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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la preparacién y caracterizacion de peliculas
a partir de oxido de titanio dopado con plata y alcohol polivinilico, asi como la

evaluacién antimicrobiana.

En la primera etapa, se realiz6 la sintesis de del 6xido semiconductor TiO2
(fase anatasa) y TiO2 dopado con el ion Ag'* a diferentes concentraciones (2-
10% atémico) por el método de sol-gel asistido con radiacion ultrasénica. Los
precursores de TiO2 se sometieron a tratamiento térmico a 550°C por 2 hrs
para garantizar la fase anatasa del TiO2. Los materiales obtenidos fueron

caracterizados estructural (XRD y Raman) y composicionalmente (WDXRF).

Simultdneamente, se prepard una disolucién de alcohol polivinilico al 10%
peso/vol con ayuda de radiacién ultrasénica.

Las peliculas se prepararon por la técnica de spin-coating a partir de una
suspensién de los polvos de TiO2 y TiO2/Ag en la disolucion polimérica a una
concentracion de 50 mg/mL de particulas. Se realizd su caracterizacion por
XRD y se evalué su actividad antimicrobiana contra tres cepas bacterianas
problema: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.

Los resultados de XRD presentan los picos de difraccion caracteristicos de la
fase anatasa del TiO2 en todos los casos y no se observa un cambio en la
estructura cristalina a pesar de variar las concentraciones de plata, no asi, el
tamafio de cristalito calculado por la ecuacion de Scherrer, varia en un rango

entre 18-20 nm para polvos y de 11-15 nm para las peliculas.

Los resultados de la espectroscopia Raman confirman también la presencia
de la fase anatasa del 6xido de titanio en los polvos sintetizados; a su vez, se
observa una disminucién en la intensidad del pico en 143 cm™ debido al
acoplamiento de la plata en la estructura, generando un efecto de resonancia

plasmonica de superficie.
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Los resultados de la caracterizacion composicional arrojan que a pesar de
incrementar la concentracion del ion, no se presenta un mayor porcentaje de
éste en la composicion final del material. Para el caso de las peliculas, el
equipo no pudo determinar la presencia de la plata en las muestras,
pudiéndose atribuir a que la concentracion del ion esta por debajo del limite de

sensibilidad del equipo.

Finalmente, las pruebas antimicrobianas determinaron que Pseudomonas
aeruginosa fue la cepa mas susceptible a la inhibicion por parte de las peliculas

preparadas, siendo para este trabajo la que posee 6% de plata la mejor.

11
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Introduccion

Las infecciones asociadas a cuidados de la salud, conocidas también como
infecciones nosocomiales (IN), son un problema relevante de salud publica de
gran repercusion economica y social, ademas representan un desafio para las

instituciones de salud y el personal médico responsable de su atencion.

Las infecciones nosocomiales estan asociadas a elevados indices de
morbilidad y mortalidad, esto se observa como un incremento en el tiempo de
hospitalizacion asi como en el incremento de los costos de atencién (Cardo et
al, 2010)

Las infecciones nosocomiales de acuerdo con la OMS, se definen como las
infecciones contraidas por un paciente durante su tratamiento en un hospital u
otro centro sanitario y que dicho paciente no tenia ni estaba incubando en el

momento de su ingreso.

De acuerdo a un estudio realizado por la Secretaria de Salud (SSA) en 2011,
las principales infecciones nosocomiales observadas y registradas en los
centros de salud fueron neumonias (33.2%), IVU (24.6%), infecciones de
heridas (15.5%), bacteriemias primarias (5.8%) infecciones de 6érganos (3.2%)
y el 17% restante se debi6 a infecciones de otra etiologia.

Recientemente Arias et al. (2016) publicaron un estudio realizado acerca de
los principales patdgenos causantes de infecciones nosocomiales durante el
afo 2013 en los 197 hospitales de segundo nivel, 25 unidades médicas de alta
especialidad y 1 hospital de infectologia bajo la direccion del IMSS. Sus
hallazgos informan que de 48 377 resultados de cultivos nosocomiales
provenientes de las UMAE y unidades médicas de segundo nivel, Escherichia
coli es el patogeno mas frecuente con el 19.6%, seguido por los

13



Staphylococcus coagulasa-negativos y Pseudomonas aeruginosa con el 14
y 10.9%, respectivamente; ademas se reporta a Staphylococcus aureus con
el 9.8%. (Ver Anexo A-1.)

La importancia de estos microorganismos radica en que cada vez las
infecciones que causan tienen un peor pronostico, generalmente asociado en
parte a que los tratamientos antimicrobianos instaurados antes de conocer

datos microbiolégicos que orienten o confirmen la etiologia del cuadro.

El gran namero de infecciones nosocomiales que se presentan en las
unidades médicas, aunado a la creciente de casos de resistencia bacteriana
ligados a éstas, hace necesario la blusqueda de nuevas alternativas para la

prevencion y control de las infecciones intrahospitalarias.

Hoy dia se han realizado investigaciones sobre nuevos materiales que
pueden servir como agentes antimicrobianos y sean de utilidad en unidades
médicas. Dentro de estos materiales tenemos a los materiales de
recubrimiento, los cuales debido a sus propiedades (fotocataliticas, oxidativas e

hidrofilicidad) previenen la acumulacién o crecimiento de microorganismos.

El objetivo de este trabajo fue la preparacion de peliculas a partir de 6xido de
titanio y TiO2 dopado con plata en una matriz polimérica, las cuales seran
caracterizaron por diferentes técnicas y finalmente se evalué su actividad
antimicrobiana. Se escogieron estos materiales debido a la informacién

reportada en la bibliografia acerca de su poder antimicrobiano.

1.2. Oxido de titanio (TiO2)

El oxido de titanio es un material semiconductor que ha ganado interés
debido a la diversidad de aplicaciones que posee, entre las que podemos
mencionar su actividad fotoelectroquimica, fotocalitica, sensor ultrasoénico,

convertidor de energia solar, entre otras (Maurya & Chauhan, 2012).

De acuerdo a la base de datos Scopus, desde el afio 2000, se han publicado

33064 documentos con temas relacionados al TiO2 y sus aplicaciones en
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diferentes areas del conocimiento, siendo la ciencia de materiales e ingenieria

son las que representan el mayor porcentaje, 56.8% y 34.8% respectivamente.

Other (10.3%)

Undefined (0.0%) ———__

Medicine (4_] %) —

Biochemistry, G... (6.0%) / Materials Scien... (56.8%)

Energy (6.8%)

Environmental S... (8.3%)

Chemical Engine... (24.6%) ——

e

Physics and Ast... (30.9%) Engineering (34.8%)

Chemistry (33.3%) J

Figura 1.1. Areas de investigacion del 6xido de titanio. Informacién obtenida de la

plataforma Scopus (Recuperado el 18 de Junio de 2017).

El TiO2 se presenta como un polvo blanco, estable tanto quimica como
fotoquimicamente hablando, no toxico e insoluble a condiciones de pH
normales; ademas, cabe mencionar otras ventajas como su bajo costo de
produccion y su compatibilidad con el ambiente. (Maurya & Chauhan, 2012;
Placido, McLean, Ogwu & Ademosu, 2016)

El 6xido de titanio es un material polimérfico, es decir, presenta tres
estructuras cristalinas: anatasa, rutilo y brookita (ver figura 1.2), siendo las dos
primeras las mas estudiadas debido a sus propiedades fotocataliticas.

