (6,2 x10? UFC/mL).
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Figura 6.12. Ensayos bactericidas en fase estacionaria de la Ag-ZSM5-PAA (verde),
H*-ZSM5-PAA (azul) y Ag-ZSM5 (naranja). Control (negro)
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En la Figura 6.12, se resume el comportamiento de los distintos materiales y de
diferentes lotes de materiales realizados. Se observé como la combinacién de los dos
compuestos (plata y PAA) producia un aumento del poder bactericida.

= COMBINACION DE H-ZSM5-PAA CON AgNPs COMERCIALES

Como se ha visto en el apartado anterior 6.2, una de las hipdtesis de trabajo era que el
PAA podria oxidar a las AgNPs comerciales y de este modo proporcionarles el poder
bactericida que no tenian.

Para comprobarlo se optd por la misma concentracién de material que se ponia
normalmente (30 mg/mL de H-ZSM5-PAA). Por otro lado, se afiadié una concentracion
muy baja de AgNPs comerciales (2mg/mL), una concentracion que se podia pesar de
forma reproducible y era suficientemente baja.
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Figura 6.13. Ensayos bactericidas en fase estacionaria de la AGNPs comerciales
(morado), H-ZSM5-PAA-AgNPs comerciales (verde). Control (negro)

En la Figura 6.13, vemos como aumenta en gran medida en poder bactericida, pasando
de un inexistente efecto antimicrobiano de las AgNPs (1,35x10° UFC/mL) a una intensa
eliminacién de la carga bacteriana (5,23 x10° UFC/mL). Claramente, el efecto es debido
a la combinacién de los dos compuestos: AgNPs y PAA, ya que con el H-ZSM5-PAA,
como se mostré en apartados anteriores, la disminucién alcanza tres unidades
logaritmicas.

» RE-INTERCAMBIO DE Ag-ZSM5 CON NaNO3 Y POSTERIOR ADSORCION CON PAA

Para corroborar que el efecto microbiano era debido a la combinacién de los dos
compuestos (plata y PAA), se elimind la plata de la Ag-ZSM5 mediante intercambio con
50 mL de 0,1 M de NaNOs para 1 g de material de Ag-ZSM5 renovando el medio a 8,
24, 32,48,56y 72 horas.
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UFC/mL

Posteriormente, parte de este material se puso en contacto con PAA, y parte se guardd
para realizar ensayos bactericidas comparados con Ag-ZSM5-PAA. Por lo tanto los
materiales testados fueron:

= Ag-ZSM5-PAA
= Ag-ZSM5 intercambiada con 0,1 M de NaNO;
= Ag-ZSM5 intercambiada con 0,1 M de NaNOs seguido por adsorcién de PAA

Los resultados se muestran en la Figura 6.14.
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Figura 6.14. Ensayos bactericidas en fase estacionaria de la Ag-ZSM5 intercambiada
con 0,1 M de NaNOs (morado), Ag-ZSM5-PAA (verde), Ag-ZSM5 intercambiada con 0,1
M de NaNO;zy adsorbida con PAA (azul). Control (negro)

Como se puede observar, si a la Ag-ZSM5 se elimina la plata no se obtuvo ningun poder
bactericida, seguidamente si se le aflade PAA, se obtienen valores similares a H-ZSM5-
PAA. Por tanto, una vez mas se concluye que es la combinaciéon de ambos compuestos
en la Ag-ZSM5-PAA, responsable del mayor poder bactericida obteniendo 46 UFC/mL.

= OXIDACION DE LOS PEQUENOS AGRUPAMIENTOS DE PLATA DE Ag-ZSM5

A las cargas de plata utilizadas (inferiores al 0,2% en peso de plata) la mayor parte de
la plata en la Ag-ZSM5 se encuentra como plata idnica en la estructura zeolitica v,
como ya se ha sefialado, la observacién mediante TEM revela la existencia, tan solo, de
muy escasos agrupamientos de plata metdlica en las muestras de Ag-ZSMS5. Sin
embargo, a la vista de los resultados ya expuestos sobre el efecto del PAA en las AgNPs
comerciales, cabria esperar que en las zeolitas Ag-ZSM5 con PAA adsorbido se
produjese un efecto semejante. Sin embargo, dado que el PAA tiene un efecto
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bactericida significativo por si mismo resulta dificil separar en experimentos
bactericidas, la posible contribucién debido al aumento en la concentracion de iones
plata para comprobar que el PAA producia una oxidacion de los pocos agrupamientos
de plata que habia en la Ag-ZSM5 para proporcionar plata i6nica y por tanto
contribuiria a aumentar el poder bactericida, se decidid adsorber otro peréxido, el
perdxido de hidrégeno, cuyo bajo efecto antimicrobiano se habia comprobado
anteriormente.

La adsorcidn se hizo por humedad incipiente teniendo en cuenta que el volumen de
poro de esta zeolita es aproximadamente de 1 cma/g.
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Figura 6.15. Ensayos bactericidas en fase estacionaria de la H-ZSM5- H,0, (azul), Ag-
ZSM5-H,0, (verde). Control (negro)

Como se observa en la Figura 6.15, la H-ZSM5-H,0, apenas tiene poder bactericida
(7,38x10® UFC/mL a tiempo de 24 horas), en cambio la combinacién de la plata y el
perdxido de hidrégeno produce una eliminacidn total de las bacterias a las 24 horas,
mientras que la muestra de Ag-ZSMS5 sin adicion de perdxido de hidrégeno hubiese
producido una disminucion de entre 4 y 9 unidades logaritmicas en 24 horas (segun el
lote ensayado apartado 3.1.5) en las condiciones ensayadas. Por lo tanto, se
comprueba la sinergia existente entre la plata y el perdxido, en cuanto al aumento del
poder bactericida producido por la oxidacion de los agrupamientos de plata metalica.
En el apartado 6.2.1 de la Ag-ZSM5 y de la Ag-ZSM5-PAA (seccién 1), se podia observar
la disminucién de tamafo de los agrupamientos de plata metalica asociado a la
oxidacién de los perdxidos como es el PAA.
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= OXIDACION DE LAS AgNPs DE AgNPs-ZSM5 POR EL PAA ADSORBIDO

En la misma linea de los estudios que se acaban de comentar en este apartado, se
muestran los resultados bactericidas obtenidos con las AgNPs sintetizadas in situ en la
ZSM5, debido a la reduccion de la plata idnica de la Ag-ZSM5 a AgNPs por el
borohidruro de sodio, ya explicada en el apartado 4.3.2, y los resultados obtenidos
cuando a este material AgNPs-ZSM5 se le adsorbié PAA.

