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RESUMEN

Las bacterias patdogenas son microorganismos unicelulares que llegan a representar un
grave problema para la salud de los seres vivos. Las infecciones bacterianas se pueden tratar
con antibioticos, los cuales se clasifican como bactericidas, si matan bacterias, o como
bacterioestaticos, si solo detienen el crecimiento. Existen diversos agentes naturales que
presentan propiedades bactericidas, como las arcillas cationicas o las anidnicas de tipo
hidrotalcita, de las que estas ltimas representa un gran futuro en este campo. Este trabajo se
dividi6 en dos partes: la primera se enfocd a la sintesis por coprecipitacion y posterior
tratamiento de ultrasonido de hidrotalcitas de ZnAl a relacion molar M'/M™ 3:1para formar
hibridos conformados por hidrotalcita y poliacrilato de sodio (sintetizado por diferentes
métodos de cristalizacion) con una relacion porcentual 70/30. La segunda parte del trabajo
se enfoco a la sintesis de materiales hibridos a partir de 6xido de zinc y poliacrilato de sodio
resultando en solidos para aplicacion en medicina. Estos materiales fueron evaluados en la
eliminacion de la bacteria Corynebacterium ammoniagenes bacteria que se encuentra en la
orina y que puede provocar infecciones urinarias. Los nuevos materiales hibridos obtenidos
se caracterizaron por difraccion de rayos X, por espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier, microscopia electronica de barrido, fisisorcion de nitrogeno y
andlisis termogravimétrico.

Las pruebas antibacterianas demostraron que los materiales hibridos sintetizados
presentaron actividad bactericida con concentraciones minimas de 0.5 mg/mL y 2.5 mg/mL,
respectivamente, indicando la alta actividad de la HT como del 6xido de zinc. Debido a la
eficiencia de estos hibridos se podrian usar en pafales para adultos para disminuir o eliminar

las infecciones y los malos olores causados por esta bacteria.



ABSTRACT

Pathogenic bacteria are unicellular microorganisms that pose a significant threat to human
and animal health. Bacterial infections are generally treated with antibiotics, which are
classified as bactericidal, when they induce bacterial death, or bacteriostatic, when they
inhibit microbial growth. In addition to conventional antibiotics, various natural agents have
demonstrated bactericidal properties, including cationic clays and anionic hydrotalcite clays,
the latter of which exhibit considerable potential for future biomedical applications. The
present study was conducted in two stages. In the first stage, ZnAl hydrotalcites were
synthesized by coprecipitation at a molar ratio of MII/MIII = 3:1, followed by ultrasound
treatment, to obtain hybrid materials composed of hydrotalcite and sodium polyacrylate in a
70/30 proportion. Different crystallization methods were employed to optimize the synthesis
process. In the second stage, hybrid materials based on zinc oxide and sodium polyacrylate

were prepared, yielding solid systems with potential applications in the medical field.

The antibacterial performance of the synthesized hybrids was assessed against
Corynebacterium ammoniagenes, a bacterium commonly present in urine and associated
with urinary tract infections. Comprehensive characterization of the materials was carried
out by X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning
electron microscopy (SEM), nitrogen physisorption (BET), and thermogravimetric analysis

(TGA).

Antibacterial evaluations revealed that the synthesized hybrid materials exhibited
bactericidal activity at minimum inhibitory concentrations of 0.5 mg/mL and 2.5 mg/mL,
respectively, evidencing the pronounced activity of both HT and zinc oxide. Given their
effectiveness, these hybrid systems present potential for application in adult diapers,
contributing to the prevention of infections and the reduction of unpleasant odors associated

with this bacterium.



INTRODUCCION

Las infecciones pueden afectar diferentes partes del cuerpo, como la piel, los ojos, los
oidos, la garganta, los pulmones, el tracto urinario, el sistema digestivo y el sistema nervioso.
Los sintomas varian segun el tipo de infeccion y la parte del cuerpo afectada, pero
comunmente incluyen fiebre, dolor, inflamacién, enrojecimiento, secrecion y malestar
general. La prevencion juega un papel fundamental para evitar este tipo de enfermedades,
siendo esenciales medidas como lavarse las manos regularmente, evitar el contacto cercano
con personas enfermas y mantener una buena higiene personal (Arinzon et al. 2009). Toda la
poblacion es susceptible a desarrollar infecciones, sin embargo, algunas condiciones son mas
frecuentes en determinados grupos. La infeccion urinaria, por ejemplo, es una de las mas
comunmente diagnosticada y tratada especialmente en mujeres de edad avanzada (Nicolle
1993). El tratamiento temprano es crucial, ya que incluso retrasos breves pueden aumentar
la morbilidad y la mortalidad asociadas (Nicolle 1993; Nicolle 2001). Entre las opciones
terapéuticas mas utilizadas para combatir las infecciones se encuentran los antibidticos, los
cuales suelen ser altamente eficaces, aunque no estan exentos de efectos secundarios (Uddin
et al., 2021). También han cobrado relevancias materiales alternativos no t6xicos con
propiedades antimicrobianas. Un ejemplo de ello son las hidrotalcitas (HT), compuestos de
caracter basico que contienen elementos con propiedades oligodinamicas, lo que les confiere

una notable actividad biocida.

Muchas infecciones urinarias en personas de edad avanzada estan asociadas al uso de
panales desechables. Estos productos estan disefiados para absorber y mantener la higiene
gracias a su capacidad de retencion, la cual se debe al poliacrilato de sodio (PA), un polimero
organico altamente eficiente debido a su elevada porosidad y capacidad de hinchamiento (Liu
and Guo 2001). Aunque el PA puede retener grandes volimenes de orina, pero no es capaz
de eliminar ni reducir el mal olor que se genera tras su almacenamiento. Este olor
desagradable se debe principalmente a la bacteria Corynebacterium ammoniagenes que esta
presente en la orina humana (Usuda et al. 2001). Ademas, dicha bacteria puede contribuir al
desarrollo de infecciones secundarias como resultado de irritaciones cutaneas (Liu et al.
2011; Bigi et al. 2002). Una posible solucion a este problema es la incorporacion de
compuestos antimicrobianos al poliacrilato. En particular, materiales como las hidrotalcitas

y el oxido de zinc (ZnO) destacan por su eficacia antimicrobiana (Leon-Vallejo et al. 2019),



bajo costo y baja toxicidad para las células de la piel humana cuando se emplean en
concentraciones adecuadas (Ma et al. 2019). La integracion de la hidrotalcita u 6éxido de zinc
en el poliacrilato podria dar lugar a nuevos materiales hibridos con potencial aplicacion en
productos para la incontinencia urinaria, como pafales o toallas sanitarias, capaces de reducir
tanto los malos olores como el riesgo de infecciones dérmicas. Por lo cual, en este trabajo se
desarrollaron dos bloques de muestras: el primero consistidé en la incorporacion de
hidrotalcita al poliacrilato de sodio mediante tres métodos de sintesis diferentes, con el
objetivo de estudiar como influye el método en las propiedades fisicoquimicas del material
hibrido y evaluar su actividad frente a C. ammoniagenes. El segundo bloque consistio en la
integracion de 6xido de zinc al PA empleando dos métodos de sintesis distintos. Estas

muestras también fueron evaluadas por su eficacia antimicrobiana contra C. ammoniagenes.



JUSTIFICACION

Las infecciones son provocadas por la invasion y proliferacion de microorganismos
patdégenos en el organismo humano, entre los que se incluyen bacterias, virus, hongos y
parasitos. Estos microorganismos pueden causar una amplia variedad de enfermedades,
desde infecciones leves hasta desencadenar una amplia gama de enfermedades, que van desde
cuadros clinicos leves hasta afecciones graves y potencialmente mortales (Torres-Pérez et al.
2010). Entre las infecciones mds comunes se encuentran: infecciones respiratorias: como la
gripe, la neumonia y la tuberculosis; infecciones de transmision sexual: como la clamidia, la
gonorrea, la sifilis y el VIH/SIDA; infecciones de la piel: como el acné, la celulitis, la tifia y
la sarna; infecciones gastrointestinales: como la gastroenteritis, la salmonela y la hepatitis A;
e infecciones urinarias (Chin et al. 2011). Estas patologias representan un problema de salud
publica debido a su alta incidencia, posibilidad de transmisién y, en algunos casos, su

resistencia a tratamientos antimicrobianos convencionales.

En particular, las hidrotalcitas (HT), un tipo de arcilla anioénica laminar, han mostrado
una notable actividad bactericida cuando son funcionalizadas con clorofilina de cobre. Estas
HT modificadas han sido efectivas contra bacterias como Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus, entre otras. Su eficacia se atribuye,
en parte, a su elevada area superficial, que favorece el contacto directo con los
microorganismos, aunque el principal factor determinante es su composicion quimica. Las
hidrotalcitas contienen grupos hidroxilo que les confieren un caracter basico, asi como
metales oligodindmicos con propiedades antimicrobianas que potencian su accion biocida.
El caracter basico de estas arcillas anidnicas facilita la generacion de especies oxidantes
altamente reactivas, las cuales contribuyen a la desactivacion de los microorganismos. Por
otra parte, el 0xido de zinc (ZnO) también ha sido ampliamente estudiado por su eficacia
como agente antimicrobiano (Kaur et al. 2021). Este compuesto se utiliza comercialmente en
diversos productos farmacéuticos y de cuidado personal, como cosméticos, ungiientos,
desodorantes y lociones, debido a su buena compatibilidad con tejidos humanos y su eficacia

bactericida (Moezzi, McDonagh, and Cortie 2012).



Con el objetivo de mitigar los problemas de higiene y salud asociados al uso de
productos para la incontinencia urinaria, en este trabajo se propone la sintesis de nuevos
materiales compuestos mediante la incorporacion de 6xido de zinc (ZnO) o hidrotalcita (HT)
en poliacrilato de sodio (PA). Estos materiales seran evaluados por sus propiedades
antimicrobianas, en particular frente a la bacteria Corynebacterium ammoniagenes, con
miras a su potencial aplicacion en la fabricacion de pafales o toallas sanitarias. La orina
proveniente de la vejiga es retenida eficientemente por el poliacrilato de sodio debido a su
capacidad de absorcion, mientras que la HT o el ZnO actuarian como agentes
antimicrobianos, inhibiendo o eliminando la presencia de C. ammoniagenes. De este modo,
se busca evitar la aparicion de irritaciones cutaneas y reducir la formacion de compuestos

responsables del mal olor.



OBJETIVOS

General

Sintetizar y caracterizar materiales hibridos compuestos por poliacrilato de sodio y

oxido de zinc o hidrotalcita, para evaluar su actividad antimicrobiana frente a

Corynebacterium ammoniagenes, con el fin de emplearse como componentes funcionales en

productos destinados al manejo de la incontinencia urinaria, como pafales o toallas

sanitarias.

Particulares

Sintetizar hidrotalcitas de Zn/Al con relacién metalica molar de 3:1.

Sintetizar dos bloques de materiales hibridos: A) ¢xido de zinc/poliacrilato de sodio
y B) hidrotalcita/poliacrilato de sodio.

Caracterizar las muestras obtenidas mediante varias técnicas analiticas como
difraccion de rayos X, espectroscopia infrarroja, microscopia electronica de barrido,
espectroscopia de dispersion de energia, fisisorcion de nitrégeno y analisis térmicos.
Evaluar la actividad antimicrobiana de los materiales hibridos conformados por 6xido
de zinc/poliacrilato de sodio frente a la bacteria Corynebacterium ammoniagenes
empleando el método de dilucion en caldo y determinar la concentracion minima
inhibitoria.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los materiales hibridos conformados por
hidrotalcita/poliacrilato de sodio frente a la bacteria Corynebacterium ammoniagenes
empleando el método Kirby Bauer modificado y determinar la concentracion minima

inhibitoria.
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1. GENERALIDADES
1.1. Bacterias

Son microorganismos procariotas que se caracterizan por poseer una pared celular
compuesta por peptidoglucano, una estructura en forma de malla que rodea la membrana
plasmatica y proporciona proteccion frente al entorno. Como organismos procariotas,
carecen de un nucleo definido, aunque algunas presentan variaciones estructurales. Existen
bacterias que no poseen pared celular y, debido a esta carencia, solo pueden sobrevivir en el
interior de células del huésped o en ambientes hipertonicos que compensen su fragilidad
osmotica. A lo largo de la evolucion, las estructuras y funciones bacterianas se han adaptado

para sobrevivir en condiciones ambientales adversas.

La clasificacion bacteriana puede realizarse de multiples formas, ya sea en funcion de
su capacidad patogena (patdgenas o no patogenas), de su morfologia (tamafio, forma y
caracteristicas de tincion), o de propiedades metabodlicas, antigénicas y genéticas. La
morfologia, aunque variable, permite establecer ciertas generalidades: la mayoria de las
bacterias presentan un tamano que oscila entre 0.2 y 2.0 um de diametro y entre 0.4 y 14 um
de longitud. Las bacterias patogenas son aquellas capaces de causar enfermedades
infecciosas, a diferencia de las no patdogenas, que pueden formar parte de la microbiota

normal.

Para la identificacion de bacterias, una de las técnicas mas empleadas es la tincion de
Gram, la cual proporciona informacion relevante sobre la forma, el tamafio y especialmente,
la estructura de la pared celular. Este método permite diferenciar entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas: las primeras retienen el colorante cristal violeta y se observan de
color purpura bajo el microscopio, mientras que las segundas se tifien de rosa debido a la
pérdida del colorante primario y la posterior absorcion de la safranina. En el presente trabajo,

se abordard exclusivamente el estudio de bacterias Gram positivas.
1.1.2. Bacterias Gram positivas

Una bacteria Gram positiva posee una pared celular que estd compuesta por multiples
capas (hasta 25 capas) de peptidoglucano (150 a 500 A) que rodea la membrana citoplasmica,

con una estructura rigida y gruesa. El peptidoglucano actia como un exoesqueleto en forma
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de malla, lo suficientemente poroso como para permitir la difusiéon de metabolitos hacia la
membrana plasmatica. Ademas de ser un componente estructural esencial, desempefia un
papel clave en la replicacion y la supervivencia de las bacterias en entornos generalmente
hostiles (Murray, P. R, 2009). Durante los procesos infecciosos, el peptidoglucano puede
interferir con la fagocitosis y desencadenar diversas respuestas inmunitarias, incluyendo
reacciones pirogénicas (capaces de inducir fiebre). El peptidoglucano puede ser degradado
mediante la accion de la lisozima, una enzima presente en secreciones humanas como la
mucosidad y las lagrimas, en concentraciones que oscilan entre 3,000 y 5,000 pg/ml. La
lisozima contribuye a la proteccion del organismo frente a bacterias y virus (Tenovuo 2002;

Samaranayake et al. 2009).

Ademas del peptidoglucano, las bacterias Gram positivas pueden contener otros
componentes importantes, como los acidos teicoicos, los acidos lipoteicoicos y diversos
polisacaridos. Los acidos teicoicos son polimeros hidrosolubles de fosfato de poliol unidos
covalentemente al peptidoglucano. Estos compuestos son esenciales para la viabilidad
celular. Los acidos lipoteicoicos, que contienen un acido graso, se anclan a la membrana
citoplasmadtica y actian como antigenos de superficie frecuentes. Desempefian un papel
importante en la diferenciacion de serotipos bacterianos y favorecen la adherencia tanto a
otras bacterias como a receptores especificos en células de mamiferos, constituyendo asi

factores de virulencia (Madigan et al., 2021).

Dentro de la diversidad de bacterias Gram positivas, nos centraremos en
Corynebacterium ammoniagenes, un habitante comun del tracto intestinal humano. Este
microorganismo se distingue de otras bacterias de la microbiota intestinal por su capacidad
de producir amoniaco y sus derivados. La produccion de amoniaco a partir de la urea presente
en el intestino se debe a la accion de la enzima ureasa, que hidroliza la urea en didxido de
carbono y amoniaco (N1, J., et al. 2017). Este Gltimo es un compuesto altamente irritante,
responsable tanto del mal olor como de la inflamacion cutdnea cuando existe un contacto

prolongado con orina, especialmente en contextos como la incontinencia o el uso de paiiales.
1.2. Corynebacterium
El género Corynebacterium fue descrito por Lehmann & Neumann (1907), con el

objetivo de clasificar taxondmicamente a los bacilos responsables de la difteria. Su
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denominacion se basa en caracteristicas morfologicas: el término "Corynebacterium"
proviene del griego kopuvn (coruné), que significa baston nudoso, y Paxtepiov (bacterion),
bastoncillo (Dicks & Holzapfel, 2015). En general, las corinebacterias son bacilos Gram
positivos, no esporulados, aerobios o anaerobias facultativas. Esta ultima caracteristica
implica que pueden fermentar carbohidratos produciendo 4cidos, pero sin generar gas como
subproducto (Dicks & Holzapfel, 2015). Presentan una morfologia bacilar con longitudes
variables y engrosamientos frecuentes en los extremos, con un tamafio que oscila entre 2 'y 6

um de largo y aproximadamente 0.5 pm de didmetro.

El género incluye especies tanto fermentativas como no fermentativas (oxidativas).
Algunas especies son lipéfilas, lo que significa que requieren lipidos para su crecimiento en

medios de cultivo (Tauch and Burkovski 2015).

Desde un punto de vista quimiotaxondémico, las bacterias del género
Corynebacterium se caracterizan por poseer en su pared los aziicares arabinosa y galactosa,
asi como acido meso-diaminopimélico. Ademas, contienen acidos micolicos de cadena corta,

compuestos por entre 22 y 36 4&tomos de carbono.

1.2.1. Corynebacterium ammoniagenes

Corynebacterium ammoniagenes (anteriormente Brevibacterium ammoniagenes) €s
una bacteria perteneciente a la familia de las corynebacterias. Se trata de un bacilo Gram
positivo, no patdégeno. Esta bacteria es conocida por su capacidad para producir grandes
cantidades de aminoécidos esenciales y por presentar un alto contenido de guanina-citosina
(GC) en su ADN. Morfolégicamente, presenta una superficie lisa y forma de barra (Hou et

al. 2019). Su tamafio varia entre 0.6 y 1.2 um de didmetro, y entre 1.0 y 4.5 pm de longitud.

Los lipidos presentes en la pared celular de esta especie representan mas del 60 % del
peso seco de dicha estructura, la cual contiene glucolipidos especificos denominados acidos

micolicos. Estos componentes contribuyen a la rigidez y resistencia de la envoltura celular.

Corynebacterium ammoniagenes es un saprofito comtn del tracto intestinal y del
sistema inmunologico en humanos y otros mamiferos. A diferencia de otras bacterias
presentes en la microbiota gastrointestinal humana, esta especie se distingue por su capacidad

para producir compuestos nitrogenados, principalmente amoniaco y trietilamina, asi como
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otros derivados secundarios (ver Ecuacion 1). La produccion de amoniaco a partir de la urea
presente en el intestino se debe a la accion de la enzima ureasa, que cataliza la hidrolisis de

la urea, generando amoniaco como producto principal (Starkenmann 2017).

ureasa

1) (NH2).CO + H. 0 ——> H>NCOOH + NH3

Los orines, al ser un desecho corporal, pueden favorecer el crecimiento de
microorganismos en la ropa, lo que genera olores desagradables, irritacion, inflamacién e
incluso infecciones cutdneas. Una de las bacterias involucradas en estos efectos es
Corynebacterium ammoniagenes. El crecimiento de esta bacteria puede ser controlado
mediante el uso de agentes bactericidas, entre los cuales destacan ciertas arcillas anidnicas,
como las hidrotalcitas, que en su estructura permiten la incorporacion de iones metalicos,
como el zinc, un elemento ampliamente reconocido por sus propiedades antimicrobianas

(Slavin et al. 2017).