15



a) b) <)

Figura 1.2. Estructuras cristalinas del 6xido de titanio: a) anatasa, b) rutilo y
c¢) brookita. (Las imagenes fueron tomadas de los cifs que se encuentran reportados

en la American Mineralogy Data Base, imagenes realizadas con Mercury 3.7)

Las diferentes estructuras del 6xido de titanio se pueden se pueden obtener
bajo distintas condiciones de sintesis, y cada una presenta caracteristicas
Gnicas y distintas aplicaciones. La fase rutilo es la mas estable
termodinamicamente hablando, mientras que la anatasa es la que presenta
mayor actividad fotocatalitica. En la tabla 1.1 se presentan algunas

caracteristicas

Tabla 1.1. Caracteristicas de las fases cristalinas del 6xido de titanio
(Rodriguez Méndez, 2016)

Fase Anatasa Rutilo Brookita
Estructura Tetragonal centrada en Tetragonal simple Ortorrombica
cristalina el cuerpo
Parametros a=3.777 a= 4.593 a= 5.4558
reticulares (A) c=9.501 c=2.961 b=9.1819
c=5.1429
Temperatura de 300-700 °C 500-1200 °C <400 °C
estabilidad
Aplicaciones Fotocatalisis Colorantes Microelectrénica
Antibacterial Catalizadores
Produccion de energia Ornamental
Aislante térmico

16




1.2.1. Propiedades antimicrobianas

El recubrimiento de superficies con peliculas de 6xido de titanio es una de
las aplicaciones mas atractivas en el campo de la medicina, ya que el titanio le
proporciona caracteristicas Unicas a las superficies debido a su actividad
“auto-esterilizacion” las cuales son las

fotocatalitica, y “auto-limpieza”;

responsables de las propiedades antibacterianas (Visai et al, 2011)

El espectro de accion antimicrobiana del TiO2 incluye bacterias Gram-
negativas, Gram-positivas, hongos, algas, protozoarios y virus. La tabla 1.2

presenta algunas especies de microorganismos que son susceptibles al 6xido

de titanio (Foster , Varghese, Steel , & Ditta, 2011).

Tabla 1.2. Espectro antibacteriano del 6xido de titanio

Bacterias Gram Bacterias Gram Hongos Parasitos
positivas negativas
Bacillus cereus Acinetobacter Aspergillus niger Acanthamoeba
_ N baumanii _ _ castellani
Bacillus subtilis Candida albicans
o - Aeromonas _ Cryptosporidium
Clostridium difficile hydropihla Candida fomata parvum

C. perfringens
Enterococcus faecalis

Lactobacillus
acidophilus

Listeria
monocytogenes

Staphylococcus
aureus

S. epidermidis

Streptococcus
mutans

Enterobacter cloacae
Erwinia spp

Legionella
pneumophila

Proteus vulgaris

Pseudomonas
aeruginosa

P. fluorescens
Salmonella enteritidis

Vibrio vulnificus

Fusarium mucor
Penicillium citrinum

Saccharomyces
cerevisiae

Trichoderma
asperellum

Giardia lamblia

Tetrahymena
pyriformis

17



El mecanismo por el cual el TiO2 ejerce su accion antimicrobiana, es
principalmente a su poder fotocatalitico el cual es activado bajo condiciones de
luz UV. Anteriormente se creia que el modo de accién del TiO2 era por la
inactivacion de la coenzima A, responsable de la respiracion celular, pero ahora
se sabe que la muerte de las bacterias es debida al dafio que sufre la pared y
la membrana celular por la oxidacion de sus lipidos por las especies reactivas
de oxigeno generados por el TiO2, lo que conlleva también a la fuga de

componentes intracelulares (Foster et al, 2011; Visai et al, 2011).

1.3. Dopamiento del 6xido de titanio

Como ya se ha mencionado anteriormente, el TiO2 es un fotocatalizador
ampliamente utilizado para la purificacion del aire y agua y como agente “auto-
limpiable” en superficies. Ademas, es usado como antimicrobiano gracias a su
fuerte respuesta oxidante y caracter super hidréfilo (Bahadur, Agrawal, Panwar,
Parveen & Pal, 2016; Zaleska, 2008).

El principal problema del TiO2 es el ancho band gap que posee, 3.02 y 3.20
eV para la fase rutilo y anatasa, respectivamente; esto limita su reactividad a la
region UV (5% del espectro) debido a que solo los fotones con una energia
mayor al valor de banda prohibida o lo que es lo mismo, fotones con longitudes

de onda mayor a 385 nm pueden activar al TiOz2 (sauthier, 2012).

Hoy dia, se han desarrollado diferentes materiales basados en el dopamiento
del TiO2, lo cual favorece la disminucion del band gap e incrementar reactividad
bajo la region de la luz visible. Dentro de los elementos utilizados, tenemos los
metales de transicién: Cu, Co, Ni, Cr, Mn, Mo, Nb, Ru, Ag, Au, Pt; los no
metales como el N, S, C, B, P, |, F; y algunos semiconductores de baja banda
prohibida (Bahadur et al, 2016; Zaleska, 2008). En el siguiente apartado

abordaréa el dopamiento del TiO2 con plata.

18



1.3.1. Dopamiento con plata

La plata ha sido utilizada ampliamente desde la antigliedad por los seres
humanos en la joyeria, utensilios, fotografia, incluso sus propiedades

antimicrobianas ya se explotaban en la medicina tradicional.

El interés de usar la plata como dopante recae en la necesidad de ampliar el
espectro de actividad microbiana del material; principalmente en fotocatalisis se
busca ampliar o modificar la reactividad optica del TiOz, de la region UV hacia
la regién de la luz visible. Los metales nobles como la plata, promueven la
separacion del par electron-hueco en la superficie del fotocatalizador, actuando
como trampa de electrones y causando el estrechamiento de la energia de
banda prohibida del material (Bahadur et al, 2016).

La actividad antimicrobiana de la plata es otro factor responsable del
creciente interés para el desarrollo de nuevos materiales, ya que en el ambito
médico se han creado apoésitos para heridas, dispositivos anticonceptivos,
material quirdrgico y prétesis 6seas recubiertos o integrados con plata (Ag°,
Ag! y nanoparticulas) para evitar el crecimiento bacteriano (Avalos, Haza,
Mateo, & Morales, 2013).

A pesar de tener evidencia de la actividad antimicrobiana de la plata, ain no
ha sido entendido ni descrito completamente el mecanismo de accién de ella.
Una de las teorias menciona que la actividad antimicrobiana esté ligada a una
reaccion de oxidacién lenta en la superficie de la plata y a los iones plata
(Ag'*) que se liberan en el medio acuoso, a causa de esto, se han propuesto
varios mecanismos que podrian explicar como la plata induce la muerte en las
bacterias (Bauer et al, 2016; Morones et al, 2005; Pelgrift y Friedman, 2013)

Se ha reportado que nanoparticulas de plata tienen la capacidad de anclarse
a la pared celular bacteriana y posteriormente penetrar, causando cambios
estructurales en la membrana celular como la permeabilidad de la membrana

celular y la muerte de la célula.

Hay formacién de "hoyos" en la superficie celular, y hay acumulacion de las

de la plata en la superficie.
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Formacion de radicales libres por las nanoparticulas de plata puede

considerarse como otro mecanismo por el cual las células mueren.

Los iones plata interactian con las proteinas estructurales y enzimas de la
bacteria, esto mediante su union a los grupos tiol (-SH), amino (-NH2), carboxilo
(-COOH), imidazol (-CsHsN2) y fosfato (-PO=3i). Estas uniones provocan
cambios estructurales, desnaturalizacion y pérdida de la funcion biolégica. Lo
que lleva a alteraciones en la sintesis de la pared celular, transporte, sintesis

de los &cidos nucleicos, traduccion y sintesis de proteinas en general.

Debido a todas alteraciones, las células pierden todo tipo de funcion y
finalmente mueren. La actividad antimicrobiana est4 directamente relacionada
a la concentracion de plata (Ag*) en el medio (Bauer, Kowal, Wysocka-Krél &
Podbielska, 2016; Prabhu y Poulose, 2012).

Anclaje de laplataala A | Acumulacién de la plata
pared celular .
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»
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El 4cido de Lewis (Ag) enzimas respiratorias
interactiia con las bases de @ o

Lewis (P y S) del DNA = A=
¥

= { B 1 ; Liberacion de oxigeno reactivo
‘

Destruccién celular |

Inhibicion de la sefial de I

transduccidn @

Desfosforilacion de tirosina
por iones de plata

Figura 1.3. Mecanismo de accion de la plata (Rodriguez Méndez, 2016)
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1.4. Métodos de sintesis del 6xido de TiO2

En la actualidad existen diversos métodos de sintesis para el 6xido de titanio
para mejorar o controlar sus propiedades y caracteristicas; dentro de estos
métodos podemos citar el método hidrotermal, solvotermal, sonoquimica,
deposicion quimica en fase de vapor, sol-gel, entre otros. Para objeto de este

trabajo, nos concentraremos en describir los métodos de sol-gel y sonoquimica.
1.4.1. Método de sol-gel

El método de sol-gel, a nivel laboratorio, es ampliamente utilizado para la
produccion de nanomateriales (generalmente Oxidos metélicos como TiOz,
ZnO, SiO2, WOs, entre otros), debido a que es un método de bajo costo, de
facil preparacion vy principalmente se realiza a bajas temperaturas (Prasad,
Pinjari, Pandit, & Mhaske, 2010).Ademas, este método nos permite controlar la
morfologia, tamafio, composicion, area superficial y porosidad, caracteristicas
muy importantes y serdn quienes determinen las propiedades del material final
(Khanna, Singh, & Charan, 2007). A continuacion se muestran algunas de las

ventajas y desventajas de este método (Garcia Zaleta, 2009).