Estos resultados se muestran en la Figura 6.16.
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Figura 6.16. Ensayos bactericidas en fase estacionaria a tiempo de 24 horas de
AgZSM5, AgNPs-ZSM5 y AGNPs-ZSM5-PAA

Como se esperaba, los resultados indican que el borohidruro sédico redujo la plata
idnica intercambiada dentro de la red zeolitica a su forma metalica, formando las
nanoparticulas de plata y que no aportaron efecto bactericida apreciable (1,32x10°
UFC / mL). Sin embargo, el PAA oxidd los grupos metdélicos dando lugar a plata idnica 'y
que, junto con el PAA, mostraron un gran poder bactericida sinérgico, con una
disminucion de siete unidades logaritmicas

Tal y como se muestra en el apartado 6.2.1 sobre la caracterizacién mediante TEM de
la AgNPs-ZSM5 y de la AgNPs-ZSM5-PAA, se observa la presencia de agrupamientos de
plata de 25-30 nm y de 1-3 nm en AgNPs-ZSM5, mientras que la accion del PAA para
obtener AgNPs-ZSM5-PAA producia una disminucién del nimero de agrupamientos,
siendo los mas grandes de 20 nm aproximadamente.
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= OXIDACION DE LOS AGRUPAMIENTOS DE PLATA DE LA ZEOLITA COMERCIAL EN
FORMA DE PELLET TRAS LA ADSORCION CON PAA

Al igual que en los experimentos anteriores, lo que se hizo fue adsorber PAA a esta
zeolita comercial y evaluar su poder bactericida.

Tal y como cabia esperar por los resultados del apartado anterior, como se muestra en
la Figura 6.17, se observé un aumento del poder bactericida, pasando de 2,26x10’
UFC/mL con la zeolita pellet, a 2,64x105 UFC/mL con la zeolita pellet con el PAA
adsorbido, y por tanto atribuyendo, de nuevo, la oxidacién de la plata al PAA. Esta
oxidacion y por tanto mayor liberacién de plata queddé demostrada en el apartado
6.2.5 de caracterizacién por espectroscopia de absorcidn atdomica.
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Figura 6.17. Ensayos bactericidas en fase estacionaria a tiempo de 4, 6 y 24 horas de
zeolita comercial en forma de pellet (rojo), zeolita comercial en forma de pellet-PAA
(verde). Control (negro)

6.4 MCMA41 SINTETIZADA EN EL LABORATORIO Y MCM41-MagNPs

6.4.1 MCMA41 sintetizada en el laboratorio. Conservacion en el tiempo del PAA

Para confirmar, la buena conservacion del PAA en los poros de la MCM41 se hicieron
ensayos bactericidas, con el material recién adsorbido y después de un mes de

almacenamiento. En ambos casos, como muestra la Figura 6.18, se observd una
eliminacion total de la carga bacteriana.
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Figura 6.18. Ensayos bactericidas en fase estacionaria a tiempo de 4, 6 y 24 horas de
MCM 41 (azul), MCM 41-PAA recién sintetizada (verde). MCM 41-PAA 1 mes
almacenamiento (morada). Control (negro).

NOTA: La grdfica morada y vede se encuentra superpuestas ya que en ambos ensayos
se produce la eliminacion total de las bacterias y, por tanto, los mismo valores

En el apartado 6.2.2 de caracterizacion por analisis termogravimetrico (Figura 6.6.C), se
demostré que el PAA se mantenia en los poros del material MCM 41 con el paso del
tiempo. Por otro lado, su contenido en PAA era mayor (40%) que en otros materiales
con mayor volumen de poro como es la SBA 15. Esto se explicaba por el hecho de que
la MCM 41 no estaba funcionalizada mientras que las SBA 15, se encontraba en forma
de SBA 15-APTES, SBA 15-APTES-Ag-A, y SBA 15-APTES-Ag-B, y por tanto, parte de sus
poros ya estarian ocupados paro estos compuestos (APTES y AgNPs) y podrian impedir
la absorcién de mas cantidad de PAA. De esta manera, la cantidad de PAA que
aportaba el cultivo bacteriano era mayor y por tanto producia un efecto bactericida
mayor.

6.4.2 Ensayos bactericidas de la MCM41-MagNPs con y sin AgNPs; con y sin PAA

En este experimento, se evalud el poder bactericida de las diferentes variantes de la
MCM41 con nanoparticulas magnéticas, tal y como se muestra en la Figura 6.19.
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Capitulo 6. Combinacidn con perdxidos
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Figura 6.19. Ensayos bactericidas en fase estacionaria a tiempo de 4 (verde) y 24
(naranja) horas de MCM 41-MagNPs, MCM 41-MagNPs-AgNPs, MCM 41-MagNPs-
PAA, MICM 41-MagNPs-AgNPs-PAA.

NOTA: En MCM 41-MagNPs-PAA, MCM 41-MagNPs-AgNPs-PAA los valores a 24horas
son 0. Eliminacidn total de las bacterias

Se puede observar como la combinacién de los dos materiales produjo una eliminacion
total de las bacterias a las 24 horas, al igual que el PAA solo, como ocurria con el MCM
41-PAA sintetizada en el laboratorio. Si se comparan estos resultados con los
obtenidos en el apartado anterior de la Figura 6.16 denominada ensayos bactericidas
en fase estacionaria a tiempo de 24 horas de AgZSM5, AgNPs-ZSM5 y AgNPs-ZSM5-
PAA, se puede observar como estos materiales logran una reducciéon bacteriana de
siete unidades logaritmicas, es decir, sin eliminacién total de la poblacidon bacteriana
como si alcanzaban MCM 41-MagNPs-PAA y MCM 41-MagNPs-AgNPs-PAA. La
explicacion se basaria en el hecho de que, en la AgNPs-ZSM5-PAA, la presencia de
AgNPs mostradas en las imagenes de TEM (apartado 6.2 TEM seccidn 2) era menor que
en el resto de los materiales y, ademas, la carga de PAA segln los analisis
termogravimétricos (apartado 6.2 TGA), era del 8,5%. Por lo tanto, los materiales
ensayados en este apartado, tienen un mayor nimero de AgNPs y de contenido en
PAA, lo que produce una eliminacion total de las bacterias.

Ademads, la MCM 41-MagNPs-AgNPs produjo una disminucidn bacteriana elevada (4
unidades logaritmicas) comparada con otros materiales con AgNPs que no tenian tanto
efecto bactericidas (AgNPs-ZSM5, AgNPs-SBA15). Ya en la bibliografia se han reportado
efectos combinatorios y sinérgicos entre diferentes metales como el cobre [256] y el
zinc [257], que explicaria el efecto bactericida de la MCM 41-MagNPs-AgNPs.
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CFU/mL

Capitulo 6. Combinacidn con perdxidos

6.5 SBA 15-APTES CON AgNPs A ELEVADA Y BAJA CONCENTRACION CON PAA

Andlogamente que en el apartado anterior, a continuacién, en la Figura 6.20 se
muestran los resultados de las diferentes variantes de la SBA 15 APTES.
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Figura 6.20. Ensayos bactericidas en fase estacionaria a tiempo de 4 horas (verde) y
24 horas (naranja)

En ambos casos, con la SBA15-APTES con elevada y baja concentracion de AgNPs, la
adsorcién del PAA produjo una eliminacion bacteriana total tanto a tiempos cortos
como a tiempos largos, por lo que se vuelve a demostrar el efecto sinérgico de la plata
y el PAA.