1.3. Arcillas

Las arcillas son minerales naturales que se originan a partir del proceso de erosion de
rocas. Estan compuestas principalmente por silicatos hidratados de aluminio, magnesio y
hierro, y pueden incorporar diversos iones como sodio, calcio, potasio, entre otros (Murray
2006). Estos compuestos forman parte de un grupo conocido como minerales de arcilla,
dentro del cual se destacan los caolines, esmectitas, ilita, clorita, paligorskita y sepiolita. Su
morfologia puede adoptar diversas formas, como tubos, ldminas o esférulas (Hashizume
2015). Las particulas que conforman las arcillas son extremadamente finas, con un tamaio
inferior a 2 um (Di Cosimo et al. 1998). Este tipo de materiales arcillosos son muy
abundantes y econdmicos, que pueden presentar un comportamiento acido o basico, una
buena estabilidad térmica, capacidad adsorbente y propiedades cataliticas. Las arcillas
adsorben, de manera natural, los nutrientes que alimentan a las plantas, pero retener
contaminantes como plaguicidas o metales pesados. Las arcillas presentan una elevada
capacidad de adsorcion e intercambio catidnico, lo que les permite fijar nutrientes esenciales
para el crecimiento vegetal. (Sampieri et al. 2007). Una de las propiedades mas relevantes de
las arcillas es su capacidad de intercambio i6nico, la cual permite clasificarlas en dos grandes
grupos: arcillas catidnicas y arcillas anionicas.
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1.3.1 Arcillas anionicas

Las hidrotalcitas (HT), también conocidas como "hidréxidos dobles laminares", son
materiales de origen natural o sintético que presentan una estructura laminar cargada
positivamente. Entre sus laminas se alojan aniones intercambiables que compensan dichas
cargas positivas (Leon-Vallejo et al. 2019; Jobbagy and Regazzoni 2011). En estas
estructuras, los cationes divalentes presentes en capas similares a la brucita son parcialmente
sustituidos por cationes trivalentes, lo que genera el desequilibrio de carga compensado por

los aniones interlaminares.

La hidrotalcita propiamente dicha puede identificarse como un polvo blanco, de
apariencia similar al talco, que fue descubierta en Suecia en 1842. Se compone de una mezcla
hidroxicarbonatada de magnesio y aluminio. Posteriormente, se descubrié una variante
compuesta por una mezcla hidroxicarbonatada de magnesio y hierro, la cual fue denominada
piroaurita. Este nombre se le asigno debido a que, al ser calentada, adquiere un caracteristico

color dorado (Trujillano, 2022).

1.3.1.1. Formula general y estructura de las arcillas anidonicas

Las arcillas anionicas representan una clase de materiales de gran utilidad en diversos
campos cientificos, especialmente en la catélisis y la medicina. Son materiales cristalinos
sintéticos o naturales, que presentan una estructura laminar con carga positiva. En la region
interlaminar alojan aniones intercambiables y moléculas de agua, que contribuyen a su

funcionalidad y versatilidad (Ping et al. 2004). Su formula general es:
- X—
[MF, MZ*(OH),]** - [(A%7n) - mH0]

Donde:
M?2*"y M3": Representa cationes divalentes y trivalentes.
A™: Es el anidn interlaminar con carga n.

x: Es la fraccion molar del cation trivalente (entre 0.20 y 0.33).
m: Es el agua de cristalizacion.

La Figura 1.1 muestra una representacion esquematica de una hidrotalcita. En esta

estructura, la sustitucion parcial de cationes divalentes (M?*) por cationes trivalentes (M3")
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dentro de las capas genera una carga positiva neta. Esta carga es compensada por la presencia
de aniones interlaminares (A™"), como los nitratos, que usualmente se encuentran en forma

hidratada.

L [
. Agua

N ( e ( "'

Figura 1.1. Representacion estructural de una hidrotalcita. [Elaboracion propial.

Las propiedades fisicoquimicas de las hidrotalcitas estan determinadas por diversos
factores, entre ellos la naturaleza de los cationes, la relacion M?"/M3*, el método de sintesis
y otras condiciones experimentales (He et al. 2004). Estas estructuras laminares pueden
modificarse mediante la introduccioén de diferentes compuestos en la region interlaminar, a
través de un proceso conocido como intercalacion (Duan et al. 2006). Es posible sustituir el
anion presente en la hidrotalcita (generalmente inorgéanico) por otros aniones inorganicos u
organicos. La sustitucion por aniones inorganicos se puede llevar a cabo mediante un proceso
de intercambio acido-base (Iyi et al. 2011), mientras que la intercalacion de moléculas

organicas puede considerarse una reaccion controlada por difusion (Benito et al. 2006).

1.3.1.2. Naturaleza de los cationes

Dado que los cationes divalentes (M>") y trivalentes (M>") se encuentran incorporados
en la estructura laminar de una hidrotalcita, la modificacion en la naturaleza de estos cationes
puede influir significativamente en propiedades como la basicidad del material y la distancia

entre cationes en la red cristalina (He et al. 2004).

La sustitucion de estos cationes estd principalmente determinada por su radio i6nico.
Sin embargo, la estructura de las hidrotalcitas es lo suficientemente flexible como para

permitir la incorporacion de cationes trivalentes, divalentes o monovalentes en los huecos
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octaédricos. En general, los radios i6nicos aceptados para los cationes divalentes oscilan
entre 0.65 y 0.76 A para cationes divalentes y entre 0.54 y 0.69 A para cationes trivalentes

como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Radios i6nicos en A de algunos cationes empleados en hidrotalcitas.

Cation Radio ionico
Mmz* Mg Cu Ni Co Zn Fe
0.65 0.69 0.72 0.74 0.74 0.76
M3* Al Ni Co Fe Mn Cr
0.54 0.62 0.63 0.64 0.66 0.69

1.3.1.3. Naturaleza de los aniones

En las arcillas anidnicas se pueden incorporar una amplia variedad de aniones en su
estructura (Tabla 2). No existe limitacion estricta respecto a la naturaleza de los aniones. Sin
embargo, un desafio comun en la preparacion de compuestos que contengan aniones distintos
al carbonato radica en la alta afinidad de este ultimo por la estructura de las hidrotalcitas, lo

que dificulta la obtencién de materiales libres de carbonatos (Bontchev et al. 2003).

Para evitar la presencia de carbonatos y obtener hidrotalcitas puras con otros aniones,
es fundamental llevar a cabo la sintesis utilizando precursores libres de carbonato, asi como

agua desmineralizada y descarbonatada.

Tabla 2. Aniones que pueden situarse entre las laminas de hidrotalcitas (Duan et al. 2000).

Halogenuros Oxo- Complejos Aniones Polimeros
aniones metalicos organicos
F C03%~ [Fe(CN)¢]3~  Alquilsulfonatos  Polietilenglicol
Cr NOs [PtCls]*~ Ftalocianinas Poliacrilato

El espesor de la lamina de la hidrotalcita es constante y corresponde a (4.8 A). Si los
aniones interlaminares son de naturaleza organica, el espacio interlaminar tiende a
incrementarse en funcion del nimero de atomos de carbono presentes y en los aniones

inorgénicos aumenta o disminuye dependiendo del radio i6nico del anién incorporado
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(Bontchev et al. 2003; Evans and Slade 2005). El espacio interlaminar se calcula como la
diferencia entre el valor de la distancia entre ldminas (d), menos 4.8 A que corresponde al
espesor de la lamina. En la Tabla 3 se presentan y comparan algunos valores de distancia (d)

obtenidos por la intercalacion de ciertos aniones.

Tabla 3. Distancia interlaminar d(A) en HT intercaladas con diferentes aniones (Duan et al.

2006).
Anion  OH  (CO3)* F cr Br I

d(A) 7.55 7.65 7.66 7.86 7.96 8.16

Se ha encontrado que las HT que contienen aniones divalentes en su estructura
interlaminar presentan una elevada estabilidad, lo que dificulta los procesos de intercambio
16nico. Por esta razon, si se desea realizar un intercambio i0nico, se recomienda utilizar como
precursores hidrotalcitas que contengan aniones monovalentes, como el NO3™ (Fernandez-

Calvifio et al., 2011).

1.3.1.4. Caracteristicas principales de las arcillas
Las principales caracteristicas de las arcillas son (Duan et al. 2006):

Estan formadas por cristales muy pequefios.

Tienen la capacidad de intercambiar iones.

Son capaces de variar su composicion quimica interna.

Pueden alojar moléculas en el interior de su espacio interlaminar.

Superficie laminar con actividad quimica considerable.

YV V. V V V V

Los cambios fisicos de la estructura laminar son reversibles si se somete al solido
intercalado a un tratamiento térmico o fisicoquimico, el material recuperara su forma

original cuantas veces se repita el ciclo.

1.3.1.5. Aplicaciones de las hidrotalcitas

Estas arcillas presentan un buen potencial en una amplia variedad de aplicaciones,

entre las que se incluyen: absorbentes, catalizadores, soporte para catalizadores, adsorbentes,

18



intercambiadores anionicos, estabilizador de PVC, tratamiento de aguas, transportador de

moléculas bioactivas y en aplicaciones farmacéuticas (Wiyantoko et al. 2015).

Ademés de las arcillas, otros compuestos de origen mineral, como el 6xido de zinc,
también presentan propiedades relevantes para esta investigacion, debido a su actividad

antimicrobiana y su versatilidad en aplicaciones tecnologicas y biomédicas.

1.3.1.6. Antecedentes del Laboratorio de Materiales Bioactivos

Las arcillas son materiales con multiples aplicaciones en distintos campos, de los
cuales, su empleo como agentes antimicrobianos es el que se ha desarrollado muy poco, por
lo cual nuestro grupo de trabajo es el pionero en este campo microbiologico. Rocha Oliveira
y col., 2015 reportaron la actividad de hidrotalcitas impregnadas con clorofilina de Cu en la
eliminacion de Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella entérica y
Staphylococus aureus. Leén-Vallejo y col., (2019 y 2017) demostraron que las hidrotalcitas
de ZnAl y CuZn adicionadas a las fibras de algodon, permitieron que estas obtuvieran
propiedades bactericidas, por ejemplo, para empleo en accesorios y vestuario hospitalario.
La integracion de hidrotalcitas bactericidas a la hidroxiapatita dio como resultado compdsitos
héabiles para tratamientos Oseos, como implantes o rellenos, previniendo asi, los tan
frecuentes problemas de infecciones post-operatorias (Segura-Pérez et al. 2020). En otro
estudio, (Lobo-Sanchez et al. 2018) observaron que las hidrotalcitas de Zn, tanto solas como
en combinacidon con aceite esencial de eucalipto, presentaron una destacada actividad
bactericida incluso a bajas concentraciones, logrando eliminar cepas multirresistentes.
(Velazquez-Herrera et al. 2018) reportaron una elevada eficacia fungicida de hidrotalcitas de
ZnAl, ZnMgAl y ZnCuAl, sintetizadas mediante distintos métodos, frente a Aspergillus
niger, un hongo altamente resistente que contribuye al deterioro de edificaciones y

monumentos historicos.

La Tabla 4 reporta de forma resumida una seleccion de estudios relevantes, tanto de
nuestro grupo como de otros equipos de investigacion, que han explorado el uso de

hidrotalcitas como agentes antimicrobianos.
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Tabla 4. Resumen de datos de la literatura referente a hidrotalcitas empleadas como agentes

antimicrobianos.

Material

Matriz de arcilla aniénica de plata de
como conjuntos nanoestructurados con
actividad antimicrobiana (contra
bacterias como Escherichia coli)

HT CuMgAl y clorofilina de Cu
(contra bacterias como Salmonella
entérica, Staphylococus aureus)

HT ZnAl con aceite de eucalipto
(bacterias Staphylococcus epidermidis y
Staphylococcus aureus)

HT ZnAl, ZnMgAl y ZnCuAl
(contra hongo coom Aspergillus niger)

HT de ZnAl
(bacteria
amoniagenesis)

Corynebacteriumn

Nanomaterial de hidrotalcita con
conversion fototérmica altamente
eficiente y su aplicacion en terapia
antibacteriana y tumoral (bacterias como
Corynebacteriumn amoniagenesis)

Propiedades antimicrobianas eficientes
de HT ensamblado con metales de
transicion a través de un método de
preparacion facil (bacterias como E. coli
y S.aureus)
HT CuMgAl
hidroxiapiatita
(Staphylococcus aureus y epidermis)
Hidrotalcita de Zn;Al-COs: adsorcion,
citotoxicidad y rendimiento
antibacteriano

(Bacillus cereus, Streptococcus lactis)
Efecto del cobre y eucaliptol sobre la
actividad bactericida de HT de ZnAl- y
MgAl

(Staphylococcus aureus.

Pseudomonas aeruginosa)

Liberacion de metales divalentes y
efectos antimicrobianos de hidrotalcita.
(S. aureus y E.coli)

y HT CuZnAl con

Resultados

La HT Ag mostr6 una gran actividad
antimicrobiana.

La HT fue muy activa formando halos de
inhibicion grandes

Alta actividad bactericida con muestras que
contenian aceite de eucalipto

La hidrotalcita de Zn presentdé mejor
actividad biocida

La HT present6 actividad bactericida a una
concentracion minima de 20 mg/mL

HT-Au presenté menor actividad
bactericida en comparacion que cuando se
irradiaba con laser infrarrojo.

Las HT de CuAl, NiAl y MgAl fueron las
que presentaron buena actividad bactericida.

Las HT presentaron actividades
bactericidas a una concentraciéon minina de
0.5 mg/mL

La muestra de HT de ZnAl presentd buena
actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas.

Las HT ZnAl y MgAl con la adicién de
cobre presentaron mejor actividad biocida.

Las HT de ZnAl y CuAl fueron las que
presentaron efecto bactericida.

Referencia

(Carja et al. 2009)

(Rocha Oliveira et al.
2015)

(Lobo-Sanchez et al.
2018)

(Velazquez-Herrera
etal. 2018)
(Ledn-Vallejo et al.
2019)

(Ma et al. 2019)

(Li et al. 2019)

(Segura-Pérez et al.
2020)

(Dutta et al. 2020)

(Velazquez-Herrera,
Lobo-Sanchez, and
Fetter 2021)

(Awassa et al. 2022)
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1.3.2. Oxido de Zinc

Es un compuesto inorganico ampliamente utilizado como semiconductor y que se
encuentra de forma natural. Se caracteriza por propiedades fisicas y quimicas excepcionales,
como una alta estabilidad quimica, un elevado coeficiente de acoplamiento electroquimico,
amplio rango de absorcion de radiacion y alta foto estabilidad (Segets et al. 2009). Cristaliza
en una estructura tipo wurtzita que consiste en una red hexagonal. Aunque es insoluble en
agua, pero es soluble en acidos y bases diluidos. Su punto de fusion es 1975 ° C temperatura
a la que también se descompone. Tiene diversas aplicaciones, entre ellas como ingrediente
como talco, en cremas para la rozadura, bases de maquillaje, polvos faciales, champu

anticaspa y en aplicaciones antimicrobianas para tratar infecciones (Jin et al. 2009).

Una de las principales ventajas del uso de 6xidos inorganicos frente a los agentes
antimicrobianos organicos es su mayor estabilidad. Diversos oxidos inorganicos han
demostrado actividad antimicrobiana, entre ellos el dioxido de titanio TiO2, ZnO, MgO, CaO,
CuO, ALO3, Ag,O y CeO; por mencionar algunos (Stoimenov et al. 2002). La Tabla 5

resume estudios relevantes del 6xido de zinc como agente antimicrobiano.
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Tabla 5. Resumen de datos de la literatura referente a 6xido de zinc empleado como agente

antimicrobiano.

Material

Materiales de poliamida y polietileno
con oxido de zinc

(bacterias S. aureusy Escherichia coli,
hongo A niger)

Aceite de oxido de zinc (S. aureus,
Escherichia coli, E. faecalis)

Oxido de grafeno/6xido de zinc
(S.aureus, Escherichia coli, E. faecalis,
P. aeruginosa, C. albicans A. flavus)
Oxido de zinc (S. aureus, Escherichia
coli)

Nanoparticulas de Oxido de Zinc
Funcionalizadas con Salicilalchitosan (S.
aureus, Staphylococcus bacillus,
Candida albicans y hongo Aspergillus
niger)

Hidrogel de quercetina de cascara de
cebolla cargado de quitosano-celulosa
con nanoparticulas de 6xido de zinc

(S. aureus 'y hongo Trichophyton
rubrum)

Oxido de zinc con poliacrilato de sodio
(Corynebacteriumn amoniagenesis)

Resultados

Los materiales presentaron
una buena actividad
antimicrobiana

El aceite de oxido de zinc
mostro una gran actividad
antimicrobiana.

El material inhibe eficazmente
el crecimiento

Inhibicion del 90%
bacteria.

Los materiales tuvieron mejor
actividad antimicrobiana ya
que el Salicilalchitosan
proporciona mayor actividad
antimicrobiana.

El hidrogel de cascara de
cebolla con nanoparticulas de
6xido de zinc presentd una
buena actividad bactericida y
fungicida.

El oxido de zinc presento
actividad antimicrobiana
contra la bacteria.

de la

Referencia

(Droval et al., 2008)

(Thosar et al. 2018)

(Archana et al 2018)

(Yang et al 2019)

(Jayandran at al. 2016)

(George et al., 2019)

(Cruz-Hernandez et al.
2025)
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3. Polimeros superabsorbentes

Son compuestos con una estructura polimérica tridimensional capaces de absorber y
retener agua u otros liquidos en cantidades que pueden superar varias centenas de veces su
propia masa (Hamid et al. 2021). Este tipo de gel polimérico, conocido como polimero
superabsorbente, fue desarrollado por primera vez en la década de 1970 por un grupo de
investigadores del Laboratorio de Investigacion Regional del Norte del Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (Rifi et al.2005). Su extraordinaria capacidad de absorcion ha
permitido su aplicacion en diversos campos, tales como almohadillas desechables, sdbanas y
toallas para cirugia, incontinencia de adultos y productos de higiene femenina. Aunque
originalmente fueron desarrollados para aplicaciones agricolas con el fin de mejorar la
capacidad de retencion de agua en los suelos y favorecer la germinacion de semillas y el
crecimiento de plantas, también se han empleado en sistemas de administracion de farmacos
actuadores de gel, productos higiénicos, deshidratacion de carbon, cosméticos, nieve
artificial, granulos para retener la humedad del suelo en zonas aridas, pafiales desechables y
toallas femeninas, donde pueden capturar la orina y la sangre (Zhao et al. 2015). Estos
polimeros pueden absorber hasta 500 veces su propio peso en agua; sin embargo, su
capacidad de absorcion disminuye notablemente en soluciones salinas diluidas (Zhang et al.
2008). Las propiedades de los polimeros superabsorbentes se deben a la naturaleza de su
estructura y al método de sintesis utilizado. Estos materiales se producen principalmente
mediante dos técnicas: el método gel-polimero y la polimerizacion por suspension inversa.
El primero da lugar a particulas de forma irregular, mientras que el segundo genera particulas

esféricas (Sutekin et al., 2021).

Entre los polimeros superabsorbentes mas utilizados a nivel comercial destacan los
poliacrilatos reticulados de forma covalente, como el poliacrilato de sodio. Gracias a su
estructura tridimensional interconectada, este material es capaz de absorber grandes

cantidades de agua sin llegar a disolverse (Ahmed, 2013).