Tabla 1.3. Ventajas y desventajas del método sol-gel

VENTAJAS DESVENTAJAS
= Elevada homogeneidad de los e Los precursores pueden llegar a
materiales obtenidos comparada ser caros
con otros meétodos. e Tiempos largos de sintesis
* Alta purezay calidad de los e Poros finos residuales
materiales. e Presencia de grupos hidréfilo
= Condiciones de preparacion residuales.
amables con el ambiente. e Carbon residual.
= Posibilidad de dopado controlado
y homogéneo de los materiales.
= Mejores productos cristalinos.
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El proceso implica la obtencién de un polvo cristalino, de alta calidad y
pureza; a partir de la formacion de cadenas o redes de elementos inorganicas a
través de reacciones de hidrdlisis y condensacion simultaneas que se inician a
partir de una mezcla homogénea de precursor, solvente, agua y en ocasiones
un catalizador (Ramirez Palma, Huirache Acuiia, Espinosa Acosta, &
Herndndez Padrén, 2010).

El primer paso implica la formacion del sol, el cual podemos definir como una
dispersion homogénea de particulas de entre 1-100 nm, a partir de la hidrdlisis
del precursor generalmente un alcéxido metalico en medio acido o basico. El fin
de la hidrdlisis es sustituir todos los grupos alcéxido por grupos OH hasta que

el metal esté completamente sustituido.

Acto seguido a la hidrdlisis, viene la condensacion y se basa en la formacion
de redes “metal-Oxido-metal”’, tras reacciones de polimerizacion entre los
metales hidroxilados completa o parcialmente y la liberacién de agua y etanol al
medio. Al finalizar, se obtiene un gel medio denso y compacto, que se somete a
secado para y tratamiento térmico para obtener finalmente le material deseado
(Ramirez Palma et al, 2010; Rodriguez Méndez, 2016). Las reacciones que se
llevan a cabo en el proceso sol-gel se muestran a continuacién (Cirimina,
Fidalgo, Pandarus, Béland, & Pagliaro, 2012).

Hidrdlisis:
Ti (OR) n + H.O 2Ti (OH) (OR) n1 + ROH
Ti (OH) (OR) n.1 + H.O 2Ti (OH) (OR) n-2 + ROH
donde:

-OR: metodxi, etoxi, n-propoxi, iso-propoxi, n-butoxi, sec-butoxi, iso-butoxi,

ter-butoxi
Condensacion:
-Ti-OH + HO-Ti- 2 -Ti-O-Ti- + H,O
-Ti-OR +HO-Ti- =-Ti-O-Ti- + ROH
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1.4.2. Sonoquimica

La sonoquimica fue una de las primeras técnicas utilizadas para la
preparacion de nanomateriales. Esta técnica se basa en la aplicacion de una
potente radiacion ultrasénica (20KHz — 10MHz) con el fin de que las moléculas
experimente reacciones quimicas como la oxidacién, reduccion, disolucion y
descomposicion, las cuales permiten la creacidbn de una amplia gama de
nuevos materiales de dimensiones nanométricas. (Jia, Fan, Zhang & Qin, 2010;
Qiao, Liu, & Max Lu, 2017).

El primero en utilizar esta técnica fue Suslick en 1991 para la obtencion de
nanoparticulas de Fe a partir del tratamiento ultrasénico de una solucion &cida
de Fe (CO)s, con lo cual obtuvo Fe amorfo con tamafio de particula entre 10-20

nm (Gonzalez Reyes, 2009)

Las ondas ultrasénicas estan formadas por ciclos compresion y expansion, la
longitud de onda se encuentra entre los 10 y 0.1 cm lo que implica que son
mucho méas grandes que las dimensiones moleculares; por lo tanto, el método
sonoquimico no involucra una interaccion directa de la energia y las especies

guimicas moleculares (Ho Bang & Suslick, 2010).

El efecto fisico responsable de la sonoquimica es la cavitacion acustica, lo
gue implica la formacién, crecimiento y colapso (implosion) de burbujas en un

medio acuoso.

La cavitacion acustica favorece condiciones fisicas y quimicas extremas
dentro de las burbujas lo que permite el desarrollo de la gran mayoria de

reacciones sonoquimicas en sistemas liquido-liquido y liquido-solido.

La cavitacion, inducida por las ondas ultrasénicas permite una interacciéon
Gnica a nivel molecular entre la energia y las especies quimicas (precursores),
debido a la generacion de miles o millones de puntos calientes localizados en
los que se alcanzan temperaturas de hasta 5,000 K y presiones de 1,000 bar;
ademas presentan radios de calentamiento-enfriamiento por encima de 101°
K/s durante el colapso de la burbuja. Estas condiciones extremas favorecen la

concentracion de una gran cantidad de energia para acelerar o aumentar las
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reacciones quimicas y bioldgicas que no se pueden lograr por otros métodos

convencionales.

nicati
Sonlcasion Ultrasound wave
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Cavitation \/ \/ \/ \/ nanoparticle

bubble

Organic
material
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Figura 1.4. Cavitacion acustica. (Yariv, Lipovsky, Gedanken, Lubart y Fixler, 2015).

El tamafio de las burbujas de la cavitacion se encuentran en el rango de
unos cuantos micrémetros, por lo cual estos se pueden considerar como

microrreactores (Manickman & Ashokkumar, 2014)

La utilizacién del ultrasonido en la sintesis de nanomateriales, incluidos los
oxidos metalicos, es una alternativa ideal respecto a otros métodos ya que hoy
en dia se busca que los métodos o rutas de sintesis sean sencillos, de bajo
consumo energético y principalmente amigables con el ambiente. Dentro de los
oxidos preparados por la via ultrasénica esta el TiO2, ZnO, V205, ZnFe20a,

entre otros (Salinas-Estevané & Sanchez Cervantes, 2012)

Las ventajas que ofrece este método en la sintesis de Oxidos metalicos
estan, una distribucion de tamafio homogéneo, control de la forma de la
particula, elevada area superficial, menor tiempo de reaccién y una alta pureza

del material.

Otras de las ventajas que ofrece esta técnica con respecto a otras es la
preparacion de productos amorfos; la insercion de nanomateriales en
materiales mesoporosos; deposicion de nanoparticulas sobre superficies
ceramicas y poliméricas; y el control de la morfologia de los nanomateriales
(Ho Bang y Suslick, 2010; Qiao et al, 2017).
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1.5. Alcohol polivinilico (PVA)

El alcohol polivinilico o polivinil alcohol (PVA), es un polimero hidrosoluble,
semicristalino, biodegradable, no toxico y biocompatible con los tejidos vivos,
debido a todas estas propiedades ha sido usado en una amplia variedad de
aplicaciones. Posee una estructura quimica simple lo que lo vuelve atractivo
para aplicaciones en diversas areas del conocimiento.

El PVA es obtenido por la polimerizacion del vinil acetato a polivinil acetato, el
cual es hidrolizado para obtener el PVA. El grado de hidrolisis del PVA
determinara sus propiedades fisicas, asi como sus caracteristicas quimicas y

mecanicas (Rowe, Shskey y Quinn, 2009; Salazar-Romero, 2014)

——CH,—CH——

OH

- dn
Figura 1.5. Estructura quimica del alcohol polivinilico

Los grupos hidroxilo (-OH) presentes en la estructura del polimero, permite el
entrecruzamiento de su cadenas por métodos fisicos o quimicos. Esta y otras
caracteristicas propias del PVA, generan importancia al polimero y sus
derivados debido a las aplicaciones que puede tener en areas de textiles,
adhesivos, envoltorios de comida, membranas de desalacion, cosmética,
farmacia y en el campo de la electrénica.

El campo biomédico en vendajes, piel artificial, recubrimientos, parches
transdermicos, dispositivos cardiovasculares y en sistemas de liberaciéon de
drogas (Galya et al, 2008).