Por otro lado, la SBA15-APTES-PAA produjo una disminucion de 4 unidades
logaritmicas debido a una carga significativa del 14% mostrado en los analisis
termogravimétricos mostrados en las Figuras 6.6.D y 6.6.E del apartado 6.2. Como se
ha comentado anteriormente, la MCM41-PAA no estaba funcionalizada, contenia mas
PAA (30%) y producia la eliminacion total de las bacterias. Este mayor contenido en
PAA, explicaria la diferencia de poder bactericida entre los dos materiales
mesopororosos. Ademds, mientras que la SBA15-APTES-Ag-A disminuye la carga
bacteriana hasta 4,87x10° UFC/mL, la SBA15-APTES-Ag-B no produce ningun efecto
antimicrobiano. Esto demuestra de nuevo que el efecto bactericida aparece en los
materiales donde la plata se encuentra en forma idnica tal y como se mostraba en los
ensayos bactericidas con Ag-ZSM5 del apartado 3.1.5. Sin embargo, se comprueba que
una elevada concentracion de plata metalica nanoparticulada de tamafio reducido (7,5
nm), como en el caso de SBA 15-APTES-Ag-A produce un moderado efecto bactericida.
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6.6 EFECTO DEL ACIDO PEROXIACETICO

Observando los experimentos del apartado anterior, se observd que habia un efecto
bactericida sinérgico claro entre el PAA y la plata. Para explicar este efecto se
plantearon tres hipétesis:

= Un efecto independiente del PAA, que debilitase las bacterias, haciéndolas mas
susceptibles a la accion de los iones plata.

= Un efecto secundario del PAA no tanto sobre las bacterias en si mismas sino sobre
el biofilm bacteriano.

= Una combinacién de los dos efectos explicados anteriormente.

Por ello, para el PAA se realizaron dos tipos de estudios para poder averiguar cdémo
afectaba a la bacteria:

= Medir las Especies Reactivas de Oxigenos (ROS) que el PAA pudiera hacer que las
bacterias generaran.
= QObserva como el PAA actuaba sobre el biofilm bacteriano

6.6.1 Medicion de las especies reactivas de oxigeno

Como se ha indicado en el apartado 2.7 las especies reactivas de oxigeno se
determinaron mediante peroxidacion lipidica por la formacién de malonil dialdehido
(MDA). En la Figura 6.21, se pueden observar los valores que se obtuvieron en este
experimento.
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Figura 6.21. MDA detectado para S.aureus y normalizado por UFC/mL que se
detectaron por cada material
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Los valores que se obtuvieron analiticamente se normalizaron respecto al valor de
UFC/mL obtenido por cada material. De esta manera se observo que todos los
materiales producian mas ROS que el control, que eran las bacterias sin adicién de
materiales. También se mostré que la combinacién de los materiales con el PAA (H-
ZSM5-PAA y Ag-ZSM5-PAA), produjo mdas ROS que por ellos mismos solos, siendo el
que mas ROS produjo, la combinaciéon de ambos materiales, Ag-ZSM5-PAA.

Ademas, la Ag-ZSM5, produjo mas ROS que las zeolitas comerciales pellets y granular.
Por lo tanto, se podria decir, que la plata y en especial, la combinacién de la plata con
el PAA indujeron la produccidn de especies reactivas de oxigeno.

6.6.2 Observacidn del biofilm bacteriano

Se realizd esta técnica, en base a la hipdtesis de que el PAA podria contribuir a inhibir
la formacidn de biofilm o a eliminar el biofilm formado, es decir, que el PAA actuara
sobre la matriz del exopolisacarido que forma la red del biofilm. Por lo tanto se
hicieron dos tipos de pruebas cuyos resultados se muestran en la Figura 6.22 y Figura
6.23.

= Prueba 1: Como el PAA impide la formacion de biofilm de un Cultivo Estacionario
sobre un portaobjetos en un tiempo de 3 horas.

= Prueba 2: Como el PAA rompe un biofilm formado sobre un portaobjetos lavando
éste con 10 mL de una concentracién de 2,25 ulL/mL de PAA.

Figura 6.22. Prueba 1 impide formacion de biofilm. A) Control con PBS. B) con PAA

Figura 6.23. Prueba 2 destruccion del biofilm. A) Control con PBS. B) con PAA
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En ambos casos se observo, que en la presencia de PAA no hay biofilm o esta muy poco
representado, en la prueba nimero uno porque el PAA impide que se forme y en la
prueba niumero dos porque el PAA destruye el biofilm existente.

Como se explicé en el apartado 2.9 se ha usado el Calcofluor White Stain (Sigma-
Aldrich®). Este fluorocromo interactia con el exopolisacdrido segregado por las
bacterias para formar la matriz del exopolisacdrido, y por tanto la visualizacion de este
fluorocromo, demuestra la existencia de biofilm [31]. De esta manera, se visualiza la
eliminacion del biofilm ya formado, asi como, el impedimento de su formaciéon por
parte del PAA.

6.7 COMPARACION DE LOS MATERIALES

En la Figura 6.24, se muestran todos los ensayos bactericidas realizados a tiempo de 24
horas con todos los materiales en los que se ha adsorbido PAA en este trabajo.
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Figura 6.24. Efecto bactericida de los materiales (zeolitas y mesoporosos) con PAA

Los materiales mesoporosos se observé que tenian mayor poder bactericida que las
zeolitas.

Aungque ambos tipos de materiales mostraron un gran efecto sinérgico cuando se
combinaba la plata y el PAA, en el caso de los mesoporosos, al tener un tamafio de
poro mayor, siendo de 9-10 nm en la SBA 15 y de 3-5 nm MCM, tenian mds capacidad
de almacenar este compuesto, y por tanto por unidad de masa administrada, habia
mas PAA que podia actuar inhibiendo y rompiendo el biofilm, y en los materiales con
plata, mas PAA que oxidaba las AgNPs, liberando iones plata, que podian actuar mas

167



facilmente sobre las bacterias, ya que ahora estaban mas desprotegidas e
individualizadas tras la rotura del biofilm.

Dentro de los materiales mesoporosos se observé que la MCMA41 sintetizada en el
laboratorio, era un buen material para almacenar PAA, ya que al mes de su sintesis,
seguia manteniendo su poder bactericida eliminando totalmente la carga bacteriana. A
diferencia de la zeolita Ag-ZSM5-PAA, para lo que se observd que hubo una ligera
disminucion del poder bactericida en 20 dias (pasando de una eliminacion total a
3,27x10> UFC/mL a tiempo de 24 horas), pero manteniéndose al mes y 20 dias.