1.3.1. Poliacrilato de sodio

En su estructura, el poliacrilato de sodio contiene grupos carboxilato de sodio (-
COONa) (Figura 1.2). Al ponerse en contacto con el agua, los iones de sodio se ionizan

dejando libres grupos carboxilato COO™ con carga negativa. Esta repulsion electrostatica
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entre cargas iguales provoca que la cadena polimérica se "desenrolle", facilitando la
absorcion de agua. Con una masa molar de 94 g/mol, este polimero no se disuelve en agua,
sino que gelifica, debido a su cardcter hidrofilico y a su estructura reticulada. Ademas,
presenta una alta estabilidad térmica, ya que no se descompone por debajo de 300 °C. En
general, el poliacrilato de sodio es considerado un polimero stiper absorbente de agua y se
usa a menudo para formular membranas que se hinchan de igual manera con agua (Wu et al.

2001).

O\ /o- Na*

C

C“‘\
"C/H R

Hy
L Jn

Figura 1.2. Representacion estructural del poliacrilato de sodio.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL
2.1. Sintesis de materiales hibridos hidrotalcita/ poliacrilato de sodio (HT/PA)
En la Figura 2.1 se observan las muestras sintetizadas en este proyecto.

HTIPA—ST -AC

Sintratamiento

— hid rotérmico HT."PA B
‘ Hidrotalcita HT/PA-ST | HiDEEUU L} -
{(HT) \
g ,f'/ ™. | HT/PA-MO-AC |
+ Banoultrasonico . +

HT/PA-US

~. | HI/PA-ST-AM
- Er——— H,0 {150 mL)
Icrocnoas
~ HT/PA-US-AM

HT/PA-MO
HT/PA-MC-AM

Figura 2.1. Flujograma de los procedimientos de sintesis y claves de las muestras hibridas
HT/PA.

Foliacrilato
de sodio

L (PA)

2.1.1. Sintesis de las hidrotalcitas de referencia

La hidrotalcita con composicion Zn/Al y una relacion molar M**'M?3* de 3:1 se sintetiz6
siguiendo el siguiente procedimiento: se prepard una solucion 2.5 M a partir de nitratos de
zinc y aluminio. También se prepard una solucion de NaOH 2 M, como agente precipitante.
Ambas soluciones se colocaron en buretas y se adicionaron lentamente y simultaneamente a
un vaso de precipitado que contenia 50 mL de agua destilada, bajo agitaciéon constante.
Durante el proceso de coprecipitacion, se controlaron los flujos de ambas soluciones para

mantener el pH constante en 11.

Una vez finalizada la adicion de las sales metalicas, la mezcla se sometio a un bafio
ultrasonico (Branson 5510, 135 W, 50 Hz) durante 30 minutos. Tras la sonicacion, los sélidos
formados se recuperaron por decantacion, se lavaron con agua destilada (250 mL/g) y se
dejaron reposar por 24 horas para permitir la sedimentacion. Posteriormente, se decanto

nuevamente la solucion y se continuo6 lavando hasta alcanzar un pH constante en 9.
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El s6lido se recupero por decantacion y se seco en una estufa a 70 °C durante 24 horas,
y finalmente se pulverizd en un mortero. El material resultante se almacend en un frasco

etiquetado con la clave HT. El procedimiento de sintesis se ilustra en la Figura 2.2.

Disolucién de iones i ;
My M, sales ]7

4

4

Lavado y secado
(70 °C)

ﬁ’j
Coprecipitacion Tratamiento hidrotérmico

(30 min)

Figura 2.2. Esquema del procedimiento de sintesis de las hidrotalcitas de referencia.

2.1.2. Preparacion de los hibridos HT/PA por el método “in situ”

La sintesis de los materiales hibridos HT/ PA se realiz6é en un vaso de precipitado que
contenia 25 mL de hidroxido de sodio. Se afiadieron 600 mg de poliacrilato de sodio y la
mezcla se mantuvo bajo agitacion constante durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo,
se incorporaron las sales metalicas y se continud la agitacion hasta obtener una mezcla
homogénea. Posteriormente, la mezcla fue lavada con abundante agua desionizada y se dejo
precipitar durante 24 horas en un vaso de precipitado. El solido se recuperd por decantacion
que se encuentra en estado himedo se secod en una estufa, y finalmente se pulverizé en un

mortero Finalmente, los solidos obtenidos se almacenaron en frascos herméticos (muestra

HT/PA-ST).

La muestra identificada como HT/PA-ST-AC se prepard siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el apartado 2.1.2 con la diferencia de que, tras los lavados, se
anadieron 300 mL de agua destilada. La mezcla se coloc en una estufa durante 24 horas. El
solido se recupero por decantacion que se encuentra en estado hiimedo se secé en una estufa,

y finalmente se pulveriz6 en un mortero.
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La muestra HT/PA-ST-AM se obtuvo mediante el mismo procedimiento que la
HT/PA-ST-AC, con la tnica diferencia de que se anadieron 150 mL de agua destilada en

lugar de 300 mL.
2.1.3. Preparacion de hibridos HT/PA por cristalizacion via ultrasonido

La sintesis del material hibrido por cristalizacion asistida por ultrasonido se realizo en
dos etapas. En la primera, se llevo a cabo la sintesis de hidrotalcita siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el apartado 2.1.2. En la segunda etapa, una vez finalizada la
agitacion, la mezcla se sometié a un bafio ultrasonico (Elmasonic P30H, 390 W, 80 kHz)
durante 30 minutos. Posterior a la sonicacion, los solidos fueron recuperados por decantacion
y se lavaron con agua destilada (250 mL/g). Posteriormente, se dejaron reposar durante 24
horas en un vaso de precipitado para favorecer la sedimentacion. Después, se decantd la
solucion y se realizaron lavados sucesivos hasta alcanzar un pH constante en 11. El so6lido
que se encuentra en estado humedo se seco en una estufa, y finalmente se pulverizé en un
mortero y se almacend en un frasco identificado con la clave HT/PA-US. El procedimiento

de sintesis se ilustra en la Figura 2.3.

Disolucidn de iones

My M, sales

Poliacrilato
de sodio

Lavado y secado
(709Q)

Tratamiento hidrotérmico
(30 min)

hibrido

Agitacion ‘

Figura 2.3. Esquema del procedimiento de sintesis de los hibridos via cristalizacion con

ultrasonido.

La muestra identificada como HT/PA-US-AC se prepar6 siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 2.1.3, con la tnica diferencia de que, tras los lavados, se anadieron

300 mL de agua destilada antes del secado. El s6lido que se encuentra en estado himedo se
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secd en una estufa, y finalmente se pulveriz6 en un mortero y se almacen6 en un frasco

identificado con la clave HT/PA-US-AC.

La muestra HT/PA-US-AM se prepar6 de manera analoga a la muestra HT/PA-US-

AC, con la diferencia de que se afiadieron 150 mL de agua destilada en lugar de 300 mL.

2.1.4. Preparacion de hibridos HT/PA por cristalizacion via microondas

La sintesis del material hibrido por cristalizacion asistida por microondas se llevo a
cabo en dos etapas. La primera etapa se realizo siguiendo el procedimiento descrito en la
seccion 2.1.2. En la segunda etapa, una vez concluido el tiempo de agitacion, la mezcla se
sometid a irradiacion en un horno de microondas durante 20 minutos (Figura 2.4).
Posteriormente los sélidos fueron recuperados de la solucioén por decantacion y lavados con
agua destilada (250 mL/g). Luego, la mezcla se dejo reposar durante 24 horas en un vaso de
precipitado para favorecer la sedimentacion, el sélido fue recuperado por decantacion
Finalmente, se secd en una estufa a 70 °C durante 24 horas, se pulverizd en un mortero y se

almacend en un frasco con la clave HT/PA-MO.

La muestra identificada como HT/PA-MO-AC se sintetizo6 siguiendo el procedimiento
descrito en la seccion 2.1.4, con la Uinica diferencia de que, tras los lavados, se afiadieron 300
mL de agua destilada antes del secado. El sélido se encuentra en estado humedo se seco en
una estufa, y finalmente se pulverizé en un mortero y se almacen6 en un frasco identificado

con la clave HT/PA-MO-AC.

La muestra HT/PA-MO-AM se prepard de manera similar a la muestra HT/PA-MO-

AC, con la diferencia de que se agregaron 150 mL de agua destilada en lugar de 300 mL.
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Figura 2.4. Esquema del procedimiento de sintesis de los hibridos via cristalizacion con

microondas.

2.2. Método de inhibicion antimicrobiana por el método Kirby Bauer modificado

La actividad antimicrobiana de la hidrotalcita de referencia, del poliacrilato de sodio y
de los hibridos HT/PA se evalu6 mediante el método Kirby Bauer (Sacsaquispe and
Velazquez., 2002) modificado, el cual permite determinar la capacidad inhibitoria de una

muestra frente a un microorganismo, a través de la formacion de halos de inhibicion.

El procedimiento experimental se desarrolld en dos etapas. En la primera, se prepard
un pre-indculo de la bacteria Corynebacterium ammoniagenes (ATCC 6871) en caldo Luria

Bertani, el cual se incubo durante 24 horas en condiciones controladas.

La segunda etapa del procedimiento se llevo a cabo de la siguiente manera: en una caja
Petri estéril se depositaron 70 uL del pre-inoculo obtenido en la etapa anterior,
correspondiente a una concentracion de aproximadamente 1.5 x 10® unidades formadoras de
colonias (segun la escala de McFarland). A continuacién, se anadieron 20 mL de agar LB,
asegurandose de que la cepa bacteriana se distribuyera uniformemente antes de la

gelificacion del medio.

Una vez solidificado el agar, se realizaron pozos en la superficie del medio utilizando
una varilla de vidrio estéril. En cada uno de los pozos se colocaron 50 mg de muestra. Las

placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

29



Posterior al tiempo de incubacion (24 h) las placas se examinaron visualmente para
determinar las actividades antimicrobianas a través del espesor de los halos de inhibicion
(Figura 2.5). Los ensayos se realizaron colocando cinco muestras en 3 placas y los resultados

se reportan con el promedio de los valores (Figura 2.5).
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Colocacién de la cepa

bacteriana Colocacion de muestras ‘
r

z_ L ]
= =T
e et o] L —
aja etri Caja Petri con pozos — T
Incubacién por 24 h Halo dfz inhibicién
después de 24 h

Figura 2.5. Esquema de evaluacion antimicrobiana de los hibridos por el método Kirby

Bauer.
2.2. Hibridos oxido de zinc/poliacrilato de sodio (ZnO/PA)

2.2.1. Preparacion de hibridos ZnO/PA por el método de mezcla mecanica

La sintesis de los nuevos materiales hibridos se realizo segin el procedimiento: en un
vaso de precipitado se disolvieron 300 mg de 6xido de zinc, tras lo cual se afiadieron 700 mg
de poliacrilato de sodio. La mezcla se mantuvo bajo agitacién constante a temperatura
ambiente. Posteriormente, se incorporaron 150 mL o 300 mL de agua destilada, dando lugar

a dos modalidades distintas de sintesis.

Después de un tiempo de agitacion de una hora, la mezcla se secd en una estufa a 70
°C durante 24 horas. Los sdlidos obtenidos se pulverizaron en un mortero y se almacenaron

en frascos herméticos.
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A la muestra preparada con 150 mL de agua (equivalente a la mitad del volumen
necesario para saturar el poliacrilato) se le asigné la clave ZP-AM, mientras que la muestra
sintetizada con 300 mL de agua (volumen total necesario para alcanzar la saturacion del

poliacrilato) se identifico con la clave ZP-AC.

2.2.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La actividad antimicrobiana de los materiales hibridos se evalu6 mediante el método
de dilucién en caldo, el cual permite determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI)
es decir, la menor concentracion del compuesto capaz de inhibir el crecimiento visible de la
bacteria en estudio. Esta metodologia proporciona informacion sobre la eficacia del material
frente a microorganismos especificos, permitiendo identificar la posible sobrevivencia
bacteriana en presencia del agente antimicrobiano.

La prueba antimicrobiana se llevo a cabo en dos etapas. En la primera, se prepar6 un
pre-inoculo de la cepa Corynebacterium ammoniagenesis (ATCC 6871), el cual fue incubado
durante 24 horas a 37 °C para garantizar un crecimiento adecuado.

En la segunda etapa, se emplearon cuatro matraces Erlenmeyer para realizar las pruebas
con los materiales (6xido de zinc o material hibrido) a diferentes concentraciones (8, 10, 12,
25y 50 mg/mL). Asimismo, se incluyeron controles positivos y negativos.

Como control negativo se utilizaron:
. caldo LB (Luria Bertani) sin bacterias, y
. caldo LB con el material en estudio (6xido de zinc o material hibrido), sin
inoculacion bacteriana.

Como control positivo se consideraron:

. la cepa C. ammoniagenes (70 pL del preindculo), y
. la cepa C. ammoniagenes (70 puL) en presencia del material (6xido de zinc o
hibrido).

Todos los matraces fueron colocados en una incubadora orbital a 37°C y 110 rpm
durante 24 horas (Figura 2.7). Transcurrido este tiempo, se realiz6 la medicion de la densidad

optica (DO) a 625 nm, siguiendo el procedimiento descrito por (Ledn-Vallejo et al. 2019).
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Los ensayos se realizaron por cada concentracion y se llevaron a cabo por triplicado.

Hibridos 0 ZnO g/mL

=d udl

Pre-indculo

Pre Incubaciéna |V { //
R N 4 [
SEyaT inoculo °C por 24 N =
Bacteria - L 37°Cpor 24h , N Medicion de la
Corynebacterium Incubacién Densidad
ammoniagenes orbital a 37 C

por 48 h

Figura 2.7. Representacion del procedimiento de evaluacion antimicrobiana de los

materiales (6xido de zinc/materiales hibridos frente a C. ammoniagenes).

2.3. Métodos de caracterizacion

Las muestras sintetizadas fueron caracterizadas mediante diversas técnicas analiticas:
incluyendo difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja (FTIR), analisis de
adsorcion-desorcion de nitrégeno y microscopia electrénica de barrido (MEB). En el
apartado siguiente se presenta una descripcion general de cada técnica utilizada, asi como las
condiciones experimentales bajo las cuales se operaron los equipos correspondientes para
llevar a cabo la caracterizacion estructural, quimica, textural y morfologica de los materiales

obtenidos.
2.3.1. Difraccion de rayos X

Este andlisis permite identificar y determinar los pardmetros estructurales de los
materiales. Se realizaron utilizando un equipo Bruker D8 Discover, equipado con un detector

LynxEye, con un rango de escaneo angular de 5 a 70° (260).
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2.3.2. Espectroscopia de infrarrojo

Esta técnica permite identificar las bandas de adsorcién correspondientes a los grupos
funcionales caracteristicos de los materiales. Las mediciones se realizaron en un equipo
Digilab Excalibur FTS 3000, con un rango de escaneo de 4000 a 400 cm™'. Para el andlisis,

se utilizaron pastillas compactadas formadas por 1 mg de muestra y 29 mg de KBr.
2.3.3. Fisisorcion de nitrégeno

Mediante esta técnica se determinaron las dreas superficiales especificas BET y la
distribucion del tamafo de poros de los materiales. El andlisis se llevéd a cabo en un equipo
Micromeritics ASAP 2020. Las muestras, de aproximadamente 0.2 g, fueron pretratadas a
80 °C durante 2 horas y posteriormente a 150 °C durante 8 horas bajo una presion de vacio
de 30 umHg. Tras el pretratamiento, se evaluaron los materiales en intervalos de presion

relativa (P/Po) entre 0.0005 y 0.99, con una presion de desgasificacion de 5 umHg.
2.3.4. Microscopia electronica de barrido y analisis de energia dispersiva de rayos X

Esta técnica suministra informacioén sobre la morfologia, el tamafio de particula y la
composicion quimica de los materiales. Para los analisis de las muestras se utilizd un
microscopio electronico de barrido JEOL JSM-6610LV, equipado con un detector de
dispersion de energia de rayos X (EDS) para la determinacion de la composicidon quimica

elemental.
2.3.5. Acidez y basicidad

La evaluacion de los sitios acidos de los materiales se realizo de la siguiente manera:
se introdujo un electrodo potenciométrico en 20 mL de una disolucion de NaOH 0.05 M.
Posteriormente, se afiadio 1 g de muestra a la solucion basica, monitoreando la evolucion del
pH hasta alcanzar el equilibrio. Los resultados indicaron una acidez practicamente nula, con
valores de cero, lo que sugiere que los materiales no poseen grupos funcionales capaces de
donar protones (H*) al medio. Esta caracteristica podria tener implicaciones importantes en

su interaccidon con microorganismos.

Los sitios basicos se determinaron mediante un método similar al empleado para las

mediciones de acidez, con la diferencia de que se utilizd6 HCI en lugar de NaOH.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Muestras hibridas de HT/PA preparadas por tres métodos diferentes de

cristalizacion con diferentes cantidades de agua
3.1.1. Caracterizacion
3.1.1.1. Difraccion de rayos X (DRX)

Los difractogramas de rayos X de las muestras HT, PA, HT/PA-ST-AC, HT/PA-US-
AC, HT/PA-MO-AC, HT/PA-ST-AM, HT/PA-US-AM, HT/PA-MO-AM, se muestran en la
Figura 3.1. La muestra de hidrotalcita (HT) presenta los picos caracteristicos
correspondientes a los planos de difraccion (003), (006), (012), (110), (113) (Sommer et al.
2010). Dichos picos se identificaron de acuerdo con el patron de referencia JCPDS 00-014-
0191 (Bergada et al. 2007;Liu et al. 2011). El poliacrilato de sodio (PA) no presenta ningiin

pico, lo cual confirma la estructura predominantemente amorfa de la muestra.
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Figura 3.1. Patrones de difraccion de rayos X de la hidrotalcita (HT), el poliacrilato (PA) y

muestras hibridas de HT/PA con diferente cantidad de agua.

Los difractogramas de rayos X obtenidos de los materiales hibridos no muestran los
picos caracteristicos ni de la hidrotalcita ni del poliacrilato de sodio, presentando en su lugar
patrones amorfos o sin sefales definidas que permitan identificar con claridad las fases
presentes. Como consecuencia, no es posible confirmar la formacion de materiales hibridos

bajo estas condiciones de sintesis mediante esta técnica.
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3.1.1.2. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 3.2 muestra los espectros FTIR correspondientes a las muestras de
referencia de poliacrilato de sodio, hidrotalcita y los materiales hibridos. En el espectro de la
muestra de hidrotalcita (HT), se observa una banda en 3500 cm™, atribuida a las vibraciones

de estiramiento de los grupos OH presentes en las ldminas (Novak & Grdadolnik, 2021).
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Figura 3.2. Espectros de infrarrojo de la hidrotalcita (HT), del poliacrilato (PA) y de las

muestras hibridas HT/PA con diferentes cantidades de agua.

La zona del espectro de infrarrojo comprendida entre 500 y 1000 cm™' es caracteristica

de los octaedros que forman la ldmina; en esta zona se presentan bandas entre 881 y 420 cm”
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!, correspondientes a las vibraciones de estiramiento y flexion de los enlaces Mg-OH, Zn-

OH, Cu-OH y AI-OH de la red cristalina octaédrica de la hidrotalcita (Frost et al., 2002).

La banda en 2939 cm™ se asocia a las vibraciones del enlace C—-H (Lei et al. 2013) y
las bandas a 766 cm™! se atribuyen a las vibraciones de flexion del mismo enlace, mientras
que para el enlace CH; las bandas presentes se encuentran en 1410 y 1311 cm’!. Finalmente,
la banda en 1045 cm™ corresponde a la vibracion de flexion del enlace O—Na, caracteristica

del poliacrilato (Khanlari and Dubé 2015).