Recientemente, ha tenido aplicacion en el campo de la fotdlisis, integrandolo
como un apoyo para mejorar la actividad fotocatalitica en el espectro UV-
Visible (Liu, Chen, Lv, Feng & Meng, 2015).

1.5.1. Compositos polimero-semiconductor
Un composito o material compuesto, puede ser definido como todo sistema
resultante de la mezcla o combinaciébn (no quimica) de dos o mas

componentes, de diferente naturaleza fisica y quimica e “insolubles” entre si,
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con caracteristicas Unicas y diferentes a las de los materiales constituyentes
(Besendjak Dietrich, 2005).

Los compositos estan constituidos por una fase continua (matriz) y una fase
dispersa (refuerzo), cuyas propiedades influenciaran directamente las
caracteristicas del nuevo material; es por esto que, una eleccién adecuada de
las fases favorecera la obtencion de un material que cumpla con caracteristicas
especificas deseadas y que favorezca su aplicacion en un determinado campo
de investigacion.

A menudo, la principal desventaja de estos materiales es el costo, ya que a
pesar de que el material obtenido es mas eficiente, el costo de los materiales
puede llegar a ser elevado.

Los compositos no son materiales nuevos, ya que han existido desde
siempre en la naturaleza (p. ej. la madera o el hueso) y aquellos fabricados por
el hombre desde la antigiedad (adobe o ladrillos). Algunos ejemplos mas
recientes son la fibra de vidrio o los materiales derivados de compuestos
organicos-inorganicos.

Dentro de estos ultimos podemos mencionar aquellos formados por
polimeros y particulas inorganicas.

La introduccion de particulas nanométricas en una matriz polimérica es una
estrategia sumamente Gtil para la obtencién de nuevos materiales con mejores
propiedades eléctricas, térmicas, Opticas, mecanicas, reoldgicas (Cabrera,
Paredes, Urday & Santiago, 2007).

Debido a la naturaleza de nuestro trabajo, mencionaremos principalmente
aguellos derivados del alcohol polivinilico y algunos ceramicos.

Gracias a las caracteristicas quimicas del PVA, se han hecho gran variedad
de mezclas del polimero con otros polimeros de origen natural o sintético, sales
y ceramicos como el TiOz, SiOz2, Al2Os e hidroxiapatita.

El composito formado por TiO2 y PVA muestra propiedades especiales tales
como la capacidad de absorcién de la radiaciéon UV asi como una excelente
transparencia para la luz visible, gracias a esto ha ganado una considerable
atencion en el campo de la O6ptica con aplicaciones en productos de
remediacion ambiental, biodegradacion, recubrimientos, membranas de

separacion, entre otras (Rashad & Shalan, 2012; Romero Salazar, 2014).
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HIPOTESIS

Conociendo las propiedades antimicrobianas que poseen tanto el TiO2 como la
plata, sugerimos que las peliculas preparadas a partir de Oxido de titanio
dopado con plata (TiO2-Ag/ PVA) exhibirdn una mayor actividad antimicrobiana,
debido a un efecto sinérgico, que aquellas constituidas por TiO2 puro
(TiO2/PVA).
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OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar las peliculas de TiO2/PVA y TiO2-Ag/PVA con la

finalidad de evaluar sus propiedades antimicrobianas.

Objetivos particulares

e Llevar a cabo la sintesis de 6xido de titanio por el método de sol-gel
asistido por ultrasonido.

e Realizar el dopaje del 6xido de titanio con diferentes concentraciones de
iones plata.

e Preparar la matriz polimérica asistida por radiacion ultrasénica.

e Preparar las peliculas de TiO2/PVA y TiO2-Ag/PVA por la técnica de
spin-coating

e Realizar la caracterizacion estructural, composicional, 6ptica y
morfologica de los materiales obtenidos, polvos y peliculas.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de las peliculas.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

Este capitulo estd dedicado a los materiales, equipos, métodos Yy
procedimientos requeridos para la realizacion del presente trabajo de

investigacion.

La parte experimental se constituyd de cuatro etapas. Primero se sintetizaron
las particulas de TiO2 y TiO2 dopado con plata (Ag) por el método de sol-gel
asistido por ultrasonido; asi como la preparacion de la solucién polimérica
también asistida con radiacion ultrasonica. La segunda etapa involucré la
preparacion de las peliculas de TiO2/Ag y TiO2-Ag/PVA por la técnica de spin-
coating. En la tercera etapa se llevd a cabo la caracterizacién estructural,
composicional, optica y morfologica de los materiales obtenidos, polvos y
peliculas. Finalmente, se evalud la actividad antimicrobiana de las peliculas

frente a tres cepas bacterianas. A continuacion se presenta el esquema general

de trabajo.
l
Sintesis de TiO2 y TiO2-Ag por Preparacion de PVA 10% por
método de sol-gel asistido por US ultrasonido

Preparacion de peliculas TiO2/Ag y
TiO2-Ag/PVA por spin-coating

b | }

Caracterizacion DRX, WDXRF, Prueba de actividad antimicrobiana

Raman y DRS

Fig. 2.1. Esquema general del trabajo experimental.
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2.1. Reactivos

Los reactivos utilizados para el desarrollo de este trabajo se mencionan a

continuacion:

% Acido nitrico (HNO3), pureza 66.2%, P.M. 63.01 g/mol, J.T. Baker
Agua desionizada Mili Q (Resistividad 18.2 MQ)
4+ Alcohol etilico absoluto (CH3sCH20H), pureza 99.9%, P.M.=46.07g/mol, CTR

Scientific.

—de

4+ Alcohol polivinilico de bajo peso molecular [(C2H4O)n], Hidrodlisis 98-99%,
CTR Scientific.

+ n-butoxido de titanio [Ti (OCaHo)4], pureza 97%, P.M. 340.32g7mol, grado
reactivo, Sigma-Aldrich.

4+ Nitrato de plata (AgNOs3), pureza 99%, P.M. 169.87g/mol, Merck.

2.2. Materiales y Equipos

Para llevar a cabo este trabajo, se ocupé material de vidrio caracteristico de
un laboratorio, como vasos, matraces, probetas, agitadores, embudos, entre
otros; asi como el uso de equipos menores como plancha de calentamiento con

agitacion, balanza analitica, bafio ultrasonico, mufla, etc.

2.2.1. Material biolégico

Para llevar a cabo la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se utilizaron
cepas de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Cs. Quimicas de la BUAP.
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2.3. Metodologia Experimental
2.3.1. Sintesis del 6xido de titanio (TiO2)

La sintesis del 6xido de titanio se realiz6 por método sol, es un método
ampliamente utilizado para la preparacion de 6xidos debido a su facilidad, bajo
costo, que no requiere condiciones extremas y ademas que los materiales
obtenidos presentan unas buenas propiedades dentro de las cuales podemos
citar la distribucion homogénea de tamafos y formas, alta pureza y ademas
permite el dopamiento de los materiales. ElI acoplamiento de la radiacion
ultrasonica se realizé para promover un tamafio de particula uniforme y que se

encontrara en el rango nanométrico.

Primero, se prepard una solucion n-butdxido de titanio/ etanol en proporcion
1:10 en un matraz bajo agitacion rapida y constante por 30 min a temperatura
ambiente. Los reactantes se encontraban en refrigeracion con el fin de evitar la

hidrolisis prematura del precursor del 6xido.

Para llevar a cabo la reaccion de hidrolisis del precursor del TiOz, la solucién
butoxido/etanol se adicion6 a 100 mL de agua &cida (el pH se ajusté con HNO3
0.1M); se mantuvo agitacion constante por 30 min mas y la temperatura se
mantuvo en un intervalo de 3-4°C gracias a un bafio de hielo. Una vez
adicionada la solucién butdxido/etanol en el agua se observo la formaciéon del

“sol”, de apariencia blanquecina, ligeramente brillante y turbia.

El sol obtenido, se sometié a radiacion ultrasénica en un equipo Ultrasonic
Processor, aplicando una frecuencia de 20KHz, 750W de potencia con
pulsaciones de 2 segundos por 30 minutos; se mantuvo el bafio de hielo. El sol

se dej6 en reposo a temperatura ambiente para promover la formacion del gel.

Posteriormente, se montd un equipo de filtracién al vacio para la obtencion del
gel; previamente, se dieron 3 ciclos de centrifugado de 2,500 rpm por 25 min
para favorecer la separacion del gel. Se utilizaron membranas Whatman de

nylon con diametro de poro de 0.45 pm.