Respecto a la SBA 15 APTES, seria mas interesante aquel material con baja
concentracion de AgNPs, ya que aun con poca plata (0,34% y 0, 21% en peso de plata,
sin y con PAA respectivamente) cuando se combind con el PAA se observd un enorme
poder bactericida, produciendo la eliminacion de toda la carga bacteriana.

Es muy importante también el efecto obtenido con la zeolita, por su baja cantidad de
plata. Ademas, al tener una estructura cristalina podria actuar como buen abrasivo
ayudando a desprender adherencias tipicas de los biofilms bacterianos al aplicarse en
flujo. Pero, sobre todo se consideré muy buen material, ya que con muy poca cantidad
de plata (0,15% en peso con plata intercambiada) cuando se combind con el PAA
(0,08% en peso con plata intercambiada y PAA) tiene un gran poder bactericida con el
compuesto recién adsorbido (eliminacion total), el cual disminuye solo ligeramente
mas adelante.
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7. CONCLUSIONES

A continuacion, se exponen las conclusiones mas importantes obtenidas en este
trabajo.

Sobre la plata idnica:

* la zeolita ZSM5 intercambiada con plata (Ag-ZSM5), incluso con muy bajo
porcentaje en peso de plata (entorno al 0,2 % en peso de plata) tienen un gran
efecto antimicrobiano, superior al de otras zeolitas comerciales en forma de pellet y
granular, que poseian un porcentaje en peso de plata muy superior debido a que la
forma en que la plata estd disponible en las distintas estructuras es diferente (bien
idnica o bien como plata metalica).

= Este efecto antimicrobiano se debe principalmente a la plata idnica presente en la
red zeolitica como cation de intercambio. En las otras zeolitas comerciales la plata
estd presente principalmente como agrupaciones de nanoparticulas de plata
metalica de elevado tamano que contribuyen muy poco al poder biocida. Por lo
tanto el poder biocida se atribuye principalmente a la plata idnica intercambiada en
la red y la presencia de grandes aglomerados de plata metalica no tiene por qué ser
sindnimo de elevado poder bactericida.

= A tiempos cortos de contacto Ag-ZSM5 bacterias se observd una gran correlacién
entre plata idnica liberada al medio y la actividad bactericida. Sin embargo, a
tiempos largos, aunque se comprobd un gran efecto antimicrobiano, se observé una
mayor dispersion en cuanto a la correlacion plata liberada-poder bactericida, lo cual
se atribuyd a al metabolismo bacteriano y a la formacion de biofilm. Por lo tanto la
presencia de biofilm bacteriano hace que la difusion y liberacién del idn plata desde
la zeolita dificulta el acceso de los iones plata a las bacterias y reduce la
reproducibilidad de los datos debido a la inherente estructura de dicho biofilm.

Sobre la plata metalica:

= Es posible llevar a cabo la sintesis in situ de nanoparticulas de plata en zeolitas y en
materiales mesoporosos, principalmente efectiva en estos ultimos, ya que ademas
de que estas nanoparticulas pueden introducirse en los poros del material
aumentando su contenido en plata total y actuando como reservorio de plata para
una accion prolongada. Alguno de estos materiales se han funcionalizado para
favorecer la fijacién de estas nanoparticulas de plata a la estructura silicea
utilizando el enlace nitrégeno-plata. Dicho enlace hace que los materiales sean muy
estables y de elevado poder biocida. Por otro lado, aquellas nanoparticulas de plata
comerciales de alrededor de 100 nm no mostraron ningun efecto biocida indicativo
de la necesidad de un tamafio critico por encima del cual la disolucidon y liberacidn
de plata idnica a partir de nanoparticulas de plata metdlica transcurre demasiado
lentamente como para poder tener un efecto bactericida significativo.

= Es posible realizar una sintesis reproducible de nanohilos de plata modificando las
condiciones de sintesis y utilizando un polimero que dirige el crecimiento
anisotrépico de dicho materiales. Dichos hilos muestran un poder biocida reducido

169



debido a que su relacidon superficie/volumen es baja (menor que la de las
nanoparticulas esféricas) por lo que su capacidad de disolverse y liberar iones plata
es reducida.

= Hay que tener en cuenta diferentes parametros para dilucidar el efecto bactericida
de la plata durante el contacto con las bacterias, como el estado de la plata (idnica,
metalica, la combinacién de ambos, los complejos, sales parcialmente solubles o
insolubles, etc.), los medios de cultivo, la presencia o ausencia de bacterias,
tamafiio de particula, cristalinidad, geometria, etc. Todas estas variables afectan al
poder bactericida observado y, probablemente, contribuyen de manera importante
a la dispersidn observada en la bibliografia en cuanto a resultados antimicrobianos
de la plata.

= Se observd que era necesaria una concentracion de nanoparticulas de plata
elevada para los tamafios de particula analizados, y un tiempo de contacto
bacterias-nanohilos de plata largo, para que se produjera un ligero efecto
bactericida debido al efecto anteriormente citado de una baja relacion superficie
volumen susceptible de oxidacidn. Favorecer la oxidacion de la plata metalica para
favorecer la generacion de iones plata produce un mayor efecto bactericida: en los
nanohilos se puede favorecer dicha oxidacién combinandolos con campo eléctrico,
y con las nanoparticulas de plata creando un efecto sinérgico con el acido
peroxiacético contenido dentro de una misma estructura. Es decir, aquellas
técnicas que favorecen la oxidacién de la plata metalica y la consecuente liberacion
de plata idnica favorecen el poder biocida.

Sobre la combinacion de los nanohilos de plata con campo eléctrico:

= Se determind un voltaje a corriente eléctrica continua, con la que poder realizar
ensayos bactericidas sin danar las bacterias y por tanto, sin disminuir su
concentracion. Voltajes superiores a 9V producen efectos bactericidas cuando se
usa corriente continua sobre cultivos estacionarios de S. aureus.

= Se concluyé que el ligero poder bactericida de los nanohilos de plata puede
atribuirse a su limitada oxidacién en el medio con el paso del tiempo debido a su
baja relacion superficie expuesta/volumen. La corriente eléctrica continua durante
un breve periodo de tiempo de exposicidon acelera la oxidacién, favoreciendo la
liberacion de los iones plata e incrementado en gran medida el efecto
antimicrobiano.

= Es posible embeber nanohilos de plata en espumas de carbdn vitreo conductoras,
manipularlas y aplicarles cambo eléctrico de una manera sencilla y de este modo
obtener una disminucién de la carga bacteriana. Sin embargo, la mayor disminucidn
se obtuvo con los nanohilos dispersos en el cultivo estacionario donde la oxidacidn
por el paso de corriente esta favorecida ya que hay una mayor superficie expuesta
al paso de corriente y la consecuente oxidacion.