En los espectros correspondientes a las muestras hibridas HT/PA-ST-AC, HT/PA-US-
AC, HT/PA-MO-AC, HT/PA-ST-AM, HT/PA-US-AM y HT/PA-MO-AM, se presentan
ligeras variaciones en las bandas, atribuibles a la superposicion de los grupos funcionales
caracteristicos de la hidrotalcita y del poliacrilato de sodio. La banda en 3500 cm™ indica la
presencia de grupos OH del agua, caracteristicos de la hidrotalcita. Asimismo, la sefal en
1559 cm™ corresponde al grupo carboxilico del poliacrilato de sodio, mientras que la banda
en 2922 cm™' se asocia a la vibracion del enlace —CH, lo que confirma la presencia de este
polimero (Grabowska & Holtzer, 2009). El traslape de las bandas principales de ambos
compuestos sugiere la coexistencia de las fases originales en los materiales hibridos, aunque
esta interpretacion sera corroborada mediante otras técnicas de caracterizacion

complementarias.

3.1.1.3. Fisisorcion de nitrogeno

Las isotermas de fisisorcion de nitrogeno para las muestras HT, PA, HT/PA-ST-AC,
HT/PA-US-AC, HT/PA-MO-AC, HT/PA-ST-AM, HT/PA-US-AM y HT/PA-MO-AM se
presentan en la Figura 3.3. Para el PA las isotermas de fisisorcion de nitrdgeno no
evidenciaron adsorcion para el componente PA, lo cual es consistente con la presencia
exclusiva de macroporos, los cuales no pueden ser detectados mediante esta técnica. En
contraste, la HT mostré una isoterma de tipo 1V, junto con un perfil de histéresis tipo H3,
caracteristico de poros en forma de hendidura, tipicos de materiales laminares (Cavani etal.,

1991).
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Figura 3.3. Isotermas de adsorcion de la hidrotalcita (HT), el poliacrilato (PA) y muestras

hibridas de HT/PA con diferente cantidad de agua.

Las muestras HT/PA-ST-AC, HT/PA-US-AC, HT/PA-MO-AC, HT/PA-ST-AM,
HT/PA-US-AM y HT/PA-MO-AM presentaron isotermas tipo IV con lazos de histéresis H3
caracteristicas de materiales mesoporosos segun la clasificacion de la IUPAC (Sing et al.,
1985). La presencia del lazo de histéresis indica la existencia de poros de tamaio intermedio

(2-50 nm), tipicos de estructuras mesoporosas con cavidades abiertas.
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El area superficial revela que el PA mostrd un éarea superficial practicamente nula,
mientras que la muestra de HT presentd un valor de 3.2 m?-g™'. En contraste, las muestras
HT/PA-ST-AC 1.8 m?g, HT/PA-US-AC 0.9 m?g, HT/PA-MO-AC 1.9 m*/ g, HT/PA-ST-
AM 1.8 m?%g, HT/PA-US-AM 0.9 m?*g, HT/PA-MO-AM 1.9 m?%g presentaron areas

superficiales

Estos resultados indican que, a pesar de utilizar la misma cantidad de agua en las
muestras con clave AC (300 mL) y AM (150 mL), el método de sintesis también influye en
la estructura porosa del material final. En general, una menor cantidad de agua parece
favorecer la formacion de una estructura con mayor area superficial, posiblemente debido a
una menor agregacion de particulas durante la sintesis y una distribucion mas eficiente del

polimero en la hidrotalcita.

En la Figura 3.4 se presenta la distribucion del tamafio de poro de las muestras
analizadas. El poliacrilato de sodio no exhibe picos caracteristicos asociados a micro o
mesoporos; este comportamiento es consistente con su naturaleza predominantemente
macroporosa, cuyos poros no pueden determinarse mediante esta técnica (Cruz Hernandez et
al., 2025). Por su parte, la hidrotalcita muestra un unico pico estrecho centrado en

aproximadamente 45 A, correspondiente al intervalo tipico de los mesoporos.

En las muestras hibridas HT/PA-ST-AM y HT/PA-MO-AM se observa un pico intenso
cercano a 45 A, similar al registrado para la hidrotalcita, lo que sugiere que esta conserva
parcialmente su estructura porosa original. No obstante, se identifican varios picos
adicionales en el intervalo de 45 a 80 A, lo que indica la presencia de interacciones entre
ambos componentes. La muestra HT/PA-US-AC presenta un comportamiento similar,
reproduciendo el rango de poros observado en las muestras HT/PA-ST-AC y HT/PA-MO-
AC, aunque con una mayor intensidad de los picos. Este efecto podria deberse a que el
tratamiento térmico por microondas, o incluso la ausencia de tratamiento, favorece la
formacion de particulas de tamafio nanométrico, tal como ha sido reportado por Velazquez
et al., 2020 para hidrotalcitas depositadas en SBA15, lo que promoveria una mayor
interaccion con el poliacrilato. En contraste, las muestras sometidas a tratamiento por

ultrasonido presentan una menor interaccion con el polimero.
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Figura 3.4. Distribucion de didmetro de poro de la hidrotalcita (HT), del poliacrilato (PA) y
de las muestras hibridas HT/PA con diferente cantidad de agua.

En conjunto, estos resultados indican que tanto el método de sintesis como la cantidad de
agua influyen significativamente en las propiedades texturales de los materiales hibridos,

afectando su porosidad y éarea superficial.
3.1.1.4. Microscopia electrénica de barrido

Las micrografias obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (SEM) para

la hidrotalcita, el poliacrilato de sodio y los materiales hibridos se presentan en la Figura 3.5.
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En la imagen correspondiente a la hidrotalcita, se observa una morfologia caracteristica en
forma de hojuelas, con un tamafio promedio de aproximadamente 500 nm de diametro, lo

cual es tipico de materiales laminares como las arcillas (Velazquez-Herrera et al. 2018).

En cuanto a los materiales hibridos, la muestra HT/PA-ST-AC muestra una
distribucion heterogénea, donde se distinguen claramente particulas de poliacrilato (Hamid
et al., 2021) rodeadas de aglomerados de hidrotalcita. En contraste, las muestras HT/PA-US-
AC y HT/PA-MO-AC, mostradas en la Figura 3.5, presentan una distribucion mas
homogénea de la hidrotalcita entre las particulas del poliacrilato, lo que sugiere una mejor
dispersion del componente inorganico cuando se emplean métodos de sintesis asistidos por
ultrasonido o microondas. Por otro lado, en las muestras HT/PA-ST-AM, HT/PA-US-AM y
HT/PA-MO-AM, también se observa una distribuciéon heterogénea de las particulas de
hidrotalcita dentro del poliacrilato. La morfologia obtenida indica que tanto el método de
sintesis como la cantidad de agua utilizada durante la preparacion influyen notablemente en

el grado de impregnacion y dispersion de la fase inorganica.
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Figura 3.5. Imagenes de microscopia electronica de barrido de las muestras hibridas con
diferentes métodos de sintesis a) HT/PA-ST-AC, b) HT/PA-US-AC, c) HT/PA-MO-AC, d)
HT/PA-ST-AM, e) HT/PA-US-AM y f) HT/PA-MO-AM.

3.1.1.5. Analisis de energia dispersiva de rayos X

Las composiciones quimicas elementales semicuantitativas de Zn, O, Al y C para la
hidrotalcita y los materiales hibridos HT/PA-ST-AC, HT/PA-US-AC, HT/PA-MO-AC,
HT/PA-ST-AM, HT/PA-US-AM y HT/PA-MO-AM se presentan en la Tabla 6. Estos

resultados corresponden a andlisis realizados en regiones puntuales de cada muestra.

42



Tabla 6. Composiciones elementales semicuantitativas superficiales (%) en peso de los

materiales hibridos.

Zn O C Al

HT 48 42 --- 14 3:1
HT/PA-ST-AC 39 37 38 12 3:1
HT/PA-US-AC 19 41 27 6 3:1
HT/PA-MO-AC 12 38 21 4 3:1
HT/PA-ST-AM 15 45 17 5 3:1
HT/PA-US-AM 17 38 32 5 3:1
HT/PA-MO-AM 13 41 34 4 3:1

En la muestra de hidrotalcita pura (HT) se observa una proporcion elevada de Zn, Al y
O, lo cual concuerda con su estructura laminar tipica, formada por capas octaédricas de

cationes metalicos.

Asimismo, se observa una ligera disminucion en los porcentajes de Zn y Al en los
hibridos en comparacion con la HT pura, lo que podria deberse tanto al efecto de dilucion
causado por el polimero como a una menor exposicion de las fases inorganicas al haz del

detector durante el analisis puntual (Balayeva, 2021).

En cuanto al efecto del método de sintesis, los materiales obtenidos por microondas
(HT/PA-MO, HT/PA-MO-AC, HT/PA-MO-AM) muestran una mayor variacion en el
contenido de carbono, lo que sugiere una interaccion mas eficiente entre el polimero y la fase
inorganica, posiblemente debido a la rapida transferencia de energia que favorece la
dispersion del PA (Hussain et al., 2006). En contraste, los hibridos obtenidos por sintesis
directa presentan proporciones mas conservadoras de Zn y Al, lo que podria indicar una

menor modificacion estructural o una interaccidon menos intensa entre las fases.

En cuanto a las muestras HT/PA-ST-AC, HT/PA-US-AC, HT/PA-MO-AC, HT/PA-
ST-AM, HT/PA-US-AM y HT/PA-MO-AM, correspondientes a las regiones puntuales 110,
109, 21, 63, 36, 43 y 74, respectivamente, se observaron concentraciones elevadas de Zn y
O, lo que confirma la presencia de ZnO en la estructura del poliacrilato. Ademas, se detectd

una mayor cantidad de Zn en estas muestras en comparacion con las anteriores, lo que sugiere
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una mayor proporcion de hidrotalcita en la superficie del poliacrilato de sodio. Este
comportamiento podria estar relacionado con una mejor dispersion del 6xido o una
interaccion mas eficiente entre ambos componentes (Foster et al., 2022), posiblemente

favorecida por la modificacion quimica y las condiciones especificas de sintesis.

3.1.1.6 Analisis termogravimétrico

La variacion de la masa con respecto al tiempo de los materiales fue analizada mediante
analisis termogravimétrico (TGA) y andlisis térmico diferencial (DTA) con el objetivo de
evaluar la estabilidad térmica de las muestras (Figura 3.6). En la muestra de hidrotalcita (HT)
se identificaron tres etapas principales de pérdida de masa. La primera, entre 25 y 200 °C,
muestra una pérdida del 15 %, atribuida a la eliminacion del agua adsorbida en la superficie
del solido, lo cual se confirma mediante la curva derivada de pérdida de masa (dm/dT). La
segunda etapa, entre 180 y 380 °C, presenta una pérdida adicional del 20 %, asociada a la
deshidroxilacion parcial de la estructura laminar (Zhang et al., 2010). Finalmente, entre 400
y 700 °C, se observa una pérdida del 5 %, correspondiente a la descomposicion completa de
la estructura de la hidrotalcita y la formacion de 6xidos mixtos como ZnO y ZnAl:O4 (LOpez
et al., 1997). Estas etapas son corroboradas por los picos en la curva dm/dT. Los perfiles de
pérdida de masa de los materiales hibridos mostraron comportamientos similares entre si,

con ligeras variaciones atribuibles a la presencia del poliacrilato de sodio.

En el caso de la muestra HT/PA-ST-AC, se identificaron cinco etapas diferenciadas de
pérdida de masa. La primera, entre 50 y 200 °C, muestra una pérdida aproximada del 10 %,
asociada a la eliminacion del agua superficial o agua ligada (Mahon et al. 2020), evidenciada
por un pico en la curva dm/dT. La segunda etapa, entre 350 y 400 °C, presenta una pérdida
del 15 %, atribuida a reacciones de deshidratacion intermolecular y procesos iniciales de
despolimerizacion. En la tercera etapa, entre 400 y 500 °C, se observa una pérdida del 10 %,
correspondiente a la despolimerizacion progresiva y ruptura de enlaces cruzados ocurren
porque, a altas temperaturas, la energia térmica es suficiente para romper los enlaces
covalentes que mantienen unidas las cadenas y los puentes entre ellas. Esto genera
fragmentos mas pequefios y disminuye la integridad estructural del polimero. La cuarta etapa,
con una pérdida del 10 %, se asocia con la destruccion de la matriz compuesta debido a

procesos de deshidroxilacion y degradacion estructural de la arcilla. Finalmente, en la quinta

44



etapa, se registra una pérdida del 5 %, correspondiente a la etapa final de degradacion del
polimero (Ng et al., 2018). Todas estas transiciones térmicas se reflejan claramente en las

curvas dm/dT.
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Figura 3.6. Perfiles TGA y DTA de las muestras de hidrotalcita (HT) y de los materiales
hibridos (HT/PA-ST-AC y HT/PA-ST-AM).

Para la muestra HT/PA-ST-AM, los perfiles TG fueron muy similares a los observados
en HT/PA-ST-AC, mostrando también cinco etapas de pérdida de masa. La primera, entre
30 y 380 °C, muestra una pérdida del 12 %, correspondiente al agua adsorbida, con un
maximo en la curva dm/dT alrededor de los 50 °C (Mahon et al., 2019). La segunda etapa,
entre 380 y 420 °C, presenta una pérdida del 10 %, asociada a reacciones de deshidratacion,
con un pico maximo en la curva dm/dT a 380 °C. En la tercera etapa, entre 400 y 430 °C, se
registra una pérdida adicional del 5 %, atribuida a procesos de despolimerizacidon y ruptura
de enlaces cruzados entre cadenas poliméricas (Kang et al. 2017; Falcon et al. 2015). La

cuarta etapa, entre 480 y 520 °C, muestra una pérdida del 10 %, correspondiente a la
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degradacion estructural de la arcilla por deshidroxilacion. Finalmente, la quinta etapa, con
una pérdida del 3 %, representa la etapa final de degradacion del polimero. Estos eventos

térmicos estan bien definidos en las respectivas curvas dm/dT.

Ademas, se observa que el volumen de agua utilizado en la sintesis (150 mL vs.
300 mL) influye en la distribucion térmica de las etapas. Las muestras preparadas con menor
volumen de agua (AM) tienden a presentar pérdidas de masa mas definidas y
desplazamientos en las temperaturas de degradacion, lo que podria estar relacionado con una
mayor proximidad de los reactivos y, por ende, una mejor interaccion entre las fases.
Igualmente, los métodos de sintesis (sintesis directa, ultrasonido o microondas) pueden
modificar el grado de dispersion del polimero, afectando la estabilidad térmica del material

final.

En conjunto, estos resultados confirman la formacion de materiales hibridos con un
comportamiento térmico distintivo, en el cual la interaccion entre las fases juega un papel
importante. La caracterizacion térmica permite no solo verificar la incorporacién del
polimero, sino también evaluar la influencia de las condiciones de sintesis en la estabilidad
del sistema, aspecto fundamental para aplicaciones que involucren procesos térmicos o

ambientes de alta temperatura.
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3.2. Muestras hibridas de HT/PA preparadas por tres métodos diferentes de

cristalizacion
3.2.1. Caracterizacion
3.2.1.1. Difraccion de rayos X (DRX)

Los difractogramas de rayos X correspondientes a las muestras HT, PA, HT/PA-ST,
HT/PA-US y HT/PA-MO se presentan en la Figura 3.7. La muestra de poliacrilato de sodio
(PA) no muestra picos de difraccion definidos, lo que confirma su naturaleza

predominantemente amorfa.
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Figura 3.7. Patrones de difraccion de rayos X de la hidrotalcita (HT), del poliacrilato (PA)
y de las muestras hibridas HT/PA (HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO).
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En contraste, la muestra de hidrotalcita (HT) exhibe una serie de picos bien definidos
que corresponden a los planos cristalograficos (003), (006), (012), (110) y (113), localizados
aproximadamente en 20 = 11.5, 23.0, 34.5, 60.5 y 62.0, respectivamente. Estos valores
coinciden con lo reportado por (Sommer et al. 2010) y se identificaron conforme al patrén

de referencia JCPDS 00-014-0191 (Bergada et al. 2007;Liu et al. 2011).

En las muestras hibridas HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO, se conservan los picos
caracteristicos de la hidrotalcita, aunque se observan ligeras variaciones en su intensidad y
en el ancho a media altura. Estas modificaciones pueden atribuirse a la dispersion de las fases
cristalinas dentro del poliacrilato y a posibles alteraciones en el orden estructural provocadas

por los distintos métodos de sintesis utilizados.

Ademas, se observa un ligero desplazamiento hacia valores mayores de 260 en los picos
correspondientes a los planos (003), (006) y (012) en las muestras hibridas, en comparacion
con la hidrotalcita pura. Este desplazamiento podria estar asociado a un proceso de
segregacion anidnica, posiblemente provocado por la obstruccion de la movilidad de los
aniones interlaminares debido a la presencia del poliacrilato, como ha sido reportado por
Velazquez-Herrera and Fetter (2020). Este efecto indica una posible interaccion entre el
polimero y las capas de la hidrotalcita, lo que sugiere cierta modificacion estructural del

material original como resultado del proceso de hibridacion.
3.2.1.2. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 3.8 muestra los espectros FTIR correspondientes a las muestras de referencia
de poliacrilato de sodio, hidrotalcita y los materiales hibridos. En el espectro del poliacrilato
de sodio, se observan bandas caracteristicas a 1719 cm™y 1564 cm™, las cuales se atribuyen
a las vibraciones de estiramiento del enlace carbonilo (C=0O) en sus modos asimétrico y
simétrico, respectivamente. Asimismo, las sefiales en 3453 cm™ y 800 cm™ corresponden a
las vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilo (—-OH), asociados al agua absorbida
por el polimero. La banda en 2939 cm™ se asocia a las vibraciones de estiramiento del enlace
carbono-hidrogeno (C—H) (Lei et al. 2013),mientras que la sefial en 766 cm™ corresponde a
las vibraciones de flexion del mismo tipo de enlace. Para el grupo metileno (—-CH2-), se
identifican bandas en 1410 cm™' y 1311 cm™, atribuibles a sus modos de vibracién de flexion.
Adicionalmente, la banda observada en 1045 cm™ se relaciona con la vibracion de flexion
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del enlace oxigeno—sodio (O—Na), caracteristica del poliacrilato de sodio (Khanlari and Dubé

2015).
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Figura 3.8. Espectros de infrarrojo de la hidrotalcita (HT), del poliacrilato (PA) y de las
muestras hibridas HT/PA (HT/PA-ST, HT/PA-US, HT/PA-MO).

El espectro de la hidrotalcita presenta una banda ancha en la region de 3500 cm™,

atribuida a las vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilo (—OH) estructurales

presentes en las laminas, asi como del agua interlaminar (Hernandez-Moreno et al. 1985).

Un hombro alrededor de 3000 cm ™' sugiere la formacion de enlaces por puente de hidrogeno

entre las moléculas de agua y los aniones interlaminares. Las bandas situadas en 1628 cm™
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y 1645 cm™ se asignan a la vibracion de flexion angular (SHOH) del agua interlaminar. Por
otro lado, las sefiales en 1383 cm™ y 1353 cm™ corresponden a los modos de vibracion de
los aniones interlaminares, siendo la banda en 1383 cm™' atribuida al estiramiento
antisimétrico (vs) de los aniones nitrato. En la region de 500-1000 cm™, se identifican las
vibraciones caracteristicas de los enlaces metal-hidroxilo (Mg—OH, Zn—OH, AI-OH y Cu—
OH), correspondientes a los octaedros que conforman la red cristalina de la hidrotalcita

(Melian-Cabrera at al. 2002).