El secado del gel se llevo a cabo en estufa a 100°C por un lapso de 1 hora,

después se sometid a molienda en un mortero de agata por 10 min para
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promover un tamafo de particula uniforme asi como un proceso de calcinacion

uniforme.

Por ultimo, el xerogel se deposité en un crisol de alimina y se sometié a
tratamiento térmico a 550°C por 2 horas con objeto de asegurar la fase
cristalina deseada del di6éxido de titanio, anatasa. El polvo obtenido se volvié a
moler y se almacend en viales para su posterior utilizacion. La figura 2.2

muestra el diagrama de trabajo seguido.

2.3.2. Sintesis del 6xido de titanio (TiOz) dopado con plata (Ag)

El dopaje del TiO2 se realiz6 al 2, 4, 6, 8 y 10 %.at de iones plata, a partir de
nitrato de plata (AgNOs). Se hicieron los célculos correspondientes para
determinar los gramos necesarios del precursor y realizar el dopado del titanio.

Una vez pesado el AgNOs, se adicion6 al agua acida, previo a la hidrdlisis de
la solucién precursora del 6xido, y se mantuvo bajo agitacién rapida durante un

lapso de 5 min hasta su completa disolucién.

Ya disuelto el AgNOs, se agrego la solucion del butoxido y se realizo la
hidrolisis de ésta obteniendo como resultado un sol blanquecino y opaco,

pudiéndose observar los diminutos centros de nucleacion.

Realizada la hidrdlisis, se siguioé el mismo procedimiento que para el caso del

oxido no dopado, hasta la obtencion de los precursores.
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Figura 2.2. Sintesis del TiO, y TiO, dopado con plata por el método sol-gel asistido

por ultrasonido
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2.3.3. Preparacion de la solucion de PVA 10%

La soluciéon de PVA 10% se realiz6 adicionando 10 g de PVA en 100 mL de
agua desionizada en un vaso de precipitado. La adicion se llevo a cabo bajo
agitacion rapida y continua a 60°C, ya incorporado el polimero se tapo el vaso y

se mantuvieron estas condiciones por 24 horas.

Transcurrido el tiempo, se sometié a tratamiento ultrasonico para promover
la disolucion completa del PVA, obteniéndose una solucion viscosa,
transparente y brillante tras 2 hrs de tratamiento. El equipo de ultrasonido se

programé a una potencia de 750 Watts, amplitud de 60% con pulsos de 2 seg.

e ——
- -

o - > |~
“w
o

Figura 2.3. Equipo Ultrasonic Processer utilizado en la preparacion de los
diferentes materiales
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2.3.4. Preparacion de las peliculas TiO2-Ag/PVA
Limpieza y desengrasado de los sustratos

Previo a la preparacion de las peliculas, se realiz6 la limpieza de los

sustratos, cubreobjetos de vidrio marca Corning de 22 x 22 mm.

Primero, se colocaron en una solucién de dextran y se sonicaron en bafio
ultrasonico por 30 min. Posteriormente se enjuagaron con agua corriente y se
volvieron a sonicar con agua desionizada. Posteriormente, se sumergieron en
solucion pirafia para retirar posibles restos de materia organica presente y se
enjuagaron con agua desionizada una vez mas, se enjuagaron con etanol, se

secaron y se almacenaron en cajas Petri limpias para su posterior uso.
Preparacion de la suspension de TiOz2y TiO2-Ag

En un vaso de precipitado se colocaron 10 mL de PVA 10% y se
adicionaron, bajo agitacion, las cantidades necesarias de los polvos (TiOz2 y
TiO2-Ag) para obtener una concentracion de del 5% (w/v) de las particulas.

Una vez incorporados los polvos, se mantuvieron unos minutos mas la
agitaciéon y posteriormente se llevo a ultrasonido por 15 min para promover una
dispersibn homogénea de las particulas en la matriz polimérica. Las
suspensiones se transfirieron a viales &mbar y se almacenaron en un fresco y

en oscuridad.
Preparacién de las peliculas de TiO2/PVA 'y TiO2-Ag/PVA

Las peliculas se prepararon mediante la técnica de Spin-coating ya que
esta técnica nos ofrece la formacion de peliculas delgadas con una distribucion

homogénea de la muestra sobre el sustrato.

Se utilizé un spin-coater marca Chemat Technology modelo KW-4A . Para
la preparacion de las peliculas, se depositaron 100 pL de las suspensiones
previamente preparadas, TiO2/PVA y TiO2-Ag/PVA, sobre los sustratos y se
trabajo bajo condiciones de velocidad y tiempo de 1500 rpm y 20 segundos,

respectivamente.
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Se prepararon las peliculas necesarias para poder llevar a cabo su

caracterizacion por las diferentes técnicas, y la evaluacion antimicrobiana frente

a las diferentes cepas. La figura 2.4 muestra el desarrollo experimental de la

preparacion de las peliculas.
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(1500 rpm/20 seq)

\ J
A 4
4 D
Secado de
peliculas
\ J
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SUSTRATOS

——

Pruebas
antimicrobianas

Figura 2.4. Preparacion de peliculas de TiO2/PVA y TiO»>-Ag/PVA
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2.4. Técnicas de Caracterizacion

La caracterizacion de los materiales, polvos y peliculas, se realiz6 por
diferentes técnicas con objeto de verificar que se obtuvo el material deseado,
en este caso el TiO2 en fase anatasa y observdndose la presencia de la plata
en la estructura, en el caso de los polvos dopados. También conocer la
composicion de cada material, tamafio de particula, morfologia y sus

propiedades 6pticas.

Las técnicas de caracterizacion que se eligieron se mencionan a
continuacion, dividiéndose en estructurales (XRD y Raman) y composicionales
(WDXRF)

2.4.1. Difraccion de Rayos X (XRD)

La difracciébn de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés), es una de las
técnicas mas poderosas y ampliamente utilizada para la identificacion y
caracterizacion de materiales. Es una técnica no destructiva y la muestra no
requiere de preparacion. La informacién que proporciona nos ayuda a dilucidar
la estructura intima del material, es decir, conocer el arreglo y
empaquetamiento molecular, determinar el tamafio de cristal, asi como la

presencia de impurezas en la estructura.

Los rayos X son radiacion electromagnética de la misma naturaleza que la
luz visible s6lo que estos poseen longitudes de onda en el orden del angstrom
(1A =101° m), dimensiones muy parecidas a las distancias interplanares de los
soélidos. Los rayos X utilizados en difraccion, poseen longitudes de onda entre
05y25A

Para los experimentos de difraccion, generalmente los rayos X se producen
bombardeando un blanco metélico (Cu o Mo, frecuentemente) con un haz de
electrones que ha sido acelerado por un campo eléctrico muy fuerte (30-40 kV).
El haz de electrones ioniza los electrones de la capa K (1s) de los atomos
metalicos y los rayos-X se emiten como consecuencia de la relajacion del
sistema mediante el llenado de esos orbitales vacios con electrones que
provienen de capas de mayor energia L (2p) o M (3p). Esto da lugar a las

lineas de emision caracteristicas, Kay Kg, que corresponden a las relajaciones,
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L—K: Ka1 ¥ Ka2 Yy M—K: K1 y Kg2; respectivamente. Los rayos X que son
emitidos son una mezcla de longitudes de onda, por lo cual se requiere de

filtros o monocromadores apropiados para obtener un haz monocromaético.

La difraccion de rayos X se puede definir de la siguiente manera: cuando se
hace incidir un haz de rayos X sobre un cristal, es decir, sobre una agrupacion
de atomos periédicamente ordenados en el espacio, entre las ondas
dispersadas por cada uno de ellos se producen fenémenos de interferencia
que, normalmente, en la mayor parte de las direcciones seran de tipo
destructivo, cancelandose la resultante en mayor o menor proporcion. Sin
embargo, en determinadas direcciones, y debido precisamente a la ordenacion
periédica de los atomos, puede ocurrir que las ondas dispersadas estén en

fase y se refuercen mutuamente generando asi la difraccion.

Ka
KH

Rel. intensity

Mo |

| 1 |

0.5 1.0 1.5
PN

Figura 2.5. Lineas Kq Yy Kg de los espectros continuo y caracteristico del cobre (Cu) y

molibdeno (Mo).