Sobre la combinacion de las nanoparticulas de plata con acido peroxiacético:
= Los materiales mesoporosos al tener los poros mas grandes que las zeolitas son

capaces de almacenar mayor cantidad de acido peroxiacético y conservarlo con el
paso del tiempo en mayor medida que las zeolitas analizadas.
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La combinacion de nanoparticulas de plata y del acido peroxiacético en los
materiales mesoporosos y zeolitas aumenta en gran medida el efecto
antimicrobiano, con respecto al caso de estos materiales por separado. Se observo
un efecto sinérgico ya que el efecto obtenido no responde la mera suma de ambos
efectos por separado.

Este efecto sinérgico se debe, principalmente, a la disgregacion de la matriz del
biofilm y al impedimento de su consolidacion cuando todavia no se ha formado por
parte del acido peroxiacético, facilitando la llegada y acciéon de los iones plata
(procedentes de la oxidacién de las nanoparticulas de plata que resulta acelerada
por parte del dcido peroxiacético) directamente sobre la bacteria. Este hecho no
habia sido descrito anteriormente en la bibliografia.

La combinacién de plata y un biocida como el acido peroxiacético en materiales
mesoporosos y principalmente, en materiales cristalinos porosos como la ZSM5,
permitiria una aplicacién potencial en aquellos sistemas en los que se necesitan una
liberacion controlada y una abrasién mecanica para evitar la formacién de biofilms.
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Capitulo 8. Anexo.

8. ANEXO

8.1 EQUIPOS UTILIZADOS PARA EL TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

En este apéndice, se describen los diferentes equipos usados para el tratamiento de las
muestras bioldgicas y de aquellos materiales que se tenian que preservar en
condiciones de esterilidad.

8.1.1 Campana de Flujo Laminar

Todos los cultivos bacterianos se han llevado a cabo en una campana de flujo laminar
(Telstar AV 30-70) en condiciones de esterilidad. Esta campana de seguridad bioldgica
contiene sistemas de filtracién HEPA, y esta de acuerdo con la normativa existente
sobre la proteccidon de los trabajadores contra los riesgos relacionados con los agentes
bioldgicos.

La campana de flujo laminar es una cdmara donde se establece un flujo de aire vertical,
a modo de cortina, que evita que las microparticulas y aerosoles que se puedan crear
salgan al exterior y no contaminen al manipulador y al ambiente, creando una barrera
entre la zona donde se esta trabajando y donde se situa el trabajador. Mediante un
sistema de aspiracion se recoge el aire contaminado y después de pasarlo por unos
filtros, devuelve una parte al medio y otra la expulsa al exterior.

Figura 8.1. Campana de flujo laminar

Para una mayor seguridad de las muestras, y asi evitar al maximo su contaminacién
con otros microorganismos, se trabajo en el interior de la campana de flujo laminar
con un mechero Bunsen de butano. Ademds, se asegura la desinfeccién del
instrumental introducido: micropipetas, puntas, asas de siembra etc., vaporizandolo
con etanol 70% (v/v).
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8.1.2 Esterilizacion

Para la realizacién de los experimentos, todo el material ha sido previamente
esterilizado. Se esterilizan los tubos de ensayo, pinzas, medios de cultivo, y cualquier
material a ensayar que no sea susceptible a la humedad y temperatura. La
esterilizaciéon se lleva a cabo en un autoclave (Modelo STERICLAV-S AES-75. Raypa®)
cuya capacidad es de 75 litros. Consiste en calentar agua con una resistencia y
mantener el vapor de agua formado a 1219C durante 20 minutos.

Figura 8.2. Autoclave para esterilizacion

Aquellos materiales cuyas caracteristicas pudieran ser afectadas por la humedad vy la
temperatura, como son aquellos que contienen plata, se esterilizan con vapores de
etanol 96 % (v/v) durante una noche en una cdmara cerrada.

8.2 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LOS MATERIALES LIBERADORES DE PLATA

En este apéndice, se describen los diferentes equipos usados para la caracterizacién de
los diversos materiales y se sefala que equipo se ha usado para cada material.

8.2.1 Difraccién de rayos X y de dispersion de Rayos X de dangulo bajo

Los Rayos X tienen longitudes de onda de Angstroms (5-100 A), del mismo orden que
las distancias interatdmicas de los componentes de las redes cristalinas. Al ser
irradiados sobre la muestra a analizar, los rayos X se difractan con dngulos que
dependen de las distancias interatdmicas. El método analitico del polvo depositado al
azar, que es el que se ha utilizado con los materiales caracterizados, consiste en
irradiar con rayos X sobre una muestra formada por multitud de cristales colocados al
azar en todas las direcciones posibles. Para ello es aplicable la Ley de Bragg, que
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predice la direccion en la que se produce una interferencia constructiva entre haces de
rayos X dispersados coherentemente por un cristal:

A A

7R

Figura 8.3. Esquema descriptor de la Ley de Bragg [369]

d = es la distancia entre los planos interatdmicos que producen la difraccion.
A = longitud de onda de los rayos X
0 = angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersion.

Los rayos X proporcionan informacion sobre la estructura cristalina de un material,
elementos que lo componen, posicion y distancia entre los atomos. Las técnicas de
rayos X son no destructivas, y permiten la caracterizacién de los materiales y su
recuperacioén sin sufrir ningun deterioro.

Las medidas de difraccion de rayos X se han realizado a temperatura ambiente usando
un equipo D-Max Rigaku® provisto de un anodo rotatorio. El difractdmetro funciona a
40Kv y 80 mA con un anodo de cobre y se utiliza un monocromador de grafito para
seleccionar la radiacion CuKal,2. Las condiciones de medida fueron de 2Theta con un
rango de 52 a 409, paso=0.032 y t=1s/paso. Este equipo se encuentra en la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Zaragoza, en el Servicio de Apoyo a la Investigacion:
Difraccién de Rayos X y analisis por fluorescencia.

Este equipo se ha utilizado para caracterizar la zeolita ZSM5, la ZSM5 intercambiada
con plata y/o la absorbida con acido peroxiacético.

En el caso de difraccion de rayos X para angulos bajos (SAXRD, Small Angle X Ray
Difracction), se utiliza la radiacion que se dispersa a angulos entre 0,1 y 102. Este
rango de angulos se usa para conocer las distancias caracteristicas en materiales
ordenados mesoporosos y tamafios de poro en estructuras de rango micrométrico y
nanomeétrico.

El equipo utilizado para la caracterizaciéon de los materiales sintetizados mediante
SAXRD es un difractémetro X’Pert PRO de PANalytical® (PANalytical B.V., Almelo,
Holanda) que se localiza en la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de
Madrid.

Este equipo se ha utilizado para caracterizar las muestras del material MCM41 con y
sin dacido peroxiacético absorbido. También se ha caracterizado el material
mesoporoso SBA15, SBA15 funcionalizada con 3-Aminopropiltrietoxisilano (Sigma-
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Aldrich®) conocido con las siglas APTES, la SBA15 funcionalizada con APTES y con
nanoparticulas de plata a alta y baja concentracion, y/o acido peroxiacético.