En los espectros de los materiales hibridos (HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO), se
observan bandas correspondientes a ambas fases, lo cual indica la presencia de tanto de la
hidrotalcita como del poliacrilato de sodio. La banda en 3500 cm™ se mantiene, corresponde
a los grupos —OH de la hidrotalcita, mientras que la sefial en 1559 cm™ es caracteristica del
grupo carboxilato del poliacrilato de sodio. Asimismo, la banda en 2922 cm™!, atribuida a la
vibracion del enlace C—H, confirma la incorporacion del polimero en la matriz hibrida. La
superposicion de las principales bandas de ambos materiales sugiere la formacion efectiva
de un sistema hibrido, aunque serd necesario complementar esta informacidén con otras

técnicas de caracterizacion para confirmar posibles interacciones quimicas entre las fases.

3.2.1.3. Fisisorcion de nitréogeno

Las isotermas de fisisorcion de nitrogeno correspondientes a las muestras HT, PA,
HT/PA-ST, HT/PA-US, HT/PA-MO se muestran en la Figura 3.9. En el caso del PA, las
isotermas de fisisorcion de nitrogeno no mostraron evidencia de adsorcion, lo que concuerda
con la presencia exclusiva de macroporos, los cuales no pueden ser detectados mediante esta
técnica. Por otro lado, la muestra de HT present6 una isoterma de tipo IV, acompafiada de un
perfil de histéresis tipo H3, caracteristico de poros en forma de hendidura, tipicos de

materiales laminares (Thommes et al., 2015).
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Figura 3.9. Isotermas de adsorcion de la hidrotalcita (HT), el poliacrilato (PA) y muestras

hibridas de HT/PA (HT/PA-ST, HT/PA-US, HT/PA-MO).

Las muestras HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO presentan isotermas de adsorcion
similares a la hidrotalcita pura, aunque con lazos de histéresis ligeramente mas amplios, lo
que indica un incremento en la mesoporosidad del material. Este comportamiento sugiere
que el PA modifico el proceso de adsorcion de la HT, al favorecer la formacion de estructuras
mas abiertas como resultado de la cristalizacion in situ de la hidrotalcita dentro del

poliacrilato.
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El polimero PA mostréd un area superficial practicamente nula, mientras que la
muestra de HT presentd un valor de 3.2 m?-g”'. En contraste, las muestras HT/PA-ST,
HT/PA-US y HT/PA-MO presentaron areas superficiales de 9.4, 7.3 y 5.8 m>g’,
respectivamente. Estas variaciones en el area superficial entre los hibridos se atribuyen a
diferencias en el tamaio, la morfologia y la distribucion de las particulas de HT dentro del
PA. Estos resultados indican que el método de sintesis por agitacion convencional favorece
una mayor exposicion de superficie activa en comparacion con los métodos asistidos por
ultrasonido o microondas.

En la Figura 3.10, se muestra la distribucion del tamafio de poro de las diferentes
muestras. El poliacrilato de sodio como era de esperar no presenta picos. En cambio, la
hidrotalcita exhibe un tinico pico estrecho en 34 A, dentro de un rango de 20 a 100 A,

caracteristico de materiales mesoporosos organizados.
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Figura 3.10. Distribucion de tamafio de poro de la hidrotalcita (HT), del poliacrilato (PA) y
de las muestras hibridas HT/PA (HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO).

Las muestras hibridas HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO muestran un pico intenso
alrededor de 45 A, similar al de la hidrotalcita, aunque con un leve desplazamiento hacia
menores didmetros de poro, lo cual sugiere cierta modificacion estructural provocada por la
incorporacién del poliacrilato. La muestra HT/PA-US muestra un pico adicional en 70 A,
como en el caso del poliacrilato puro, lo que sugiere que una fraccion de la hidrotalcita se
encuentra incorporada dentro de la estructura polimérica, posiblemente formando dominios

internos o alojamientos dentro de la matriz del poliacrilato.
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La cristalizacion de la HT dentro del PA confirid caracteristicas mesoporosas a los
materiales hibridos, evidenciadas por la presencia de poros con didmetros entre 50 y 150 A,

corroborados ademas mediante las mediciones de area superficial.

3.2.1.4. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Las micrografias obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (SEM) de la
hidrotalcita, el poliacrilato de sodio y los materiales hibridos se presentan en la Figura 3.11.
En la muestra de hidrotalcita, se observa una morfologia caracteristica en forma de hojuelas
con un tamafio promedio de aproximadamente 500 nm de diametro, tipica de materiales

laminares como las arcillas (Velazquez-Herrera et al. 2018).

Para los hibridos HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO se muestra que la forma de
impregnacion es diferente por cada muestra, la morfologia de la muestra HT/PA-ST presenta
un arreglo homogéneo del poliacrilato con las laminas de la hidrotalcita, mientras que en la
muestra HT/PA-US se observa distribucion heterogénea de las laminas de hidrotalcita en el

poliacrilato.
Respecto a los materiales hibridos:

e En la muestra HT/PA-ST, se observa un arreglo relativamente homogéneo entre las
laminas de hidrotalcita y el de poliacrilato, lo que indica una buena dispersion del

componente inorganico.

o La muestra HT/PA-US presenta una distribucion heterogénea, donde las laminas de

hidrotalcita se encuentran dispersas de manera irregular entre el poliacrilato.

e En HT/PA-MO, la distribuciéon de la hidrotalcita también es heterogénea, aunque
menos definida, lo que sugiere una menor interaccion entre ambas fases durante la

sintesis.
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Figura 3.11. Imagenes de microscopia electronica de barrido de las muestras HT y de las

muestras hibridas (HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO).

3.2.1.5. Analisis de energia dispersiva de rayos X

Las composiciones quimicas elementales semicuantivas de Zn, O, Al y C se observan
en la Tabla 7 para las muestras hibridas HT/PA-ST, HT/PA-US, HT/PA-MO. Estos

resultados corresponden a andlisis realizados en regiones puntuales de cada muestra.
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Tabla 7. Composiciones elementales semicuantitativas superficiales (% en peso) de los

materiales hibridos.

Zn O C Al

HT 48 42 --- 14 3:1
HT/PA-ST 42 39 17 12 3:1
HT/PA-US 29 36 15 9 3:1
HT/PA-MO 45 32 30 13 3:1

En la muestra de hidrotalcita pura (HT), se observa una mayor proporcion relativa de
Zn, Aly O, lo cual es coherente con su estructura laminar caracteristica compuesta por capas

metalicas octaédricas.

En los materiales hibridos, se detecta un aumento significativo en el contenido de
carbono (C), especialmente en comparacion con la muestra de HT. Este incremento se
atribuye a la presencia del poliacrilato de sodio (PA) en la matriz del material, lo que

confirma la incorporacion del componente polimérico.

En la muestra HT/PA-ST, las regiones puntuales 107 y 28 mostraron una elevada
concentracion de zinc (Zn) y oxigeno (O), lo que sugiere una dispersion efectiva del ZnO en
el poliacrilato de sodio. De manera similar, en las muestras HT/PA-US y HT/PA-MO se
identificaron composiciones ricas en Zn y O en las regiones puntuales 14, 13, 113 y 115,
observadas como particulas blancas, lo que también indica la presencia de ZnO asociado al
poliacrilato. Ademas, las regiones 55 y 56 mostraron resultados coherentes con esta

distribucion, reforzando la evidencia de una integracion homogénea del 6xido de zinc.

El analisis EDX mostro relaciones molares Zn/Al de 2.8, 2.9 y 3.1 para las muestras
HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO, respectivamente, valores que se aproximan al nominal
de 3.0. La distribucién de la HT en la muestra HT/PA-ST se visualizd6 mediante un mapeo
elemental de C, Na, Zn y Al (Figura 3.12). En este analisis, el Zn y el Al fueron atribuibles
al HT, mientras que el C y el Na correspondieron al PA (Mechrani et al., 2015). La localizacion
de Zn y Al confirmo6 la presencia del componente HT y la baja sefial de C y Na en esas
regiones fue consistente con una disposicion de los cristales de LDH principalmente sobre la

superficie del PA.
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Figura 3.12. a) Micrografia elemental de una region de la muestra HT/PA-ST a un aumento

de 1.000X y mapeos elementales de b) zinc, ¢) aluminio, d) carbono y e) sodio.

Estos resultados, junto con la modificacion observada en el tamafio y la disposicion
de las particulas de HT dentro del PA, sugieren la posible existencia de interacciones entre
ambos componentes. Al hidratarse el PA, los iones Na* se liberan al medio acuoso, lo que
permite que los grupos metoxi del PA, ahora cargados positivamente, atraigan iones AI** y/o
Zn** presentes en los bordes de las nanoparticulas de HT. Esta atraccion podria dar lugar a la
formacion de enlaces quimicos, en un mecanismo similar al propuesto por Cruz-Hernandez

et al. 2021 para materiales hibridos de HT/melanina.

3.2.1.6. Pruebas antimicrobianas

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de las muestras se realiz6 mediante dos
métodos: dilucion en caldo y el método de Kirby-Bauer modificado, utilizando la cepa
bacteriana Corynebacterium amoniagenesis, con el objetivo de determinar la concentracion

minima inhibitoria (CMI) como se muestra en la Figura 3.13.

Figura 3.13. Placa Petri con los resultados de los halos de inhibicion en las muestras a) HT,

b) PA, ¢) HT/PA-ST, d) HT/PA-US y ) HT/PA-MO.
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De todas las muestras sintetizadas, se seleccionaron para las pruebas antimicrobianas
aquellas que presentaron mayor uniformidad en su caracterizacion estructural: HT/PA-ST-
AC, HT/PA-US y HT/PA-MO. En la Tabla 8 se presentan los resultados obtenidos,
expresados como diametros de los halos de inhibicion, los cuales permiten evaluar la eficacia

de cada material frente a la inhibicion del crecimiento bacteriano.

Tabla 8. Diametros en (mm) de los halos de inhibicion de las muestras PA, HT, HT/PA-ST,
HT, HT/PA-US y HT/PA-MO frente a Corynebacterium ammoniagenes.

Muestras

PA HT HT/PA-ST HT/PA-US HT/PA-MO
Halo de
inhibicidén 0 23 21 19 18

(mm)

Las muestras HT, HT/PA-ST, HT/PA-US y HT/PA-MO mostraron actividad
antimicrobiana contra la bacteria Corynebacterium ammoniagenesis. De las muestras
hibridas, la muestra HT/PA-ST presentd el mayor halo de inhibicidon, con un didmetro de
21 mm.(Awassa et al. 2022) la estructura laminar de la hidrotalcita favorece interacciones
electrostaticas y enlaces de Van der Waals con biomoléculas que poseen carga negativa,
especialmente a pH neutro o basico. Estas interacciones permiten la adsorcion bacteriana
mediante mecanismos como el intercambio anidnico o la sustitucion de grupos OH™ en la
superficie de la hidrotalcita por grupos funcionales presentes en la pared celular bacteriana.
Esto explicaria el mayor efecto antimicrobiano observado en la muestra HT/PA-ST, también
puede atribuirse a las condiciones del método de sintesis, ya que este factor influye
directamente en la distribucion de los componentes activos, asi como en la morfologia y

porosidad del material (Djebbi et al. 2016;Mishra et al. 2018).

La menor actividad antimicrobiana fue registrada por la muestra HT/PA-MO, con un
halo de inhibicioén de 18 mm. Esta diferencia puede deberse a un menor grado de interaccion
entre la HT y el PA durante la sintesis por microondas, lo que podria limitar la exposicioén o

liberacion del componente activo.
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La variacion en la actividad antimicrobiana estd relacionada con diferencias en la
morfologia, area superficial y distribucion del agente antimicrobiano dentro del PA, asi como
con la interaccion quimica entre la hidrotalcita y el poliacrilato (Sai et al., 2018). Estos
factores influyen en la capacidad del material para liberar iones o compuestos activos que

inhiben el crecimiento bacteriano.

De los resultados obtenidos, la muestra que present6 el mayor halo de inhibicion fue la
hidrotalcita pura, pero entre los materiales hibridos el que presentd6 mayor actividad fue el
material hibrido HT/PA-ST. Por esta razén, se procedi6 a determinar su concentracion
minima inhibitoria (CMI) mediante el método de dilucion en caldo. Para ello, se prepararon
cultivos en medio nutritivo Luria Bertani (LB) inoculado con la bacteria Corynebacterium

ammoniagenes, variando la concentracion del material entre 0.5, 1, 2 y 3 mg/mL.

En la Figura 3.14 se muestra el crecimiento de C. ammoniagenes expresado en
UFC/mL para la muestra HT/PA-ST a concentraciones de 0.5, 1, 2 y 3 mg/mL, en
comparacion con el control positivo (bacteria sin material). A las 16 h, todas las
concentraciones evaluadas redujeron el crecimiento bacteriano aproximadamente cuatro
veces respecto al control positivo. A partir de ese tiempo, se observa que el efecto inhibitorio
aumenta proporcionalmente con la concentracion del material, como era de esperarse. Dado
que la minima concentracion probada fue de 0.5 mg/mL, esta resulta ser la concentracion

minima inhibitoria (CMI) del material.
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Figura 3.14. Crecimiento de C. ammoniagenes en funcidon del tiempo en presencia de
HT/PA-ST evaluados a concentraciones de a) 0.5 mg/mL, b) 1 mg/mL, ¢) 2 mg/mL y d) 3

mg/mL, junto con el control positivo (C+) y control negativo (C-).

La actividad antimicrobiana podria atribuirse a la presencia de iones Zn?**, conocidos
por su efecto oligodinamico, asi como a la accion de los grupos hidroxilo presentes en la
estructura del material. Dado que la superficie bacteriana presenta una carga neta negativa,
esta interaccion ocasiona alteraciones en la permeabilidad de la membrana y promueve la
liberacion de sustancias intracelulares (Khan et al., 2012). Asimismo, una concentracion
elevada de Zn puede inducir toxicidad celular, ya que este cation compite con otros iones
metalicos esenciales, interfiriendo en su absorcion y en los procesos metabodlicos

dependientes de ellos (Plum et al., 2010).

Las HT por su superficie especifica y por el intercambio i6nico tienen la capacidad
de absorber diversos nutrientes presentes en el medio de cultivo (Li et al. 2019; Ryu et al.

2010). Esta adsorcion reduce la disponibilidad de dichos nutrientes para las bacterias, lo que
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puede inhibir su crecimiento. Sin embargo, los mecanismos bioldgicos que regulan el

comportamiento y rendimiento de las células aun no se comprenden completamente.

3.2.1.7. Mecanismo propuesto

Los materiales hibridos HT/PA sintetizados presentaron una notable actividad
antibacteriana frente a C. ammoniagenes, comparable a la observada con la HT pura, a pesar
de contener solo un 30 % de este componente en los materiales hibridos. Aunque todas las
muestras mostraron capacidad de inhibicién bacteriana, se observaron diferencias
significativas entre ellas. La actividad antibacteriana aumento en el siguiente orden: HT/PA-
MO < HT/PA-US < HT/PA-ST, lo cual se atribuye a las variaciones en los métodos de
sintesis, que influyen en el tamafio de las particulas de HT y en su distribucion sobre el PA,

afectando los mecanismos de accidn antimicrobiana.

La mayor eficacia de la muestra HT/PA-ST podria explicarse por la cobertura
superficial del PA con particulas de HT, lo que facilitaria el contacto directo con las bacterias.
En un contexto hipotético de aplicacion en productos para la incontinencia urinaria, C.
ammoniagenes presentes en la orina entrarian en contacto inicialmente con el recubrimiento
antibacteriano de HT, quedando inhibidos antes de alcanzar y ser adsorbidos por el PA, lo

que contribuiria a prevenir el desarrollo de olores e infecciones (Esquema 1).

En contraste, en la muestra HT/PA-MO, la HT se encuentra predominantemente
dentro de los poros del PA, lo que retrasa su interaccion con las bacterias y reduce
ligeramente su eficacia antimicrobiana. La muestra HT/PA-US representa un caso

intermedio, con HT distribuida tanto en la superficie como en las entradas de los poros.

Finalmente, la presencia de nitratina en las muestras hibridas no representa un
inconveniente para su uso en productos para incontinencia, ya que esta se disocia en iones

Na* y NOs™ en presencia de orina, los cuales no son toxicos para el ser humano (Butler and

Feelisch, 2008).
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Esquema 1. Modelos de interaccion de C.ammoniagenes con los hibridos HT/PA-ST y

HT/PA-MO.

3.2.3 Medicion de la acidez y la basicidad

Esta técnica permitié determinar la concentracion de grupos hidroxilo superficiales
responsables de la basicidad del material HT/PA-ST. Los valores obtenidos fueron de 3.9 x
10* sitios béasicos/g para la hidrotalcita y entre 4.3 y 4.5 x 10* centros basicos/g para los
materiales hibridos, lo cual confirma una alta presencia de sitios basicos en todos los sistemas

analizados.

La presencia de sitios basicos en estos materiales puede influir directamente en su
comportamiento frente a bacterias. Las superficies con tendencia basica pueden interactuar
con los componentes acidos de las paredes celulares bacterianas, como los fosfatos y acidos
teicoicos, favoreciendo procesos de adsorcion o inmovilizacion bacteriana (Sirelkhatim et
al., 2015). Sin embargo, en algunos casos, esta misma interaccion puede generar un entorno
desfavorable para ciertos microorganismos, alterando su gradiente de protones y afectando
funciones esenciales como la sintesis de ATP, lo cual se traduce en un efecto antimicrobiano

potencial (Hong & Brown, 2009).
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Por otro lado, no se detecto la presencia de sitios dcidos en la muestra HT/PA-ST. La
ausencia de sitios acidos evita la acidificacion local del entorno, lo que podria limitar el
desarrollo de bacterias acidofilas, favoreciendo en cambio el uso de estos materiales en

contextos donde se requiera mantener un pH estable o ligeramente alcalino.

La caracterizacion acido-base de los materiales sintetizados no solo proporciona
informacion fundamental sobre su comportamiento quimico superficial, sino que también
abre la posibilidad de explorar nuevas aplicaciones en el campo de la salud y al medio
ambiente, especificamente en el disefio de materiales con propiedades antimicrobianas (Hu

et al., 2020).
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3.3. Muestras hibridas de ZnO/PA preparadas con diferentes cantidades de agua

En la Tabla 9 se reporta la clave de las muestras con las cantidades de agua utilizaas en el

proceso de impregnacion de 6xido de zinc en el poliacrilato.

Tabla 9. Condiciones de sintesis.

Clave Composicion Cantidad de agua
ZnO/PA-AM ZnO/PA 150 mL
ZnO/PA-AC ZnO/PA 300 mL

3.3.1. Caracterizacion
3.3.1.1. Difraccion de rayos X

Los difractogramas de rayos X de las muestras PA, ZnO y los materiales hibridos
(ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM) se muestran en la Figura 3.16. El poliacrilato de sodio (PA)
no presenta ningun pico caracteristico, lo cual confirma la estructura predominantemente
amorfa de la muestra (Asimakopoulos et al. 2021). Para la muestra de ZnO, se observan picos
estrechos muy intensos que aparecen a 32, 35 y 36° (20) asignados a los planos (100), (002),
(101) identificados con la tarjeta JCPDS 36-1451 correspondiente al ZnO (Bechambi et al.
2015).

Para los materiales hibridos, los difractogramas resultaron similares al patron de 6xido
de zinc; confirmando que las muestras se sintetizaron de manera exitosa ya que en su
estructura contienen 6xido de zinc, mientras que los picos correspondientes al poliacrilato no
se percibieron, debido a su cardcter amorfo. Estos resultados indican que la incorporacion de
ZnO al poliacrilato de sodio no modificé su caracter amorfo, lo que confirma una integracion
del 6xido de zinc en el poliacrilato. Con esta técnica no se observan diferencias estructurales

para las muestras hibridas.
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Figura 3.16. Patrones de difraccion de rayos X del 6xido de zinc (ZnO), del poliacrilato (PA)
y de las muestras hibridas ZnO/PA (ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM).