Todos los atomos de un cristal dispersan los rayos X incidentes en todas
direcciones posibles. Como incluso los cristales mas pequefios contienen un
gran numero de atomos, la probabilidad de que las ondas dispersas se
interfirieran constructivamente seria muy pequefia si no existiera el hecho de
que los atomos de los cristales estan ordenados en forma regular y repetitiva.
La condicion para la difraccion de un haz de rayos X en un cristal esta
determinada por la ecuacion de Bragg.
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nA= 2dsenf

donde:
n=un ndmero entero
A= longitud de onda (A)
d= distancia interplanar
0= angulo de difraccion

Existen diferentes métodos difractométricos, para la caracterizaciéon de
nuestros materiales optamos por el método de difraccidén en polvo para el caso
de los oxidos y el método de haz rasante para la caracterizacion estructural de
las peliculas. Adicionalmente se calculé el tamafio de cristalito de todos los

materiales con la ecuacion de Scherrer.

La determinacion de la estructura se realizé mediante difraccién de rayos
X en el equipo Discovery D8 de Bruker con una longitud de onda de 1.5406 A.
Los datos fueron colectados en un intervalo 26 de 20-80° con un paso de 0.02.
La fase cristalina de las muestras se determiné usando el programa PDF4

(Powder Diffraction File) de la ICDD (International Centre of Diffraction Data).

2.4.2. Espectroscopia Raman

Es una poderosa técnica fotonica de alta resolucion que permite determinar
la composicion quimica y estructural de un gran nuimero de materiales
(organicos e inérganicos), independientemente del estado en que se encuentre;
ademas de ser una técnica no destructiva y que brinda informacién acerca de

los materiales analizados en un tiempo relativamente corto.

El efecto Raman fue descrito por primera vez en 1928 por el fisico indio
Chandrasekhara Venkata Raman, lo que le supuso el premio Nobel de fisica en
el afio 1930.

El efecto Raman se basa en hacer incidir un haz de luz monocromatico, de
frecuencia vo, sobre la muestra de la cual queremos conocer sus
caracteristicas moleculares. La mayor parte de la luz sera dispersada
elasticamente (dispersion Rayleigh), pero una cantidad de luz sera dispersada

inelasticamente, es decir, presentara un cambio en su frecuencia (efecto
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Raman). Estos cambios en la frecuencia son caracteristicos de la naturaleza
quimica y del estado fisico de la muestra, y por tanto son los datos que
permiten identificar distintos compuestos y caracteristicas moleculares del

material.

Segun la frecuencia de los fotones dispersados, se pueden distinguir los

siguientes fendmenos:

Dispersion Rayleigh: Cuando el choque es elastico, la frecuencia del
fotdn incidente y emitido es la misma, y por tanto no hay ninguna
variacion energética. Este proceso no proporciona informacion

espectroscopica.

Dispersion Raman-Stokes: Si el choque es inelastico, y la frecuencia
del foton emitido es menor, quiere decir que ha transferido energia a la
molécula, la cual se encontrard ahora en un estado vibracional o

rotacional superior al inicial.

Dispersibn Raman Anti-Stokes: También para choques inelasticos,
pero con frecuencias mayores del foton. En este caso, la molécula no se
encontraba en el estado fundamental, y al proporcionar energia al foton,

decae al estado de minima energia.

Estada

Supesior
(excitado)

—

i
Anti-Stokes  Stokes a3

Energa m (o /\

4 Y L 3 v
J. \ Ve Ved VeV

x Estado
e | | 18 Electrénico

: (0N ln.fcrinr
T v v | (fundamenlal)

Infrarrojo Rayleigh Raman Fluorcssentia

Figura 2.6. Diagrama de transiciones entre los estados energéticos para diferentes

interacciones luz-materia.
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Para obtener informacion molecular, se analizan los niveles de energia
vibracionales, los cuales son caracteristicos de los atomos del enlace, su
conformacion y su entorno. Estos niveles tienen frecuencias de resonancia
caracteristicas, las cuales son funcién de la masa de las moléculas y la
fortaleza de sus enlaces. A diferencia de la espectroscopia infrarroja, en la que
es necesario un cambio en el momento dipolar de la molécula, para la
espectroscopia Raman es necesario un cambio en la polarizabilidad, lo cual
permite obtener informacion espectral complementaria sobre moléculas

homonucleares.

En general, un espectro Raman es una representacion de la intensidad de la
luz dispersada frente al nUmero de onda. Se observa una banda central,
correspondiente a la dispersién Rayleigh, a la misma frecuencia que el fotén
incidente y de gran intensidad, y a cada lado de ella, se sitian de manera
simétrica las bandas Raman-Stokes y Raman Anti-Stokes.

Rayleigh

Stokes (Liser) Anti-Stokes
< - i

A

-

-

Intensidad

-3

-
- 35

#
\ I
2000 1 wo e Eed Q R el 3 e d 300
Namero de ondas / cm! del desplazamiento Raman

Figura 2.7. Bandas Rayleigh, Raman Stokes y Raman anti-Stokes

Los espectros de micro Raman del TiO2 puro y el de los 6xidos dopados,
fueron obtenidos usando un espectrofotometro Horiba Jobin Yvon modelo
LabRam con un laser de He-Ne en 632.8 nm, con resoluciones maximas
espacial y espectral de 6 um y 0.5 cm-1, respectivamente, un detector CCD
enfriado termoeléctricamente, un microscopio optico (10, 50 y 100X) y una

videocamara para enfoque.
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2.4.3. Espectroscopia de Fluorescencia de Rayos X (WDFRX)

La fluorescencia de rayos X (XRF, X-ray fluorescence), es una poderosa
técnica para el andlisis cualitativo y cuantitativo elemental de diversos
materiales. Los materiales a analizar pueden ser soélidos, liquidos, materiales

retenidos en filtros u otros.

Cuando los elementos presentes en una muestra son irradiados por una
fuente de rayos X de alta intensidad, se observa la emision de fluorescencia de
rayos X por parte de la muestra a diferentes niveles de energia, propios de

cada elemento presente en la muestra.

La técnica de XRF es ampliamente utilizada en la industria de
semiconductores, microelectrénica, medio ambiente, farmacéutica, metallrgica,
plastica, etc. Es una técnica rapida, precisa, no destructiva y generalmente, la

preparacion de la muestra a analizar es minima.

Los espectros pueden ser divididos en dos grupos principales: sistemas
dispersivos de energia (ED-XRF, por sus siglas en ingles) y sistemas de
dispersion de longitudes de onda (WD-XRF, por sus siglas en ingles), sus
niveles de deteccién dependen principalmente del tipo de espectrémetro usado,
la diferencia entre ambos se halla en el sistema de deteccion. El intervalo
elemental para ED-XRF incluye del sodio al uranio. Para WD-XRF es aun mas

amplio, ya que incluye del berilio al uranio.

La fluorescencia de rayos X de longitud de onda dispersiva (WDXRF) es
uno de los dos tipos generales de instrumentacion de fluorescencia de rayos X
utilizada para aplicaciones de analisis elemental. En los espectrofotometros de
WDXRF, todos los elementos de la muestra son excitados simultaneamente.
Las diferentes energias de la radiacion caracteristica emitida por la muestra
son difractadas en diferentes direcciones por un cristal (efecto parecido al de
un prisma que dispersa los colores de la luz visible en diferentes direcciones). y
un detector colocado a cierto angulo puede medir la intensidad de los rayos X

dependiendo de su longitud de onda.

El andlisis composicional por WDXRF de los materiales se realizé mediante el
método QUANT-EXPRESS (Parametros Fundamentales) en el rango de sodio
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(Na) a Uranio (U), en un espectrometro marca BRUKER modelo S8 TIGER,
contando con un tubo de Rodio como fuente de rayos X.

2.5. Actividad Antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se estudié contra organismos Gram negativos
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) y Gram positivos
(Staphylococcus aureus), midiendo el halo de inhibicién producido por las
peliculas segun el método modificado de Kirby-Bauer. En la figura 2.8 se

presenta el esquema de trabajo.

Previo a la evaluacion antimicrobiana, se realizaron las pruebas de

identificacion propias para cada bacteria y que se muestran a continuacion.