8.2.2 Espectrofotometria ultravioleta-visible-infrarrojo cercano

La espectrofotometria en la region ultravioleta-visible-infrarrojo cercano es una
técnica que permite determinar la concentracién de un compuesto en disolucidén si su
espectro presenta repuesta adecuada en ese rango de longitudes de onda. Se basa en
que las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la
cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracién al menos en el
rango de concentraciones analizado de acuerdo con la Ley de Beer Lambert.

Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de energia
interna. Cuando la luz (energia) es absorbida por una molécula se origina un salto
desde un estado energético fundamental a uno de mayor energia. Cada molécula tiene
una serie de estados excitados que la distingue del resto de moléculas. Como
consecuencia, la absorcién que a distintas longitudes de onda presenta una molécula
(espectro de absorcién), constituye una senal de identidad de la misma. Finalmente, la
molécula en forma excitada libera la energia absorbida hasta el estado energético
fundamental.

Shutter

Tungsten
lamp

Deuterium
lamp

1024-element
diode array

Figura 8.4. Esquema del espectrofotometro y de su funcionamiento (Agilent
Technologies®)

El equipo que se ha utilizado en este trabajo es el modelo 8453 de Agilent® (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Este espectrofotdmetro cuenta con un
detector multicanal (PDA, PhotoDiode Array), compuesto por un vector lineal de
fotodiodos discretos integrados en un circuito. Permite detectar simultaneamente un
rango de longitudes de onda desde 190 nm hasta 1100 nm, con una resolucion de 1
nm.

Este equipo se ha utilizado, para detectar el Malonil Dialdehido (MDA) en el analisis de
especies reactivas de oxigeno producidas por los materiales estudiados.

8.2.3 Microscopio electronico de barrido
La microscopia electronica de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy) se ha
utilizado para la visualizacién del tamafio, morfologia y estructura de los materiales

usados. Se han visualizado materiales comerciales como el éxido de plata (I) (Sigma-
Aldrich®), zeolitas comerciales intercambiadas con plata, en forma de pellets de 1,6
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mm (Sigma-Aldrich®), y en forma granular +20 mesh (Sigma-Aldrich®), ZSM5 sin
calcinar, calcinada e intercambiada con plata, MCM41 con y sin acido peroxiacético
absorbido, y nanohilos de plata. También se han podido visualizar bacterias en cultivo
y junto a los materiales objeto de estudio como biofilms sobre dichos materiales. Las
bacterias, al ser material bioldgico, antes de ser visualizadas en el SEM, han de ser
fijadas y deshidratadas tal y como se ha explicado anteriormente.

Por otro lado, muchas de las muestras nombradas anteriormente no son conductoras,
a excepcidn de los nanohilos de plata, por lo que es necesario que se recubran con un
metal conductor mediante un metalizador de vacio. Este equipo funciona evaporando,
de una manera controlada, un blanco metélico de oro-paladio (Au/Pd 80/20) gracias a
la creacién de un plasma de iones de argon. El equipo utilizado es el Mini Sputter
Coater de Quérum Technologies® modelo SC7620 (Quérum Technologies Ltd, West
Sussex, United Kingdom).

De una manera muy resumida, se puede decir que el funcionamiento del SEM se basa
en recorrer la muestra con un haz colimado muy concentrado de electrones
acelerados. De todas las formas de radiacidén resultantes de la interaccion del haz
incidente y la muestra hay dos realmente fundamentales en el microscopio de
barrido: los electrones secundarios y los electrones retrodispersados. Los primeros son
electrones de baja energia que resultan de la emisién por parte de los atomos
constituyentes de la muestra (los mas cercanos a la superficie) debido a la colision con
el haz incidente o con electrones retrodispersados. Los electrones retrodispersados sin
embargo, son electrones del haz incidente que han interaccionado (colisionado) con
los atomos de la muestra y han sido reflejados. La intensidad de ambas emisiones varia
en funcién del angulo que forma el haz incidente con la superficie del material, es decir
depende de la topografia de la muestra.

Haz de Disparador de
electrones electrones
7T Anodo
-
‘ H“ Lentes magnéticas
iy
Analizador

bobinas

Detector de electrones

retrodispersados it

Detector de electrones
secundarios
Muestra

Figura 8.5. Esquema del funcionamiento del microscopio electrénico de barrido
(Microtech Science)
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La sefial emitida por los electrones y radiacion resultantes del impacto se recoge
mediante un detector y se amplifica para cada posicidén de la sonda. Las variaciones en
la intensidad de la sefial que se producen conforme la sonda barre la superficie de la
muestra, se utilizan para variar la intensidad de la sefial en un tubo de rayos catddicos
gue se desplaza en sincronia con la sonda. De esta forma existe una relacién directa
entre la posicion del haz de electrones y la fluorescencia producida en el tubo de rayos
catddicos. El resultado es una imagen topografica muy ampliada de la muestra.

Se han utilizado principalmente dos equipos durante el desarrollo de este trabajo. Uno
es el modelo S-2300 de Hitachi®, y otro Inspect F50 FEI®, ambos situados en el
Laboratorio de Microscopias Avanzadas del Instituto de Nanociencia de Aragdn de la
Universidad de Zaragoza.

8.2.4 Microscopio electronico de transmision

La microscopia electrdnica de transmision (TEM, Transmission Electron Microscopy) se
ha utilizado para visualizar la morfologia y los poros de los materiales, asi como, el
tamafio y la morfologia de las nanoparticulas. Por esta técnica se han visualizado la
zeolita ZSM5 sin calcinar, calcinada e intercambiada con plata y con nanoparticulas de
plata en su estructura. También se han visualizado diferentes materiales comerciales
como son las zeolitas intercambiadas con plata, en forma de pellets de 1,6 mm (Sigma-
Aldrich®), y en forma granular +20 mesh (Sigma-Aldrich®), también nanoparticulas
comerciales de 100 nm (Sigma-Aldrich®). Por otro lado se han caracterizado las SBA 15
funcionalizadas con APTES con y sin nanoparticulas de plata a alta y baja
concentracion, y/o acido peroxiacético absorbido.

Para utilizar esta técnica las muestras han de tener un espesor reducido e inferior a
200-300 nm, para que los electrones las puedan atravesar. De esta manera, para
prepararlas se dispersa el material en etanol 96 % (v/v) (Panreac®) a una concentracién
muy baja del material (aproximadamente 100 pug/mL), evaporando una gota de esta
dispersion sobre las rejillas de cobre recubiertas de carbono, que se utilizan para esta
técnica como soporte.