3.3.1.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 3.17 se observan los espectros FTIR de las muestras ZnO, PA y de los
materiales hibridos (ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM). El espectro del poliacrilato de sodio
presenta una banda a 1719 y a 1564 cm! correspondiente a la vibracion del enlace asimétrico

y simétrico del enlace de carbonilo, respectivamente. Las bandas visualizadas a 3453 y 800
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cm ! se atribuyen a las vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilos del agua

absorbida por el poliacrilato.
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Figura 3.17. Espectros de infrarrojo del 6xido de zinc (ZnO), del poliacrilato (PA) y muestras
hibridas de ZnO/PA (ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM).

Las bandas a 2939 cm™! corresponden a las vibraciones del enlace carbono-hidrogeno
(Leietal. 2013) y las bandas a 766 cm! se atribuyen a las vibraciones de flexion del mismo
enlace, mientras que para el enlace CHz las bandas presentes se encuentran en 1410 y 1311
cm’. La banda que se observa en 1045 cm™ corresponde al enlace de flexion de O-Na

(Khanlari and Dubé 2015) caracteristico del poliacrilato.
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El espectro de ZnO muestra una banda intensa a 490 cm™' correspondiente al enlace
Zn-O y una pequefia banda a 3500 cm™! atribuida a grupos OH del agua adsorbida (Becheri
et al. 2008). Para las muestras hibridas (ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM), los espectros FTIR
muestran las bandas caracteristicas similares a los compuestos PA y ZnO, con la diferencia
de que la intensidad presente en la banda de 490 cm™ se debe a la cantidad de 6xido de zinc

presente en las muestras.

3.1.1.3. Fisisorcion de nitréogeno

Las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno y distribucion de tamafio de poro
de las muestras se observan en la Figura 3.18. La isoterma de adsorcién-desorcion de
nitrégeno de la muestra de ZnO resultd del tipo IV caracteristico de un sélido denso no poroso
con ciclo de histéresis H3 (Bechambi et al. 2015). Por el contrario, la isoterma del PA mostro
la ausencia de adsorcion de nitrogeno, lo que confirma su estructura macroporosa del

poliacrilato.

Las isotermas del ZnO/PA ACy del ZnO/PA-AM eran similares, pero distintas de las
del ZnO y del PA, ya que aparecieron bucles significativos de adsorcion-desorcion, lo que
indica la formacion de mesoporosidad. Las curvas de distribucion del tamafio de los poros de
reflejan esta mesoporosidad. Como era de esperar, el PA no muestra picos correspondientes
aporos con diametros en los rangos microporoso o mesoporoso. En el caso del ZnO, aparecen
dos picos en los didmetros de poro de 34 y 80 A, que se atribuyen a la porosidad formada

entre las particulas [25].

La muestra ZnO/PA-AM presentd una isoterma similar a la del PA, lo que indica que
la incorporacion del ZnO no modifico significativamente la estructura porosa del material.
Esto puede atribuirse a que dicha muestra fue sintetizada utilizando una menor cantidad de
agua, lo que provocé una difusion limitada de las particulas de ZnO hacia el interior de los
poros del PA. Como consecuencia, la interaccion entre el ZnO vy el poliacrilato fue minima,
por lo cual la estructura del PA no sufrio alteracion. La muestra ZnO/PA-AC, sintetizada con
mayor contenido de agua, presentd una isoterma mas parecida a la del ZnO puro, lo cual
sugiere una mayor interaccion de las particulas de ZnO en la estructura del PA. Estos

resultados evidencian que la cantidad de agua empleada durante la sintesis influye de manera

67



significativa en la distribucion y efectividad de incorporacion del ZnO en el poliacrilato de

sodio.
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Figura 3.18. A) Isotermas de adsorcion y B) Curvas de distribucion de didmetro de poro de

las muestras ZnO, PA, ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM.

La muestra de ZnO puro mostré una mayor capacidad de adsorcion de nitrogeno en
comparacion con las muestras compuestas de ZnO y poliacrilato de sodio. Se observé que la
muestra preparada con mayor cantidad de agua presentd una adsorcion de nitrégeno reducida.
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Esto sugiere que el contenido de agua influye significativamente en la dispersion del ZnO
dentro de la matriz polimérica, generando un bloqueo parcial de los poros. Por el contrario,
las muestras con menor contenido de agua durante la sintesis permitieron una mejor
dispersion del ZnO, resultando en una mayor accesibilidad porosa y, por ende, mayor

adsorcion de nitrégeno.

Por el contrario, las isotermas de los materiales ZnO/PA-AC pueden explicarse por una
mejor difusion de las particulas de ZnO dentro de los poros de PA facilitada por una mayor
cantidad de agua. Estos hallazgos se pueden correlacionar directamente con las areas
superficiales especificas de los materiales. El PA y ZnO/PA-AM presentaron las dreas mas
bajas de 0.1 y 0.8 m?/g, mientras que las muestras de ZnO/PA-AC y ZnO tuvieron 2.5y 4.4
m?/g. Sabiendo que la estructura amorfa del PA puede adsorber una gran cantidad de agua u
otros solventes, su porosidad estd formada principalmente por macroporos que no pueden
evaluarse mediante la técnica mencionada. Los resultados aqui expuestos sirvieron para
sustentar el hecho de que ambos hibridos no solo tienen estructuras diferentes, sino también
texturas diferentes (Figura 3.18A). En la distribucion de tamafio de poro, el poliacrilato de
sodio y el 6xido de zinc mostraron dos maximos: uno centrado a 50 A y otro delgado a 70 A,
mientras que las muestras hibridas presentaron solo un maximo centrado a 50 A, en el rango
de 20 a 100 A. Esto indica que los materiales hibridos tienen el mismo tamafio de poro que
el 6xido de zinc (Figura 3.18 B). Las areas superficiales mas reducidas de los compuestos en
comparacion con el ZnO puro pueden atribuirse a la interaccion entre las particulas de ZnO
y el soporte de PA. Cuando las particulas de ZnO se adhieren a la superficie del PA, ya sea
en los poros o en la superficie exterior, las areas de las particulas de ZnO que entran en
contacto con el PA ya no estan disponibles para adsorber moléculas de nitrogeno, lo que da

lugar a una disminucién del area superficial especifica.

3.3.1.4. Microscopia electronica de barrido

Las micrografias de los hibridos se muestran en la Figura 3.19. Para el hibrido a base
de zinc se observa una distribucion homogénea entre particulas de poliacrilato. Para la
muestra ZnO/PA-AC el ZnO se puede identificar por pequefias particulas blancas que se
encuentran heterogéneamente dispersadas sobre el poliacrilato de sodio, el cual se identifica
por grandes bloques con superficie lisa con un color mas oscuro. La micrografia puede
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representar que algunas particulas de poliacrilato estdn completamente cubiertas de ZnO.
Con los aumentos (20000 y 50000X) de la Figura 3.21, el ZnO revela su estructura cristalina,
compuesta principalmente por varillas hexagonales (Yang et al., 2021), las cuales se
interponen en la estructura del poliacrilato, mientras que otras se encuentran en el interior.
Para la muestra ZnO/PA-AM la micrografia nos muestra que el ZnO se integré de forma
diferente en el PA, ya que el ZnO cubre todas las superficies de los bloques del PA como se
muestra en la Figura 3.4bl con un aumento de 1000X. En la Figura 3.19a2 se observan
aumentos mas grandes (20000 y 50000X), donde se puede observar que las particulas de ZnO
se aglomeran en un modo mas denso sobre las superficies de PA, formando gruesas capas de
particulas, dejando solo algunos espacios entre ellas en forma de grietas o cuevas. En este
caso, no se puede apreciar la interaccion de los componentes, pero se puede inferir que la

interaccion entre los componentes es pobre, porque gran parte del ZnO permanece en la

superficie de PA.
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Figura 3.19. Micrografias de la muestra (a) ZnO/PA-AC: (al)1000X, (a2) 20000X y (a3).
50000X, b) Micrografias de la muestra ZnO/PA-AM: (b1)1000X, (b2) 20000X y 50000X
(b3).

3.3.1.5. Analisis de energia dispersiva de rayos X

Las composiciones quimicas elementales semicuantitativas de Zn, O y C se muestran
en la Tabla 10. Composiciones elementales semicuantitativas superficiales (en peso%) de los
materiales hibridos ZnO/PA-AM y ZnO/PA-AC obtenidos por la técnica de andlisis de
energia dispersiva de rayos X en regiones puntuales seleccionadas que se muestran en la

Figura 3.20.

Tabla 10. Composiciones elementales de los materiales hibridos

Muestra Composicion elemental
% masa

7n 0) C

ZnO/PA-AC 81 31 40

ZnO/PA-AM 84 24 24

Para la muestra de ZnO/AP-AC las composiciones obtenidas de las regiones puntuales ay b
(Figura 3.20), son ricas en Zn y O, confirmando que las particulas blancas son ZnO y se
encuentran dispersas sobre la superficie organica del PA. En contraste, las regiones ¢ y d
mostraron composiciones con mayor proporcidon de C, asociadas principalmente al
poliacrilato. De manera similar, en la muestra ZnO/PA-AM se observé que la region puntual
e, ubicada en una zona elevada del relieve superficial, presentd la concentracion mas alta de
Zn, lo que sugiere una deposicion preferencial de ZnO en dichas areas. Estos resultados
indican que, en la muestra ZnO/PA-AM, el ZnO cubre el componente PA en mayor cantidad

en comparacion con el material ZnO/PA-AC, donde existen capas mas delgadas de ZnO.
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Figura 3.20. Micrografias de regiones puntuales seleccionadas para determinar las
composiciones elementales semicuantitativas de las muestras (a) ZnO/PA-ACy (b) ZnO/PA-

AM.

3.3.1.6 Pruebas antimicrobianas
3.3.1.6.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del 6xido de zinc

Antes de evaluar la actividad antimicrobiana de los hibridos frente a Corynebacterium
ammoniagenes, se verifico la eficacia del 6xido de zinc (ZnO) contra esta bacteria. Para la
determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) se llevd a cabo por el método
de dilucion en caldo en donde se vario la concentracion de ZnO en caldo nutritivo Luria
Bertani (LB) a 37°C en condiciones aerobias, durante 24 a 48 horas, con la bacteria C.
ammoniagenes de 8 a 25 mg/mL. Los resultados se compararon en el compuesto de referencia

conformado por C. ammoniagenesis.

La Figura 3.21 presenta las curvas cinéticas de crecimiento bacteriano de C.
ammoniagenesis en presencia de ZnO a diferentes concentraciones: a) 8, b)10, ¢)12 y d) 25
mg/mL y como control positivo la cepa C. ammoniagenesis. Las curvas de crecimiento
bacteriano se llevaron a cabo midiendo la densidad optica (DO) de los cultivos frente al

tiempo.
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Figura 3.21. Crecimiento de C. ammoniagenes en funcion del tiempo en presencia de ZnO

a diferentes concentraciones: (a) 8, (b) 10, (c) 12, (d) 25y (¢) 50 mg/mL, en comparacion con

el control negativo (C-) y el control positivo (C+).

El comportamiento de la muestra de ZnO a diferentes concentraciones es exponencial,
presenta una fase estacionaria hasta 30 h. Esto se debe a que el ZnO promueve muy levemente
el crecimiento de la bacteria. Respecto de la bacteria, se observa que el crecimiento comienza
a partir de las 3 horas y conforme aumenta el tiempo el crecimiento bacteriano se encuentra
en la fase estacionaria, después de 30 horas el comportamiento bacteriano empieza con la
muerte celular, esto se debe a que hay células muertas, lo que hace que la densidad optica
vaya en aumento. Estos resultados muestran que el aumento en la cantidad de ZnO a un
minimo de 10 mg/mL todavia era insuficiente para inhibir el crecimiento de la bacteria a un
tiempo de 24 horas, por lo cual la concentracion minima inhibitoria fue la concentracion de
12 mg/mL. Después de este periodo de tiempo la bacteria tiene crecimiento (fase
estacionaria) por lo cual el material ya no las retiene. El aumento en la cantidad de ZnO a 25
mg/mL no resulté beneficioso, ya que la inhibicion bacteriana solo ocurre en un periodo de
24 h. Después de este periodo la bacteria al parecer se adapta a las condiciones y continua

con crecimiento exponencial, aunque el crecimiento resulté mas lento. La inhibicion de todas
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las concentraciones de ZnO confirma la actividad antimicrobiana del ZnO frente a esta

bacteria.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determin6 como la concentracion mas
baja de ZnO en la que no se observo crecimiento bacteriano, siendo esta de 0.16 mg/mL. Tal
como se esperaba. Tras 48 horas de exposicidn, se requirieron concentraciones mas elevadas
de ZnO (0.50 y 1.00 mg/mL) para lograr una inhibicion completa del crecimiento de
Corynebacterium ammoniagenes, estableciéndose asi una CMI de 0.50 mg/mL a las 48

horas.

Estos resultados sugieren que una concentracion de 0.16 mg/mL es eficaz para inhibir
el crecimiento bacteriano hasta por 24 horas, siendo adecuada para productos de uso urinario
de corta duracion. No obstante, para productos disefiados para un uso prolongado de hasta

48 horas, se requiere una concentracion minima de 0.50 mg/mL.

3.3.1.6.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los materiales

hibridos (ZnO/PA-AM y ZnO/PA-AC)

Las muestras hibridas ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM conformadas por 30% de ZnO y
70% de poliacrilato, mostraron actividad antimicrobiana. En la Figura 3.22 se observan las
curvas de crecimiento bacteriano, las cuales se realizaron midiendo la densidad optica (DO)
de los cultivos frente al tiempo. Se emplearon 83 mg/mL del material hibrido (ZnO/PA-AM
y ZnO/PA-AC), estd concentracion correspondid a 25 mg/mL de ZnO. Se observa que la
curva de crecimiento de la bacteria con el material hibrido presentd comportamiento de
crecimiento exponencial como la cepa bacteriana C. ammoniagenesis (control positivo), con
la diferencia de que el crecimiento fue menor. Esto se observa en la densidad optica ya que
esta fue menor, el material solo inmovilizo a la bacteria en donde el desarrollo de crecimiento

fue menor, por lo cual su comportamiento fue de manera exponencial.

74



1E+8

C+
8E+7 - 1a
1b
2a
. 2b
6E+7
E
O
[
-
4E+7 -
2E+7 -
3.5E+05
I I T I T I T I T I T I T I T I T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)

Figura 3.22. Crecimiento de C. ammoniagenes en funcion del tiempo en presencia de las
muestras (1) ZnO/PA-AM y (2) ZnO/PA-AC, evaluadas a concentraciones de (a) 1.66
mg/mL y (b) 3.22 mg/mL, junto con el control positivo (C+) y control negativo (C-).

También se llevo a cabo el estudio del material ZnO/PA-AM a una concentracion de
166 mg/mL del material hibrido correspondiente a 50 mg/mL de ZnO para conocer si esta
concentracion es la CMI. En la Figura 3.22 se observa la curva de crecimiento del material
hibrido con la bacteria, el cual presentdé un comportamiento exponencial con la diferencia
que la inhibicion se prolongé hasta un tiempo de 24 horas en comparaciéon con el control
positivo, esto se debe a que la cantidad de 6xido de zinc ayudo a liberar el ion Zn, el cual
interactia con la bacteria pudiendo inhibir su crecimiento, por lo cual se observa que a una

concentracion mayor de 6xido de zinc (100 mg/mL) es la concentracion minima inhibitoria.

La concentracion minima inhibitoria del 6xido de zinc fue 12 mg/mL, mientras que con

los materiales hibridos la CMI es mayor a 50 mg/mL, esto se debe a la forma de impregnacion

75



del 6xido de zinc en el poliacrilato ya que en uno se encuentra en la superficie del poliacrilato
y en el otro entre, pudiendo liberarse mejor el que se encuentra en la superficie, ayudando a

inhibir el crecimiento de la bacteria C. ammoniagenesis.

A las 24 horas, las curvas de crecimiento de Corynebacterium ammoniagenes en
presencia del compuesto ZnO/PA-AM, a ambas concentraciones evaluadas (1,66 y 3,22
mg/mL), mostraron un comportamiento similar al del control. No obstante, se evidenci6 una
reduccion significativa en el numero de colonias bacterianas, alcanzando aproximadamente

4.0 x 107 UFC/mL, lo que representa una disminucion del 50 % en el crecimiento bacteriano.

Mientras que el compuesto ZnO/PA-AC mostrd una eficacia significativamente mayor,
logrando una inhibicién completa del crecimiento bacteriano a las 24 horas para ambas

concentraciones estudiadas (1.66 y 3.22 mg/mL), estableciendo asi una CMI de 1.66 mg/mL.

Entre las 24 y 48 horas de incubacion se observd un incremento significativo en el
crecimiento bacteriano, alcanzando aproximadamente 5.0 x 107 UFC/mL en ambos
compuestos y en las dos concentraciones evaluadas. Con base en estos resultados, se
determin6 una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 1.66 mg/mL para el compuesto
ZnO/PA-AC alas 48 horas, la cual evidencio una reduccion cercana al 33 % en el crecimiento

bacteriano en comparacion con el control.

Aunque ambos compuestos ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM presentan la misma
composicion quimica, es decir, la misma cantidad de ZnO incorporada en el PA, el método
de impregnacion del ZnO en el PA difiere de manera significativa. Esta variacion en el
procedimiento dio lugar a materiales con estructuras, morfologias y texturas claramente

diferenciadas.

En el hibrido ZnO/PA-AC, la mayor parte de las particulas de ZnO se localizaron en el
interior de los poros del PA, lo que sugiere una distribuciéon mas homogénea del ZnO. En
contraste, en el hibrido ZnO/PA-AM, las particulas de ZnO se depositaron sobre la superficie

externa del PA, evidenciando una menor penetracion en la estructura porosa del polimero.

La uinica diferencia entre ambos métodos de sintesis fue el volumen de agua empleado
durante la dispersion del PA. En el caso del ZnO/PA-AC, se utilizé un volumen de agua
suficiente para saturar completamente la porosidad del polimero, lo que favorecio la difusion
del ZnO hacia el interior de los poros. Por el contrario, en la sintesis del ZnO/PA-AM se
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empleod solo la mitad del volumen de agua necesario, lo que limitd la difusion del ZnO y

promovi6 su aglomeracion en la superficie externa del PA.

La diferencia en la distribucion del ZnO dentro del PA fue determinante para los
distintos niveles de actividad antibacteriana observados frente a Corynebacterium
ammoniagenes. Tanto la solubilidad como la eficacia bactericida del ZnO dependieron

directamente del grado de impregnacion del 6xido dentro de la matriz polimérica.

El PA presenta un caracter ligeramente basico (Wu et al 2021), lo que favoreci6 una
mayor disoluciéon del ZnO en el compuesto ZnO/PA-AC, facilitando asi una mayor
disponibilidad del agente activo. Este comportamiento se reflejo en la elevada eficacia
antimicrobiana de dicho compuesto, que logré una inhibicién bacteriana completa tras 24

horas de exposicion, con una CMI de 1.66 mg/mL.

El PA, por si solo, no present6 actividad antimicrobiana frente a C. ammoniagenes,
por lo que toda la actividad observada en los compuestos ZnO/PA debe atribuirse
exclusivamente a la accién del ZnO. Este hallazgo es consistente con estudios previos
(Raskova et al.,2016), en los cuales se ha reportado la inercia antimicrobiana del poliacrilato
al ser evaluado frente a diversas bacterias y hongos. El ZnO es reconocido por su capacidad
de oxidar moléculas de agua o aniones hidroxilos para generar especies reactivas de oxigeno
(ROS), tales como radicales hidroxilos, hidroperéxido y aniones superoxido. Estos ROS

desempefian un papel fundamental en su actividad antimicrobiana (Sun et al. 2023).