Tabla 2.1. Pruebas de identificacion para cepas problema

Pseudomonas Escherichia coli Staphylococcus aureus
aeruginosa
Tincion de Gram
Crecimiento de agar McConckey Crecimiento en agar sal y
Prueba de oxidasa manitol
TSI Pruebas bioquimicas Prueba de catalasa
O/F DNAasa
MIO
Cetrimida

Siendo identificadas las bacterias debidamente, se procedio a realizar las

pruebas antimicrobianas.

Primero, se cortaron las peliculas en cuadros de 1x1 cm y se esterilizaron en
campana de UV con longitud de onda de 220 nm por 30 min para evitar la

presencia de microorganismos antes de las pruebas.

Se prepararon las suspensiones de bacterias en solucién salina a una
concentracion de 0.5 MacFarland lo que equivale a 1x108 UFC/mL, y se realizé
la siembra masiva en placas Petri de plastico de 10 cm de diametro con agar

Mueller-Hinton.
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Posteriormente se colocaron las peliculas sobre las bacterias, se sellaron las

placas y se incubaron en oscuridad a 37°C por 24 hrs.

Una vez transcurrido el tiempo indicado, se midi6é la zona de inhibicion de las
peliculas. Cada experimento se realiz6 por triplicado para cada cepa

bacteriana.

ANTIBIOGRAMA

A\ 4

~ \ Pruebas de
Identificacién de las identificacion para
cepas problema Gram Positivos y
\, J .
Nenativos
A 4
4 N

Suspensién de
bacterias 0.5

\ 4

Siembra en masivo en
agar Mieller-Hinton

\ 4

Esterilizacion campana

Depésito de peliculas
UV 220 nm, 30 min

\ 4

Incubaciéon 37 +/- 1°C
por 24 hrs

A\ 4

Medicién de zona de
inhibicion

FIN

Figura 2.8. Evaluacion de la actividad antimicrobiana
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CAPITULO IlI

RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos por las diferentes
técnicas de caracterizacion, asi como los resultados de la actividad
antibacteriana de nuestros materiales.

La tabla 3.1 indica los codigos propuestos para la identificacion adecuada de
cada uno de los materiales obtenidos en este trabajo, esto en base a las
diferencias entre el material puro (TiOz2) y los dopados con plata para el caso de

los polvos, asi como para las peliculas.

Tabla 3.1. Nomenclatura de los materiales obtenidos

MUESTRA CODIGO
Tio2 PSO
0N TiO2-Ag 2 % PS 2
g TiO2-Ag 4% PS 4
o Ti02-Ag 6% PS 6
Q Ti02-Ag 8% PS8
Ti02-Ag 10% PS 10
PVA PVA
) Tio2 /PVA FSO
< Ti02-Ag 2 IPVA FS 2
8 Ti02-Ag 4%/PVA FS 4
3 TiO2-Ag 6%/PVA FS 6
L Tio2-ag s%PvA FS 8
Ti02-Ag 10%/PVA FS 10
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3.1. Difraccion de Rayos X (XRD)

A continuacion se presentan los resultados de XRD para los materiales

obtenidos, los resultados de polvos y peliculas se discutiran por separado.

Este analisis se realiz6 con el objetivo de conocer la fase cristalina obtenida
del TiO2, y determinar la influencia de la plata sobre la estructura del cristal en

los 6xidos dopados.
3.1.1. Polvos

La figura 3.1.1 muestra los resultados de la caracterizacion por XRD de los
oxidos (TiO2 y TiO2-Ag), obtenidos por el método sol-gel asistido con radiacion

ultrasonica.

Es posible apreciar que se obtuvieron materiales cristalinos y en base a los
picos de difraccién caracteristicos en 20: 25.28, 36.94, 37.80, 38.57,48.05,
53.89, 55.06 y 62.68 correspondientes a los planos cristalograficos (101), (103),
(104), (112), (200), (205), (211), (211) y (204) respectivamente; estos
resultados indican la presencia de la fase tetragonal del TiO2 fase anatasa para

todos los polvos sintetizados.

En el caso de los 6xidos dopados, no se observan picos de difraccion de la
plata debido a la excelente dispersion del ion en la estructura o por un posible
solapamiento del pico a 38° en 20, caracteristico del ion. Ademéas podemos
sugerir qgue no se observa un cambio evidente en la fase cristalina del 6xido
debido a que el radio del ion Ag** (~ 126 pm) es mas grande que el Ti** (~68
pm) como para reemplazarlo en la matriz del cristal de TiOz2, por lo cual el ion
se encuentra depositado en los bordes o en la superficie del TiO2 (Mogal et al,
2014; Ra’ouf Ahmed, 2015)

De acuerdo a los difractogramas obtenidos, no hay un cambio significativo
en cuanto a la intensidad de los picos de difraccion (en este caso el pico que se
observa en 25.28°) del oOxido puro y los dopados, si se observa un
ensanchamiento de éstos, el cual se considera de gran utilidad para determinar

el tamafio de cristalito de los materiales (ver tabla 3.1).
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Figura 3.1.1. Patrones de difracciéon de TiO- y TiO, dopado con plata (Ag**). Las (T)
representan los picos de difraccién caracteristicos del TiO, (anatasa) segun la ficha
PDF4+ 00-021-1272
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3.1.2. Peliculas

Los sistemas convencionales de XRD presentan desventajas cuando se
emplean en el andlisis de peliculas puesto que la profundidad de penetracién
de los rayos X sobre la superficie puede ser mayor que el espesor de la
pelicula. Para peliculas policristalinas, la solucién al problema es aplicar la
geometria de angulo rasante, donde el angulo del haz incidente sobre la
superficie de la muestra es pequefio y permanece fijo durante el analisis. Este
método es conocido como difraccion de rayos X de haz rasante (GIXRD). El
angulo de incidencia garantiza que la trayectoria recorrida por los rayos-X se
incremente significativamente, de tal forma que la informacién estructural del

difractograma proviene de la pelicula y no del sustrato (Tolosa & Ortiz, 2014).

Los patrones de XRD de las peliculas de TiO2 y TiO2-Ag (Figura 3.1.2) se
determinaron mediante has rasante. Se observan los picos de difraccion
caracteristicos del 6xido de titanio (anatasa) en todos los casos.

Los picos de difraccién de las peliculas se observan con poca intensidad
comparados con los correspondientes a los polvos, pero esto se atribuye
principalmente a dos factores, el primero se debe a que los Oxidos se
encuentran dispersados en la matriz polimérica y el segundo es que estan

soportados en vidrio que es un material amorfo.

Otro punto importante a mencionar es que debido a que no existe una
interaccion intermolecular entre el polimero (PVA) y los 6xidos, no se espera

una alteracion en la estructura del material.

Los asteriscos (*) que se observan en los difractogramas representan los

picos de difraccion caracteristicos del 6xido de titanio (anatasa).
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Figura 3.1.2. Patrones de difraccion de las peliculas

51

70 75 80



Finalmente, la determinacion del tamafio de cristalito de los materiales se
realiz6 con ayuda del programa EVA y con la formula de Scherrer, tomando
como referencia el ancho medio del pico con mayor intensidad observado.

La tabla 3.2 acumula los tamafios de cristalito de nuestros materiales, se
observa una ligera disminucion del tamafio entre las muestras con TiOz puro y
los dopados con la plata. Este efecto observado, segin Mogal (2014), se puede
atribuir a la naturaleza electropositiva del ion Ag'*, el cual restringe el
crecimiento del cristalito debido a la interaccion con las unidades de Ti-(O)a.
Otro factor responsable podria ser el tratamiento ultrasonico que se les dio a
los precursores de los polvos, a fin de disminuir y homogenizar el tamafio de
particula de los materiales, ya que como sabemos esta técnica favorece la

obtencién de materiales con dimensiones nanomeétricas.

Tabla 3.2. Tamafo de cristalito de los materiales obtenidos

MUESTRA Tamafo de cristalito (nm)

PSO 20.14
PS 2 18.37

wn

Q PS 4 18.00

>

o) PS6 21.36

o
PS 8 21.30
PS 10 19.38
FSO 15.18
FS2 14.38

(V)]

< FS 4 11.23

>

O FS6 13.80

|

L

Q FS 8 13.54
FS 10 12.56
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3.2. Espectroscopia Raman
Con el propdsito de verificar la estructura cristalina de los materiales se utilizo

la espectroscopia Raman.