En resumen, en el microscopio electrénico de transmision, la muestra es irradiada con
un haz de electrones que proviene de un filamento de Wolframio o LaBg aplicando un
potencial negativo entre 100 kV y 1000 kV. Los electrones colisionan con la muestra,
en funcién de su grosor y del tipo de dtomos que la forman, parte de ellos son
dispersados selectivamente, es decir, hay una gradacién entre los electrones que la
atraviesan directamente y los que son totalmente desviados. De esta manera, los
electrones que se dispersan, tienen una energia caracteristica de cada elemento.
Todos ellos son conducidos y modulados por unas lentes para formar una imagen final
sobre un condensador. La informacién que se obtiene es una imagen con distintas
intensidades de gris que se corresponden al grado de dispersidon de los electrones
incidentes.
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Figura 8.6. Esquema del funcionamiento del microscopio electronico de transmision
[370]

El equipo utilizado se encuentra en el Laboratorio de Microscopias Avanzadas del
Instituto de Nanociencia de Aragdén de la Universidad de Zaragoza. Es el modelo
Tecnai® F30 de la compafiia FEI® (Hilsboro, Oregon, USA).

8.2.5 Anadlisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico (TGA, Thermal Gravimetric Analysis) es una técnica que
mide la variacion de masa en un compuesto en funcion de la temperatura a lo largo del
tiempo, gracias a una balanza de precisién y a un calentamiento y atmésfera
controlados. Las variaciones de temperatura no siempre implican un cambio en la
masa de la muestra; existen, sin embargo, procesos fisicos y reacciones quimicas
conseguidos por cambios térmicos que si se acompafian de un cambio de masa, como
la descomposicion, la sublimacién, la combustion, la reduccién, la desorciéon, la
absorcion y la vaporizacidn. Estos cambios pueden ser medidos mediante TGA.
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Esta técnica ha sido utilizada en este trabajo para las siguientes aplicaciones:

= Determinar la cantidad de acido peroxiacético absorbido en las zeolitas con y
sin plata intercambiada y con plata nanoparticulada.

= Determinar la cantidad de acido peroxiacético absorbido en los diferentes
materiales mesoporosos con y sin nanoparticulas de plata a alta y baja
concentracion.

= Determinar la masa de los nanohilos de plata utilizados posteriormente en los
analisis microbioldgicos, y eliminacion del solvente y de la Polivinilpirrolidona,
(Sigma-Aldrich® Saint Louis, MO, USA) PVP.

Para los dos primeros puntos se hizo un calentamiento de 252C a 5002C con una rampa
de temperatura de 102C/minuto, con un caudal de 30 mL/minuto de aire.

El método utilizado en el Ultimo punto, es un calentamiento de 252C a 502C con una
rampa de temperatura de 0,12C/minuto y una isoterma de 502C durante 30 minutos
con un caudal de 20 mL/minuto de aire para muestras dispersadas en etanol y un
calentamiento de 309C a 5002C con una rampa de temperatura de 302C/minuto y una
isoterma de 500°C durante 40 minutos con un caudal de 20 mL/minuto de aire para
dispersiones de nanohilos de plata en agua. Se utilizaron dos protocolos diferentes
porque en el primer caso se necesitaba conocer la evaporaciéon de PAA que se
producia, y por lo tanto, solamente fue necesario calentar la muestra sin necesidad
de que este aumento fuera lento. En el segundo caso, fue necesario determinar la
masa de los nanohilos de plata, y de esta manera, se consideré6 mas importante
controlar la temperatura para evaluar qué agentes utilizados en la sintesis de
nanohilos y a qué temperatura eran eliminados.

Figura 8.7. Esquema de lo dos equipos usados (TA Instruments®, USA y Mettler Toledo
AG, Barcelona, Espaiia)

Se usaron dos equipos, ambos formados por una termobalanza que incluye una
balanza analitica, un horno, un mecanismo de control y programacién de la
temperatura del horno, un registrador y un equipo opcional para el trabajo en vacio o
en una atmodsfera a presion controlada. El primer equipo usado es el modelo TGAQ500
(TA Instruments®, USA). El segundo equipo es el modelo TGA/SDTA 851 (Mettler
Toledo® AG, Barcelona, Espafia).
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8.2.6 Espectroscopia de absorcidon atémica

La técnica de Espectroscopia de Absorcién Atdmica (AAS, Atomic Absorption
Spectroscopy) se utiliza para evaluar la concentracién de un analito en una muestra
liquida.

La AAS se ha utilizado con los siguientes fines:

= Determinar la cantidad de plata liberada al medio de cultivo TSB por parte de
los materiales. En algunos casos también se ha usado para detectar aluminio.
También se ha cuantificado la plata con presencia y ausencia de bacterias.

= Determinar la cantidad de plata que poseia el material. Para ello es necesario
una digestion previa del material inorganico.

= Determinar la cantidad maxima de plata que los materiales pueden liberar.

La técnica se basa en que los electrones de los atomos en el atomizador, pueden ser
promocionados a orbitales superiores por un instante mediante la absorcidon de una
cantidad de energia de una determinada longitud de onda. Esta longitud de onda, es
especifica a una transicion de electrones de un determinado elemento. Cada longitud
de onda corresponde a un elemento determinado.

Como la cantidad de energia que se pone en la llama es conocida, y la cantidad
restante en el detector se puede medir, es posible, a partir de la Ley de Beer-Lambert,
calcular cuantas de estas transiciones tienen lugar, y asi obtener una sefial que es
proporcional a la concentracion del elemento que se mide.
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Figura 8.8. Esquema del funcionamiento de la Espectroscopia de Absorcion Atomica

El equipo utilizado es un Spectra A 110 (Varian®). Se ha usado una lampara para
detecciéon de plata con las siguientes condiciones: flujo de una mezcla de
aire/acetileno de 3,5/1,5, la lampara tenia una intensidad de 8 mA y una longitud de
onda de 338,3 nm. La recta de calibrado se ha realizado a partir de una Solucién de
Plata Estandar para Absorcion Atomica 1% en peso de plata en acido nitrico (Sigma-
Aldrich® Saint Louis, MO, USA). El equipo realiza automaticamente tres medidas por
muestra. Este equipo esta situado en la Escuela Politécnica Superior de Huesca de la
Universidad de Zaragoza.
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8.2.7 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X

Esta técnica (XPS, X Ray Photoelectron Spectroscopy) se ha utilizado para determinar el
porcentaje de plata intercambiada que existe en la ZSM5 utilizada en los
experimentos.

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X, también conocida como ESCA
Espectroscopia Electrénica para Analisis Quimico (ESCA) es un método de
caracterizacidon de superficies que proporciona informacién cualitativa y cuantitativa
de todos los elementos presentes, excepto del Hidrégeno y el Helio.

Las muestras se irradian con un haz monocromatico de fotones y se analiza la energia
de emisidn de fotoelectrones.

Al ser una técnica que analiza superficies, la informacion que da de la muestra es de
aproximadamente 5 nm de profundidad (aunque dicho valor depende del angulo del
haz incidente y de la energia suministrada). De una monocapa se obtiene sensibilidad
de hasta 0,1 % atomico. Para preparar las muestras simplemente se ha de fijar el
material en cinta de carbono.

Este equipo permite hacer analisis de perfiles utilizando depth profiling. Esta técnica se
basa en la eliminacién de capas sucesivas en el material mediante la pulverizacién
catddica de las secciones delgadas de la superficie de la muestra por bombardeo de
iones energéticos.