El mecanismo antimicrobiano de las particulas de ZnO se basa en su adsorcion sobre
la superficie de las bacterias, donde forman diversos intermediarios y establecen
interacciones electrostaticas con las membranas celulares. Estas interacciones inducen estrés
oxidativo mediante la generacion de ROS, lo que inhibe la sintesis de proteinas y la
replicacion del ADN, desestabiliza la carga de la membrana citoplasmética y provoca su
ruptura (Mendes et al. 2022). Ademas, la disolucion del ZnO libera iones Zn**, los cuales
contribuyen a dafiar ain mds la membrana citoplasmatica (Cardoso et al., 2022). Este
mecanismo es especialmente eficaz en el caso de particulas de ZnO de pequefio tamafio,

debido a su mayor capacidad de interaccion electrostatica con las células bacterianas.
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3.3.2. Mecanismo propuesto

El ZnO es ampliamente reconocido por su naturaleza oxidante, capaz de oxidar
moléculas de agua o aniones hidroxido para generar especies reactivas de oxigeno (ROS),
tales como radicales hidroxilos, hidroperéxido y aniones superoxido, todos ellos
fundamentales en su accion bactericida (Sun et al., 2023). El mecanismo antibacteriano de
las nanoparticulas de ZnO implica su adsorcion sobre la superficie bacteriana, donde
establecen diversos intermediarios e interacciones electrostdticas con las membranas
celulares. Estas interacciones desencadenan un estrés oxidativo a través de la generacion de
ROS, lo que inhibe la sintesis de proteinas y la replicacion del ADN, altera el equilibrio de
cargas en la membrana citoplasmatica y, en consecuencia, conduce a su ruptura (Mendes et
al., 2022). De forma adicional, la disolucion parcial de las nanoparticulas de ZnO libera iones

Zn*", que contribuyen al dafio de la membrana citoplasmatica (Cardoso et al., 2022).

No obstante, en este trabajo, las particulas de ZnO obtenidas fueron de mayor tamafo
que las nanoparticulas de Zn dentro del PA, lo que sugiere un mecanismo de accion
antibacteriana distinto. Este comportamiento podria atribuirse a interacciones electrostaticas
mas débiles entre las membranas celulares bacterianas y las particulas de ZnO dentro del PA.
Por tanto, se propone un mecanismo de accidon en dos etapas para la actividad antimicrobiana

de los hibridos ZnO/PA.

El primer paso del mecanismo consiste en la disolucion del ZnO en medios acuosos.
Aunque el ZnO presenta una solubilidad limitada en agua pura, esta se incrementa de manera
significativa en condiciones ligeramente 4cidas, como las de la orina humana, cuyo pH varia
entre 5.5y 6.0 (Martin-Gutiérrez et al., 2016). El contacto con la orina favorece la disolucién
del ZnO como su impregnacion en el PA, lo que conduce a la liberacion de iones Zn*" y
especies oxigenadas como O-. Los iones Zn?*, conocidos por su efecto oligodindmico, ejercen
una notable actividad antimicrobiana al interferir con diversas funciones celulares de los
microorganismos (Da Silva et al. 2019). Paralelamente, las especies oxigenadas liberadas
reaccionan con el agua presente en el medio, generando especies reactivas de oxigeno (ROS),

las cuales contribuyen al dafio oxidativo en las células bacterianas.

El segundo paso del mecanismo implica la interaccién de los iones Zn?*" y de las

especies reactivas de oxigeno (ROS) con la estructura bacteriana. Estas especies inducen un
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intenso estrés oxidativo en el interior de la célula, interfiriendo en procesos biologicos
esenciales como la sintesis de proteinas y la replicacion del ADN (Agarwal et al., 2018).
Adicionalmente, los iones Zn** bloquean los canales presentes en la membrana bacteriana,
interrumpiendo el transporte de nutrientes y gases, lo que finalmente puede conducir a la
muerte celular por inanicion o asfixia (Rosenberg et al. 2020). EI mecanismo de interaccion
propuesto entre los hibridos ZnO/PA y la bacteria Corynebacterium ammoniagenes se

representa en el Esquema 1.
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Esquema 1. Esquema del mecanismo de accion propuesto para la inhibicion de C.

amoniagenes de los compuestos ZnO/PA.

La mayor eficacia observada en el hibrido ZnO/PA-AC puede atribuirse a un contacto
mas eficiente entre las bacterias y las particulas de ZnO. Una explicacion hipotética sugiere
que esta mejora se relaciona con diferencias en la distribucion y ubicacion de las particulas
de ZnO dentro del PA. En el contexto de su potencial aplicaciéon en productos para la
incontinencia urinaria, es posible proponer mecanismos especificos de interaccion entre el

material y las bacterias, los cuales se ilustran en el Esquema 2.
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Esquema 2. Propuesta de mecanismo de accion de los hibridos ZnO/PA-AC y ZnO/PA-AM

frente a C.ammoniagenes en condiciones simuladas de incontinencia urinaria.

En el hibrido ZnO/PA-AC, las bacterias Corynebacterium ammoniagenes presentes en
la orina humana pueden difundirse a través de los poros del PA, lo que les permite alcanzar
las particulas de ZnO en el interior del PA. Esta configuracion favorece un contacto
prolongado entre el ZnO y los microorganismos, proporcionando el tiempo necesario para la
disolucion del ZnO y la liberacion efectiva de iones Zn**, responsables de la actividad

antimicrobiana (Esquema 2 A).

Esta disolucion acelerada conduce a una liberacion mas rapida de iones Zn*" y
especies reactivas de oxigeno (0O:), lo que incrementa significativamente la actividad
antimicrobiana. (B) En el hibrido ZnO/PA-AM, la mayoria de las particulas de ZnO se
encuentran en la superficie externa del PA. En este caso, la interaccion entre la orina humana
y las bacterias con las particulas de ZnO es limitada, lo que da lugar a una disolucion mas

lenta del ZnO y, por ende, a una menor eficacia en la inhibicioén bacteriana.

En el compuesto ZnO/PA-AM, el ZnO se encuentra principalmente depositado en la
superficie externa del PA. En este caso, se espera que el contacto entre los microorganismos

y el ZnO sea rapido, ya que la orina fluye rapidamente sobre el PA, lo que limita el tiempo
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de interaccion y reduce la eficacia del proceso de disolucion del ZnO (Esquema 1B). Ademas,
la presencia de una capa gruesa de ZnO en la superficie puede dificultar la impregnacion de
las bacterias hacia el interior del PA, provocando su acumulacion en la superficie del
material. Esta capa actia como una barrera fisica o “caparazén” que limita la difusion
bacteriana y restringe la interaccion del PA con el ZnO incorporado, reduciendo asi la

eficiencia del sistema antimicrobiano.

La cantidad de ZnO requerida para inhibir el crecimiento de Corynebacterium
ammoniagenes fue considerablemente baja, con una concentracion minima inhibitoria (CMI)
de 0.16 mg/mL (equivalente a 0.13 mg/mL de Zn). Esta concentracion es significativamente
menor en comparacion con los 7.96 mg/mL de Zn contenidos en 20 mg/mL de la hidrotalcita
de Zn reportados por Ledén-Vallejo et al. 2019. El compuesto ZnO/PA-AC demostro ser mas
de 60 veces mas activo que la hidrotalcita Zn, lo que evidencia su rendimiento excepcional

como agente antimicrobiano.

Ademés de su alta eficacia, el proceso de sintesis del ZnO/PA-AC resulta
potencialmente mas econdémico, dado que el ZnO es mas accesible y menos costoso que las
hidrotalcitas de Zn. A esto se suma que el zinc presenta una baja citotoxicidad en organismos
humanos (Pulit-Prociak et al. 2016) y considerando la pequeia cantidad incorporada en los
compuestos, su uso en aplicaciones como contenedores urinarios se perfila como seguro y

viable desde el punto de vista sanitario.
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CONCLUSIONES

Se logro sintetizar hidrotalcita de Zn/Al con una relacion molar 3:1, asi como nuevos
materiales hibridos compuestos por hidrotalcita (HT) y 6xido de zinc en poliacrilato de sodio
(PA) con distintos contenidos de agua. Los hibridos se obtuvieron mediante tres métodos de

cristalizacion: irradiacion por microondas, ultrasonido y sintesis sin tratamiento térmico.

La caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX) confirmé la formacion de
materiales hibridos mediante la interaccion quimica entre ambos componentes,
evidencidndose la presencia de fases correspondientes a HT y PA. Las micrografias revelaron
que la distribucion de los componentes sobre la matriz de poliacrilato varia segiin el método
de sintesis, observandose morfologias homogéneas o heterogéneas. Esto resalta la
importancia del proceso de obtencion en el control de la microestructura del material, aspecto

clave para su desempeiio como agente antimicrobiano.

Las pruebas de actividad bacteriana frente a Corynebacterium ammoniagenes
demostraron que los hibridos HT/PA presentaron buena actividad antimicrobiana. Aunque
compartian composiciones y estructuras similares, las diferencias en el tamafio de particula
y en la distribucion de la HT dentro del PA influyeron significativamente en la eficacia
antimicrobiana. Entre los materiales evaluados, el hibrido HT/PA-ST obtenido por sintesis
exhibi6 el mayor halo de inhibicién (20.2 mm), posicionandose como la opcidon mas
prometedora por su alto rendimiento bactericida y un proceso de sintesis sencillo, economico
y de bajo consumo energético. En cambio, los materiales preparados mediante ultrasonido
(HT/PA-US) y microondas (HT/PA-MO) mostraron halos de inhibiciéon menores, aunque

mantuvieron una actividad considerable.

Por otro lado, se sintetizaron hibridos mediante la impregnacion de ZnO en
dispersiones de PA con distintos niveles de agua. En este caso, ambos materiales mostraron
actividad antimicrobiana frente a Corynebacterium ammoniagenes; sin embargo, el hibrido
ZnO/PA-AC elaborado con un mayor contenido de agua result6 ser mas eficaz. Este presentd
una concentracion minima inhibitoria (CMI) notablemente baja de 1.66 mg/mL a las 24
horas, logrando una inhibicidén bacteriana total, asi como una inhibicidn parcial del 50 % a
las 48 horas. Este efecto se atribuye a la mejor dispersion de las particulas de ZnO dentro de

los poros del PA, lo que facilita su interaccion con los microorganismos.
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En conjunto, los materiales desarrollados en este estudio representan una alternativa
innovadora y funcional para productos destinados al manejo de la incontinencia urinaria. No
solo presentan capacidad de retencion de liquidos, sino que también ofrecen proteccion
contra infecciones y control de olores, mejorando el confort e higiene del usuario. Ademas,
sus métodos de sintesis resultan viables desde el punto de vista econdémico y ambiental, lo

que los convierte en candidatos atractivos para futuras aplicaciones comerciales.

No obstante, para garantizar su seguridad y eficacia clinica, es imprescindible realizar
estudios adicionales que incluyan pruebas in vitro e in vivo, asi como ensayos clinicos. Estos
estudios permitiran evaluar su biocompatibilidad, estabilidad en condiciones reales de uso y
posibles efectos a largo plazo sobre los tejidos humanos. Estos aspectos seran abordados en

futuras investigaciones.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards: Much af the alder population experiences urinary incontinence disorders and often relies an medical sapplies

Sodium palyecrylane such as diapers or pads. However, frequent use of these supplies can lead to unpleasant odors, skin irritations,

uﬂ:“ﬁwwt and infecticns caused by a bacterium found in human urine called Corynebacterium ammoniogenes. To address the

hbdn::l:uppllu hygiene and health concems associated with these supplies, novel composite materials consisting of zinc axide

Bacteris impregnated on sodium palyacrylate were synthesized throogh diverse methods. These composites were then
tested against the O ammoniggenes bacteriam io assess their viability as components of urinary incontinence
supplies. Overall, the synthesized composites exhibited considerable efficacy against the targeeed bacterium.
Mareover, the sample synthesized with more water used in sodivm polyacrylate dispersion demonstrated the
highest level of inhibition. Complete bacterial inhibition was achieved within 24 h of cootact, with a minimuam
inhihitory concentration of 1.66 mg/ml. The resalés indicate that the syntbesized composites bold stgnificant
potential for addressing the bygiene and health concems associated with urinary ncootinence supplies, pre-
SENting a promising avenue for improving the quality of life of individuals affected by this condition.

1. Introduction dermatitis (IAD) [3]. It breaks down urea predent in urine, producing

Urinary incontinence is & clinical disorder characterized by the
involuntary leakage of urine. It s a common condition affecting mil-
lions, with older adults being the most susceptible. Various factors, such
& stress, obesity, and post-pregnancy changes, can contribute 1o its
anset [1]. Individuals with this disorder typically rely on medical sup-
plies such as diapers, pads, or guards 1o manage their condition by
retaining urine. Unforiunately, these supplies can become breeding
grounds for bacteria, as they absorb wrine and maintain moisture in the
surrounding area for extended periods. Consequently, they aften lead 1o
unplessant odors and skin irritation.

The unpleasant odors stem from byproducts of urinary ammonia
derivatives produced by Conmebacterium ammonfagenes, 4 bacterium
found in human urine. C. ammoniggenes is a resilient and robust Gram-
pasitive bacterium belonging o the mycobscterial family within the
Corynebacterium genus [2]. Moreowver, this bacterium can exacerbate
chronic  inflammations  associsted  with  incontinence-associated

* Carrespanding authar.
** Corresponding authar.
E-mail addresers: franchescoli. velazquezher

bttpes:/ A dod.org /10 100 6] mecpath 20025 10F563

ammonia, which raises the skin’s pH, weakening ils protective barrier
and making it more vulnerable [1]. As a result, the risk of secondary
infections caused by fungi or pathogenic bacteria, such as Seaphylococcs
aurens or Escherichio coli [5,6], increases, especially when incontinence
products are not changed frequently or are used for extended periods
7l

Identifying & material capable of retaining large amounts of urine
while inhibiting the C. ommomicgenes microorganism s imperative o
address these hygiene and health concerns. The primary component of
urinary incontinence supplies is sodium polyacrylate (PA), an organic
palymer widely recognized & a superabsorbent material. It can absorb
approximately 30 times its weight in urine within its pores [B]. How-
ever, while PA effectively retains urine, it does not inhibit or eradicane
microorganisms [9]. Therelore, incorporating an antibacterial com-
pound into the PA polymer could yield a compasite capable of both
retaining wrine and inhibiting the C  osomicgenes  bacterium
simultaneously.
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111 Xeuy difraction

| M0 Supplementary Material) illudzates the XRD pastems of
2oy, PA, ] D cumproitis. Av oxpocted, so dffaction pesks ware
observed for PA, indicating its mmorphouws nature [21]. In contriod, 20
wxhebiled diffraction peuks characivristic of thix casde, coraisient with
the Joint Commatioe on Puwder Diffractices Sndiunts Cand 36-145),

o Xoruy diffraciograms of e compustes (Za0/PA-HW md Za0/
PAFW) were smilar; the pesdas siinbuled to the 200 cosponent

el Patuvonas 28 (X0U5) M0
sdeniabe

215 Scowning elxtror macnuceyy mith fdd ensuien gae
shurrex the FEG-SEM muicrogriph of the Za0/PA-FW compaste,
Al o magnificstion of 1k « (I i), Zn0, idemtifid by smmall whete
penrtichex, i heterogessowly digenaad over the PA, which sppears 2
large Bocks with very smooth vexfaos and & dhrker colee. Additiosally,
s PA partickes are completdy covered with 200. At higher sugni-
fieatioes (Fi b and ¢} the ZnD seveals ity erystallize structure,
composed mainly of hexsgonsd plates or reds, scene of whach inlerpos
the PA, while cthues are fally wesbecddad within i,
The FEGSEM micrugraphs of the Zn0/PA-HW compaste reveal @

mualched thoow of the caide. This nault suggeds that g 2o
imo the PA did not slter the amorphous character of the polymes,
cunds g the of the cxide cnto the polymer

nppect.

ful incerg

112 FIIR spectroscupy

P 1SMCD) Sepplemuentary Malerial) compeess the FTIR spocen of
203 sl PA with theow of the Zn0/PA-HW and Za0/PA-FW comporiste
In thee PA FTIR spoctroen, an mtisse sead broad band sppears in G rirge
of 3770-3070 am ', compondag to the steetching vilestions of hy-
droayl (-OH) groups froem adserbod wirter. The Broddness of this busd
indscies the dscedenad serangement of the sdicebed water molecubes
Additicesdly, 8 hand with 4 minemus ot 2087 an” ' coerobiies with C-H
boacke, whie dhe hand o 1570 cn ' corresponds do the xymenetrical
sircichizg vilmnticas of carbuxylage (000 ) ines. The bead ot 1043
an ! curevpoeds to O-Ne beends [22).

The 2ok FTIR spectrien seveals an intenwe band at 490 e ', cee-
respusding o Za-O boeds, sad 2 lexs inlimse bued sevand 3500 cn .8
stinbuted to ~OH groups from sdsoebod water [ 25), The FTIR spectra of
thae 2o/ PAHW and Zo0/PA-PW compesites show charactiristic bands
currespusding 1o both PA asd 200, cosfeming the formuation of new

bly dfferent insegration of Zn0 with the PA suppeet. At & ssaggni-
fication of 1k « (1 1d), 20 extimaividy covers the surfuces of the PA
bocks. A higher magnificstions (1 11, | eand £), the 200 particles sppesr
duraely sgpiusurted over the PA surfuce, forming thick layers with
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the isterncticn betwem the components s bas evident, suggetiog o
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in contact with wch other
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both composites
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points w usd b are rich i 2n and O, confirming that the white particles
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fertoed by a Mgher cusomization of C, as chwerved in points ¢ usd d. A
samilar behavior was olserved for the Zn0/PA-HW composse; howens,
al the sekected point b, stsied a1 » higher eelief, the Zn comproition is

Pog. 1. FIG-SEM mucrogeaplus ol the Zn0/PA-FW compadie a1 sugalication of () 1k »

compoane o rognificatiaes of (d) 1k » |, (e) 20k > , and (1) %0k <
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I This is cumsistent with the {act that, in the Zn0/PA-HW

compesite, most of the Z2o0 covers the warface of te PA, unlike the
2o/ PA-PW compaste, where thizews 200 kiyees cover the PAL Addi.
tarally, it can be infirrad that the remaining 2n0 & lecnted witkan the
perous chusnds of the PA

315 Nuwogn plsavpom

T3 mitrogen physiwrption sotherm of 200 (51 2SM{a)) exhabinad
w profile charmcierntic of 4 denwe, noaporous solid [24]. In contriod, the
isotherm of PA showad the absence of setrugm sdserption, coafirming
s mecroporows stractare. The sotherms of 2e0PAHW axd
200/PAFW were samilar, b dictinet from thoee of 200 md PA,
significant adsoepticn-deserption ko mppesred, mdicaling the foe-
mation of msoporosity. The pore stee distribution corves i Fiy SAD)
reflect thix mesopeemily. As expocted, PA dows sot show puh curre
sponding o pone with & in the
ranges. For 200, two penks appear at pore dumlcn o( - -u! 80 A,
which ane attzibuated to the poresily foemsad betwom particles [25].