La figura 3.2 muestra los resultados de la espectroscopia Raman para los
oxidos sintetizados (TiOz y TiO2-Ag). Se observan los modos fondnicos
caracteristicos del TiO2 (anatasa), Eq (143), Eg (195), B1g (396), A1g (518) y Eq
(639). (Araujo, Libardi, Faia, & De Oliveira, 2015)

70000 —

60000 —

PS O 6000 -
PS 2

PS 4

PS 6 4000 -
PS 8
40000 PS 10

50000 —

2000

30000 —

Intensidad, u.a.

T T T T
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20000 —

10000 —
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100 200 300 400 500 600 700 800

Desplazamiento Raman, cm™
Figura 3.2. Espectros Raman de los polvos de TiO y TiO, dopado con plata. En el
inserto se puede observar una ampliacién en la regién de 375 a 725 cm?, para

observar mejor los fonones en esta region,

Se observa una clara disminucion de la intensidad en la banda Eg (143 cm™)

entre el 6xido puro y los dopados con la plata, esto puede ser explicado por el
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efecto de resonancia plasmoénico de superficie del ion. Ademéas de un
ensanchamiento de los modos fondénicos debedo a la presencia del i6n en la
estructura cristalina del TiO2.

3.3. Fluorescencia de rayos X (WDXRF)

Los resultados de la composicion cuantitativa de los materiales analizados
por la técnica de WDXRF se muestran en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Composicion elemental del TiO2 puro y dopado con plata

Composicién elemental (%) de los diferentes materiales

Muestra Ti Ag O Otros
PSO 75.4 - - -
PS 2 72 4.7 - 0.21
PS4 72 3.11 - -
PS 6 75.8 4.05 - -
PS8 73.8 4.33 - -
PS 10 90.9 3.61 - -

El oxigeno (O) se trabaja de manera cualitativa para todas las muestras, ya
que su cuantificacion no puede ser llevada a cabo debido a que el andlisis no

se realiza en atmosfera inerte.

Tomando como cierta la premisa de que la plata se encuentra depositada en
los bordes y superficies de las particulas de TiO2, podemos justificar el hecho
de que los porcentajes de plata cuantificados por el equipo no presenten un
variacion (incremento en el material) proporcional con la cantidad de plata
adicionada durante el dopaje de los 6xidos. Se sugiere que hay un limite de

solubilidad en la matriz del TiOx.

La figura 3.3 representa el espectro del TiO2 dopado con plata al 6% (PS 6)
observando claramente la presencia de la plata. En el apartado de anexos se

presenta el espectro del TiOz obtenido por esta técnica.
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En este trabajo no se presentan los resultados de la caracterizacion de las
peliculas debido a que por encontrarse en concentraciones muy pequenfas, la

sensibilidad del equipo no permite cuantificarlas.
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Actividad antimicrobiana

Para la evaluacién de la actividad antimicrobiana se opté por estas cepas
debido a que son de las bacterias que mas comunmente se aislan en los
ambientes hospitalarios y de que muchos cuerpos de trabajo las toman como

modelos para la evaluacion de nuevos agentes antibacterianos.

La actividad antimicrobiana de las peliculas de 6xido puro y dopado, se
evalué midiendo la zona de inhibicidon causada por la difusion de las particulas
en el agar. Como ya se hizo mencion en la parte teorica, la muerte de las
bacterias se puede dar por diversos mecanismos, uno de los principales es por
la generacion de especies reactivas de oxigeno las cuales generan la oxidacion
de las estructuras internas de la bacteria o de los lipidos presentes en la
membrana y pared celular. Los resultados de esta prueba se presentan en la
tabla 3.2.

Tabla 3.2. Zona de inhibicidén bacteriana

Zona de Inhibicién (mm)
Pelicula Staphylococcus aureus | Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli
PVA - - -
FSO - - -
FS 2 - - _
FS 4 - - -
FS 6 12.6 15.3 -
FS 8 12 15 -
FS 10 13 15 -

En base a los resultados obtenidos podemos decir que las cepas de
P. aeruginosa y Staphylococcus aureus presentan mayor susceptibilidad a las
peliculas, observandose la inhibicion a partir de la muestra con el 6% Ag'*.

También observamos que E. coli no presenta susceptibilidad alguna.

Las diferencias en cuanto a la zona de inhibicibn observada entre

P. aeruginosa y S. aureus, pueden ser atribuida a las diferencias estructurales
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de la pared celular, ya que como es sabido, los Gram negativos presentan una

delgada capa de peptidoglicano comparado a los Gram positivos.

Por otra parte, se hace evidente que los Oxidos dopados con la plata
presentan un claro efecto antibacteriano, comparado con las muestras de
titanio puro. Y que a pesar de incrementar la concentracion del ion en el
material, no se observa un aumento en la actividad antimicrobiana.

A continuacién se presentan las figuras correspondientes a la evaluacion
de la actividad antimicrobiana de las peliculas contra cada una de las cepas
elegidas; los resultados muestran, que si bien en algunas placas no se observa

crecimiento bacteriano bajo las peliculas, esto no es indicativo de una inhibicién

antimicrobiana.

Figura 3.4. Evaluacion antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
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Figura 3.5. Evaluacién antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa

Figura 3.6. Evaluacién de la actividad antibacteriana frente a E. coli
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES
4.1. Conclusiones

La preparacion de los materiales (polvos y peliculas) de este trabajo, se

realiz6 de manera satisfactoria con la metodologia propuesta.

El método de sintesis utilizado es eficiente para la obtencion de
materiales cristalinos con la fase cristalina deseada. Ademas con dimensiones,

segun el tamafio de cristalito, en el rango nanométrico.

El método de sintesis es amigable con el ambiente, debido a que no se
requieren el uso de agentes toxicos, equipo sofisticado y se puede llevar a

cabo a condiciones de temperatura y presion ambiente.

Los resultados arrojados por las diferentes técnicas de caracterizacion
estructural confirmaron la obtencion de la fase cristalina deseada del 6xido de

titanio (fase anatasa).

Los resultados de WDXRF confirmaron la presencia de la plata, a pesar de que
se tuvo ciertas limitaciones con esta técnica debido a la sensibilidad de la

técnica.

Las pruebas antimicrobianas, mostraron el porcentaje de dopamiento 6ptimo
siendo este del 6% debido a que a esta concentracion se presentdé una mayor
inhibicion de P. aeruginosa y S. aureus, siendo la primera la mas susceptible.
También concluir que debido a que no se observa un aumento de la zona de
inhibicion conforme se aumenta la concentracién de plata, para este trabajo, la

muestra FS 6 es el material con la mejor actividad antimicrobiana.

4.2. Perspectivas

Mejorar el proceso de sintesis, disminuir los volimenes de reaccion y

aumentar el rendimiento neto del material.
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Caracterizar los materiales por otras técnicas, para conocer mas acerca de

sus propiedades, estructura y composicion.

Considerando el material FS 6 como el mejor agente antibacteriano en este
trabajo, se propone realizar pruebas antibacterianas en medios liquidos y poder
determinar la Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima

Bactericida para las cepas mas susceptibles o investigar otras.

Realizar pruebas de fotocatélisis heterogénea bajo radiacion solar con los

materiales de este trabajo, para evaluar su actividad fotocatalitica.
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Anexo A-1. Principales microorganismos aislados en

Social en el afio 2013.

las

infecciones
nosocomiales de las unidades médicas del Instituto Mexicano del Seguro

Unidades médicas

del IMSS

Patbégeno n %
Escherichia coli 8192 16.9
Staphylococcus aureus 4725 9.8
Staphylococcus 6771 14
coagulasa-negativos
Klebsiella pneumonie 3122 6.5
Klebsiella oxytoca 371 0.8
Acinetobacter spp 1437 3.0
Pseudomonas aeruginosa 5275 10.9
Enterobacter cloacae 1696 3.5
Candida albicans 3115 6.4
Otros 13673 28.3
Total 48377 100

UMAE: Unidad médica de alta especialidad

Unidades médicas
de segundo nivel

6282
3534
4899

2118

268
690

3721
1158
2499

10001
35170

%
17.9

10.0
13.9

6.0

0.8
2.0

10.6
3.3
7.1

28.4
100

UMAE
n %

1910 14.5
1191 9.0
1872 14.2
1004 7.6
103 0.8
747 5.7
1554 11.8
538 4.1
616 4.7
3672 27.8
13207 100
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Anexo A-2. Espectro del TiO, obtenido por WDXRF