El equipo usado es un modelo Axis Ultra del fabricante Kratos® (Kratos Analytical,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) que se encuentra en el Instituto de Nanociencia
de Aragdn en la Universidad de Zaragoza.

8.2.8 Adsorcion de nitrégeno

Esta técnica se ha utilizado para determinar el drea superficial especifica, el volumen y
el tamano de poro de los materiales mesoporosos utilizados en este trabajo con el
objeto de evaluar las caracteristicas de la SBA15, la SBA15 funcionalizada con APTES,
con nanoparticulas de plata y con acido peroxiacético absorbido.

El método se basa en el analisis de las isotermas de adsorcion de nitrégeno de los
materiales ensayados.

El equipo utilizado ha sido el modelo ASAP 2020 V1 Micromeritics Instrument
Corporation® (Norcross, GA, USA), ubicado en el Departamento de Ingenieria Quimica
y Tecnologias del Medio Ambiento en el Centro Politécnico Superior de la Universidad
de Zaragoza.

8.2.9 Espectrofotometria de infrarrojo con transformada de Fourier

La técnica espectrofotometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR, Fourier
Transformation Infrared Spectroscopy), se ha utilizado para corroborar la eliminacién
de compuestos orgdanicos de la superficie de las nanoparticulas. Por ejemplo, se han
utilizado para demostrar que los nanohilos de plata una vez purificados no contienen
trazas de compuesto organico, en este caso etilenglicol utilizado en su sintesis, que
pudieran alterar los resultados de los analisis microbioldgicos posteriores debido a su
poder bactericida. Las muestras estaban en estado liquido.
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Es una técnica de analisis cualitativo para la identificacion de los enlaces quimicos
presentes en los compuestos de la muestra. Se basa en la interaccion entre la radiaciéon
electromagnética y las moléculas. Se irradia la muestra con radiacién infrarroja, una
parte de la radiacién es absorbida por la muestra, provocando un cambio del estado
vibracional y rotacional de las moléculas, y el resto pasa a través de ella.

Bond AMpm Bond AMpm
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Figura 8.9. Longitudes de onda caracteristicas de algunos enlaces (Chemestry.
McGraw-Hill Companies®)

Cada estructura molecular tiene un espectro caracteristico que la identifica y que
aparece en una determinada longitud de onda, y el resultado del analisis aporta los
picos de absorcion de los componentes de la muestra.

El equipo utilizado es un modelo Vertex 70, espectrémetro FTIR de Broker Optics®
(Broker Corporation, Billerica, MA, USA) equipado con un detector DTGS y un accesorio
Golden Gate diamond para reflectancia total atenuada (ATR, Attenuated Total
Reflectance). El andlisis de datos se realiza con el software que proporciona el
fabricante (OPUS).

8.3 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS CEFUROXIMA, CEFAZOLINA Y
LINEZOLID

Las cefalosporinas actuan sobre la pared celular de las bacterias, la cual es esencial
para un crecimiento y desarrollo normal del organismo. El peptidoglicano es un
componente heteropolimérico de la pared celular que le proporciona estabilidad
mecanica y rigidez gracias a que su estructura le facilita capacidad de
entrecruzamiento. En los microorganismos Gram positivos, la pared celular tiene un
espesor de 50 a 100 moléculas de peptidoglicano pero sélo de 1 6 2 moléculas en las
bacterias Gram negativas. El peptidoglicano esta compuesto por dos aminoazucares
acetilados que forman cadenas de glicano compuestas por restos alternantes de N-
acetilglucosamina y de N-acetilmuramico unidas con enlaces B 1, 4.
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La biosintesis del peptidoglicano involucra alrededor de 30 enzimas bacterianas y se
suele dividir en tres pasos. La primera etapa o la de formacién del precursor, tiene
lugar en el citoplasma, el producto obtenido es la uridina difosfato (UDP-
acetilmuramil-pentapeptido), que se acumula en la célula hasta que las siguientes
fases de sintesis se inhiben. La ultima reaccion de sintesis de este compuesto es la
adicion del dipéptido D-alanil-D-alanina. La sintesis del dipéptido implica una previa
racemizacién de la L-alanina y una condensacion catalizada por la enzima D-alanyl-D-
alanina sintetasa. Durante la segunda etapa, se unen UDP-acetilmuram-pentapeptido y
UDP-acetilglucosamina para formar un polimero largo. La tercera y ultima etapa es la
terminacidn del entrecruzamiento y se logra con la reaccidén de transpeptidacidon que
tiene lugar fuera de la membrana celular ya que la transpeptidasa esta unida a la
membrana. El residuo terminal de glicina de la pentaglicina se une al cuarto residuo
del pentapéptido (D-alanina), liberando el quinto residuo (también D-alanina).

Es este ultimo paso de la sintesis del peptidoclicano el que es inhibido por los
antibidticos B-lactdmicos. Se debe a que la conformaciéon de la penicilina o las
cefalosporinas es muy similar a D-alanil-D-alanina. La transpeptidasa se acetila con la
rotura del enlace -CO-N del anillo- beta lactamico [371].

Aunque la inhibicion de la transpeptidasa es muy importante hay otras moléculas
dianas sobre las que actuan las penicilinas y cefalosporinas, son las denominadas
penicillin-bindig proteins (PBPs). Estas proteinas tienen diferentes interacciones
covalentes con los antibidticos beta lactamicos. Algunas de ellas intervienen en el paso
de la transpeptidacion de la sintesis peptidoglicano y otras participan en la formacién
del septum para llevar a cabo una adecuada divisién celular. Por lo que la inhibicion de
la transpeptidasa produce tanto una lisis celular rapida como una division inadecuada
dando lugar a formas filamentosas de las bacterias, por lo que la letalidad de las
cefalosporinas es debida a ambos mecanismos, liticos y no liticos. De esta forma, las
cefalosporinas producen una perturbacion del balance entre PBP y la actividad de Ila
mureina hidrolasa, enzima involucrada en el metabolismo de formacién de la pared
celular, dando lugar a una lisis celular [372].

El linezolid actia de una manera totalmente diferente. Mientras que muchos
antibioticos (macrdlidos, cloramfenicol) inhiben la sintesis de proteinas actuando en la
fase tardia de elongacion, el linezolid actlia en una fase temprana interaccionando con
la subunidad ribosomal 50s [373]. En el paso inicial de la traduccién bacteriana, la
subunidad 50s se asocia con fMet-tRNA y con un complejo de la subunidad ribosomal
30s y mRNA para formar el complejo funcional de iniciacién. El linezolid interactia con
el sitio de unidén P del peptidil-tRNA de la subunidad 50s con elevada afinidad [374].
Esta interaccion impide que se una fMet-tRNA durante la formacién del complejo de
iniciacion y por tanto se impide la sintesis de proteinas [375].
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