Upus introducng Ze0 o PA, Be 200P0-HW compoite diglays,
on coe bued, the same pore sizes betwoon 39 and 30 A, cornoponding to
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ZnO/PA-HW

wiich ond g 1A The

arca of 200 is 4.4 /'y, whike the ZrO PAHW and 200/ PA-PW com-
postes exhibit values of 0.8 sd 25 m™/y, mpxuwh The lower fur-
facw szvse of the componites cusspered to peistine 200 can be wtnk
to the mieraction between the Zn0 pulu:bo and the PA support. When
the Zn0 perticles anchor o the PA surface, either in the pans o cn the
culer surfice, the o of the Zo0 partiches that cose into cossact with
the PA are 2o huegger sevailable to adwork pen mobecedes, reveltag in
4 decreaw in specific surface o
C the surface areas bet the curmpesits, the higher
surface ans found foe Zo0,PAFW muay be due to the fuct that, o this
sample, most of the Zn0 particlex see located imade the PA pana, pro-
muling an expission of the PA chuens. In costret, fur the 2o0/PA-HW
ite, the Zn0 partic) mestly on the esternal susface of
the I'A and, l.hﬂ{um camnot prostote the expension of the PA chairo.
The characleriealion noults § Tid eheas Far & ate that sew
pasites can be full § wang the employed wathais
suthode However, differences in stroctere, texture, and mopholugy
were olvarved, which cun be directly uttribuled o the ot of wirler
wed in the proparstione. Specifically, foe the Zn0/PA-HW composse,
the Zn0 particles remaizad suwtly on the extemud surlace of the PA,
whereas, foe the Zn0/PA-FW compaite, mest of the Zn0) particlis were
Jecwted within the PA pona.

22 Ambocserial sxtivicy deate

Belore evndustiog the sntibucterial activity of the compoaites sggaing
C. avervoviageons, # was ficd seosisary o determene whothuer 200 was
effixtive sgaine thas bacterizn. I w, it MIC needel %0 be establidaed,
as th cosomteation weuld be meorpecatiad inlo the PA eompnmm
The MK of pridme 220 aguisal © SPXT Witk
wing Zn0 conoestrations of (L16, 0.2, 035, 0.50, wed 100 sy/ml.
P i ilhetzstes the bactizial growth in the postive ccatrel (C-,

the Zn0 interpartade meoporosity, und, oo the other hand, e p .

of prsks with peee dimmetens ranging from 20 40 35 A, |
microporosity. The 2o0/PA-FW cumpesite, however, exkibils @ moee
intense peak in the microporosity region sl liss isteroe poalks in the

y regien, Ming in Jower ovesll micropocesity and
|mupotonl\ um'p-nl 1o tha anJ PA-HW mﬂpuun

[ upnes), the sagative coatrel (C-, 1B agar), sad
c iag posed to diffizent 280 « jenus over Lime. In
the ubs of 220, C. oy hebitod ragid gromih, ine "

from an initisd conseniration of 30 » 10° U sead (i LB beath) 1o 9.0 «
107 CFU/ sl within 24 b followed by a slower increser 10 1.1« 10"
CPU/ml at 48 & This characteridic gmth pu.um ~ v initiad nwd

tw increase in microg y for the comg parad to the phuor fullowed by 3 duwer phase — is Buted o the progresive
pristine 200 asd PA corndases mlh the specific warface uren « depletion of in the mod as nparted by G bee anl
meree Av expected, the specific sisface sres of PA s v, given that ths Aranda [20].
cumpound licks micreg ity asdl § ty. The specific surface In the preamee of Zn0 purticles, complete mhibdton of

C anmenigpne growth win observed @t all tevte] concentraticas
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Feg. 3. (o) Grosnk af © omnondopms: over (a0 ke preanes of 20 @ dibereai coreenratioae (2] &8, |b) D20, ic) 025, 21350 ad o) 1L.DT mpiml,
cemipared - the regative contral (0§ ard pesitve cantral 00+ bl Growih of © ammeadogiese orer Hree in oozt wilth U1 Sl Fa-HW aed (25 Il FA-IW
CoEl i coscmraticns al (ap 1.66 mgml and |bi 123 myal, akagdde the negative conered (C-0 and praiisve conral 00+

within 24 h. The BIC win dstemined e lowed . al

which ne beclerml growih socornsd, which m this G was ULE mg/ml
Az enpechial, the segather conirel (LE agar] showid no hacterial ishi-
bition througheeat the study pericd After 48 b of expooune, higher 2o
|.'|.u.'|d.:lluru ol 050 and L0 mg/ml wine cequersd for compleie
1i ibliskeng o MIC of (.50 mg/ml ot 48 h.

'Thn:ﬁdqlnupd.lhlﬁrinﬂhhllﬂnmrmurmyn-
curiiramon @ i ul LA myiml s sulficinl g
inkabil C armmniageses growth o up B 24 h. Hewareer, for prodhacts

s husiizel with uedy half the: snoonl of wirler eogqeenl
ta ﬁll thi: P& PI.lII.. hizadering 2ol (bffion and cawsdng st of the Zn0
tu aggl . thi | surface of the PA.

Thuy, the digarity in Zn0 distnbotion withis the PA malris was
mmpenelle for the (BfReang beeels of antibaciizial aciveily againd
L ammeniageacs, In fact, the solubdity and hactericidal efficicy of In0
dipimbad on ils digree of impregnalion withen the material The pely-
miwie makria his i o pH [27], which prosebal grster Ze00 disso-
htion in Ehe a0 TA-FW material. Wolably, Ihl: munl  effective

PA-FW serad a0 T-HW

tenigreed fur 48 b use, o higher concmization of 050 mg/ml i reguined compasile win ZellPA-FW, which achiavad k 1 ichibi-

Par the compasite conceniniions of 165 and 3.2 my/ml, the Enly thom. afbir 24 h of centect, with an hIr: ur |.6ﬁ-mp"-L Thaz I'll izl
wera sludtied. Thisu: hilsigad ma ink anlil iad

4 for herefore, all ok 1 aniil ial effecs n.Ehl m-'li.-. :|.:r|pa||ln

wire thesen hased on the MICs of 0,16 and 0,50 mg/ml d
FllIMMJLM_.I]uh r\-lq:u.ﬁ'rﬂ:r Alﬂlliﬂlrrurh tha growth

wmunt b attriboted o ghe Zrdl |I m Hl.lu‘l warling thal otk Julhan [=)

curer of | the pr 4 bt R o I Ehas i il uf e PA, when

hurenrwer, aftis 24 b, the caleny u.rrmrtr-lm Jl.ll.ulmld al apy tested irnd 1 fo0 sirad I'urgl

maledy &0 = 1 SPUAmL inl:l is kssyn fur il strong li puabde of naidici

AL 24 by, the growih profiles of © in e of the waler mudeculis ar bypdroside imioes | i ooy g i

Il Pa-HW al buth 1|.66-1]3.22-Hl"-].r JROSE imchading hpd | redicaks, hyd ik Baby, sl woper-
hiled that of the 1. Hia w W g i m hae- coidis radical aniony, all of which ane h:a'l.l.l-lh hactericidal aetiom [=5].

tizial colony growlh was vbserviad, reaching H'H:rl.rlm.ll.uljl 40 . 10 The: imlibacteriad mechanbm of Ze0NP iveokes adiorplion ol

CFU/ml, cornmpondng o a 50 '+ & m bk h. [n the bescterial sur i ¥ earious inlirmeadi aral eledromiagic

urgnl, the Zn0yPA-FW compusts was significanlly mize l'|'|'u.'lrl|:. imternctions with buclerial cell i Thamae i i 1

wchiirring complels inkabilion al 34 h & both shudied concmicabom
(0B aarad 322 el entsdelishing sn MIC of 166 mg/ml.

okt ivi stz in | im vin fLOS p i by thie 2P, inhileting
peuiain synthesis and |'Jh|.l. nplu.irm diztabilizing cytoplasmee mem-

Feoen 24 4w 48 h, becterial growth ncrossnd aynificamly, brane of ard [1]. Fuke Iy, itk
apprusimalidy 50 = 167 (P al fir bath pesiliz i buth o] ur EnOkis :'ﬂnlﬂ Tt m.l. | eny Eha dscarmi
trabmne, Thizefure, an MIC of 186 mg/ml can be lizedd Far the I [41]. This mechaniam is particuly ﬂTu.‘lrluwllhm.lI i

Zn0, PA-PW comgsile al & h, paniling bo in iy

3%

4. Discussion

Althinggh bsith ZedsPa Lm.pl.mlln hal the s chemiod compo-

sitiem — the same of el i I | into the A — the
mathedd of impregnating the Znd mio the pelymiric muine diffenad
significantly. This lisad in plis with disti o, THE-

phahigies, and estures. ke the Ze0PAFW comguite, the meorily of
Inr paricks were b 3 irmike gha o uf b PAL Conversaly,
inn b 0 PA-HW compsite, musd of the 2ol paeticlia were S o
thir extirral surfac: of the PA The only diffizence in the synihesi
mithesds wirk thie amisant of wirter used for PA dbperson In the case of
ZrPA-PW, the walir volene wis sulficini o complelely fill the PA
pore, eslstating 20 Effusiom it them In contnl, the Inl/PA-HW

s choe o Ehasr sy nificant elecizmilic ints nclioms.

b the presest study, howeviz, the 2o partades wene Limger than
ZnONPs, and they wize embudded within the PA, sogpesting a different
-.u.‘h.-.ln. uf anlibactirial actmon, likely g g wislher elednsbtic

I s ] I lnll the Enll'.'l p-.'hl.‘hn ullhln
the PA maiziz, Thus, we prg alt B inm o k

ishibititn by Zodh/PA compastes

i) The first st i the dishation of Zn0 in agqueirs mialia: ZIn0
dismubers slowdy in mater Bul meee eedily in scidic cornlilions,
sisilie B humsin wrine, which lypically has a pH nnging from
55 o 61 [32]. Contact with unne promotes the disiohaion of
003 within the P&, reloging 20" and &0 jma. 285" juss,
i fur Ehacie alipd wlfint, exhile eyrefcant wiivily

i [5E5]. hile, gha 07 fima

raact with waler to form UOS
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E:I'Tn.ulmm]ﬂq:ll hnh:r-.'lmd'fn:' foms arad ROS with the

the | B8 sral " deni imduee
coadigtive sires withen the bictersil cell, inkibiting ian, s
thesiss e DA niglicagion [54). Furthemnere, " lors Gm

elrruct the membnie pores of the bacters, kealing tocell death
by sarvalion oo sefocation [55]. The imteraction michanie
batreeen e 2ol PO cumpile and O ansoniagnes bueleria &
dipictid inScheme L

Tha: higher efficacy exhibited by the Zo0/PA-FW compusite Gn be
atrbubnd g2 an vl oede of centad beiwem the bt and
ik A hypothetical waplanaimn for this conbiecl mode comiders the
tillerances i the hicatmns of 20 partickes within the PA. Whin el
usting their war as urinary sonbemir soppliey, pelmlind isteruction
machanians cas be propeeed (chone 2).

In the 3n0/PA-FW [ s . L

Bl P s vt S0 BOLES R PRAG

b ity in |

i
inth

In-LDH sy, A, En eshil
gives the small

[%5], and
ibeould likidy be il

skely in urinary costaier sgpplies

Eradinad, wree oof @b rsnin e whes wing En0 o modical Scvices
i ils pelenlind cylbomety, Whals In0) his shows promesing anlimi-
crobel sctivity, sludis ke indicnind thal high oonominalions o
prulnngnl sapesune b Inl) may ol el Sesugge, nflammalory
mmpenss, or osidalre sinss [57, 5], Howreer, when embeddiad in
pualyiserylali, the ool ol 2ol partice can be cmieullial, migigating
theaes riska. Moreevar, thi pulymer malsis dess not ke the dkin [22]
ared, funthizrene limits the deect interactiog betwim the Zn0 pacticle
aned surromdisg tasss, therely cothany the | |
naklimn.

Maditmnally, e bisvmgatibilivy of 2n0/plerylile compesies
dirpimibs on the synibisis sethank g the coneenirlion of 20l mnl.
[ h has sheswm dksil bow to mederali conamiratmre of 2o tmd 1o

ial fur

hmmdlfl'lmﬂﬂuh]lﬂlx"m [ ﬂuudmlhlhllnﬂl
shimnd maide, alluming sufficient time fis wral tha relenar
uf ko necvssry be altack thee lactisia (ebese 280 Conzsely, @ the
ZrlP-HW cumpumile, conbist betwes he micrsanganiar amd the
Zr) locatiad on the eatemal surface of the PA & capecied o be b, o
urine upu]l:p I'I.u-.lmlr the ll.puﬁnll In0 threugh the pul:prrur:.

m i liresr far Znil d

ashibi dele slen W palilelity, while higher auncaninilims
sy preveks Enmune nepenss [40]. Thenders, the 220 contmii
feeaned in this week o integrate the compasiie wire crucial Bir achievisg
a balanee belwim mmbmicrobial efioey amd safely.
Althcugh the deviupal menerials demenstnne begh officacy igaing
[ mln Ih.upuﬁ:mmmmlmnpﬂnh

tmin [‘."h" mr J:I Additionsdly, the Zn0/PA-HW iampmile, wllhllhr:\.
Eny layer en the satemal aofuce of the PA, may hader bactizial
diffusdun min the PA pore, ledding o messrganio sooamdition o
the: A pesticle surface. This ol layer acts as o shel, previnimg PA
inberaction wigh b mhilstory compomiml.

That smumant of Il nwquinad g inhikee Wit
rerrsirkably lew, with a NBC ef 016 mp/ml Cogeraalent o 0,13 myml
uf 2}, cumgiend o dhe 70 mg‘mlof Zn conlisnisd m 3 mg/ml of the
LOH mmilerial reporied by Lian-Valliqo o @l [125]. The Za0PA-FW
custpieile was mers thin 60 e moace etive than ZL0H chy,
highlighting the esciptmnally high perfoemsmo: of the novel compesite
przinlid i dhas vk, Merseer, the syathesi pross of this eempesite
may be mors seusarscally sltnective, i Zol s les expinsive thin

uring sty ki reducid. This is bu.'uml' thair adeorpiun
capacily coukd b iffectind by dhe lunic I

of the Muid, which may isduce dectirasalic asun r||r|'.|.||.-.rn andl min-
vuniblie semtic gradiznts at the pelysis-wlnim interlaoe, Moo,
the compesibin of urse viedis s nificeily beiwisen individuals, which
way further infhosse dhas effects [20].

& Conelusiong

T el ; e aynih | by impregnatng Za0) mio
(] ﬁ'pn'lu.nl with difizemt waler cmiests sl wied againg
L ammeniogeses haclerius for potential e in winery iwontineso:
peeducis. Althoegh both compasibes exhibiled antibasterial getiviy,
In0PA-FW — sysibedaind with highis wier conbml — was mon

1. al scion dar bt o ichibdion By the InDePA compmaien.

i
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Scheme L. [Hagrarsof ike Becwerid indibike sechon ke foe el FA-P and In0yPA-TR
erhasss Il diod otion i the presascs of haman erire, eading i s i celoas of 22" ared

ez (A T portiches kcaind within tha B parme {20, Fh- WD
e | x, higher mctxd iy [ in Ty

PAETI, whera e el panichs are padiianed on e coeraal seises of e PA, @0 imanactios Seween haman ucing asd baciia @ minired, seadiing inlos

Inl dimclaiion ardd weaker hacerid ichibid o

effiective, shirwing & eernackally ke MIC of LS mpsal al 349 h with
Lokl e terial mbhilstien ased S0 % peetial inkebilios al 48 h [l supizho
mimnicrolml sctivity win sfinbuind o eshinoad imeraciions bewom
microcrpmisss and Zn, Seeilinged by tha disperiion of In0 purtade
wilhin the PA pores.

Tha: curmgnibe inirsducnl o sbady, Eeticulacly the one sm-
Ihull.]wﬂhq_h.l} didubid PA, przami & sl spproach g combal
. oo meacroorgisisss . Thisie: comg i hiree the palential
by elirente adon, prevest allegio and infllamesition, sod nedues the
rizk of seconulary skin infections when usedis the Srmulatios of urinary
incomlinemce supplis. Nereeriheker, from o chnicall perapectivee, caneul
mzniburing of 2ol TA compuosies spnibesmed in this werk b nenbal i
vnere thair saligy. bn vign and in wvivo sbudies, s well as dinical tnak,
shuruld be corsducied o svaluaie the lenp-term el of thess magerniak
s Bussen D, Thasae ipects will bs2 sbadied i fulue ssoech.
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Although bone residues, constituted mainly by hydroxyapatite, have been used as fertilizers at 2 small scale fora
lang time, few studies have focused on their use as plant growth promaters. In this study, synthetic hydraxy.
apatites of varying compositions were produced and tested as fertlizers io promoete lettuce growth in water, The
resales show that all synthetic hydroxyapatites, containing Ca, Ca and Bz, or Ca and K, increased lettuce height
between 275 and 3504 in 30 days compared to the control. The hydroayapatite containing 20% of K was the

muost effective as it promoted best plants growth.

Chemical fectilizers are inocganic products, most commonly
campesged of nitcates, phosphates, and potassium minecals, thal benefit
agriculiure by making auirients ceadily available w plants due @ theie
high water solubility. However, chemical fertilizers pose environmental
risks, as any nutrients nol immediately aken up by plants can run off
causing soil acidification or leach inte bodies of water, promoting
cutrophication and reducing the efficiency of the applied lectilizer
{Aryal er al.. 2021) Other kind of compounds that are more sgable in
wiater, and hence, deliver nutrients mose slowly, could e an environ-
mentally safer  alternative. Hydroxyapatite (HAp), the inorganic
component of bones (Chownase o al, 2007), has a chemical formula:
Capa(POg)sl H)2 b and holds strong potential as a fertilizes doe to is b
water solubility amd chemical composition thar is rich in the plant
macronutrients phosphorus and caleium (Elsayed e al, 2022), The
nutrients are released from the HAp strueture by decomposition in scid
mrlia, condition commaonly found in soils. Alse, hydroxpapatites ans
suitable agents for raigsing the soil pH and abating soil acidity (Biswas

cloal, 20210 Moreover, the chemical composition of HAp can be
modified o inreduce elements such ag potasgiom or magnesiom
(Blakshakova el al., 2022), which also serve as plant macronutrients and

are egpecially important for bettuee (Lei and Engeseth, 2021} Thus,
hydeoxyapatites that eould contain essential plant nutrients in their
structures and could deliver the nutrents ina slow way so that nutrients
are absorbed by planis sccording 1o their needs, could be wse in
replacement of the commercially incrganic fertilizers, with the advan-
tage of being much more elficient in the retention of nutrients by the
plants and, consequently, diminish or aveid environmental damages.

* Corresponding awthor.
E-mail addrexs: peolar fecters comreo.buapomx (G, Petber)

bibtps: A doi.args 10,0006/ _rhisph. 2023, 1007 18

Thus, this work explores the synthesis of medified hydroxyapatites
containing Ca and Mg or Ca and K in their structures, and the use of these
hydroxyapatives as novel ectilizers for lettuee plants growith in agueaus
Ayslems,

The hydroxyapatite containing Ca only (CalDD sample) was pre-
pared by simultaneswsly mixing a 2 M Ca{0H)y (Baker, 97%) solution
and a 0.8 M HzPOys [Baker, 95%) solution inte a beaker and adjusting the
Tow of each solution to obiain a pH ol 9. The resulting molar catio (Ca:P)
of the reactants was 1.67. The resulting mixiure was sonicated in an
ultrasound bath (Elmasonic P30H; Elma Schmidbauer GmbH; Singen,
Garmany ) aperating at 390 W and 80 kHz for 30 min. The solids wens
recovered by decantation, washed with deionized water, and dried in an
aven al 70 °C for 24 b The other samples were prepared with a similar
procedure and conditions, with 15 ar 30% of Ca by weight replaced by
Mg (from MgN0s5)e. 9Hz0, Sigma-Aldrich, 98%) or K (from KNOg.6Hz0,
Sigma-Aldrich, 99%) 1o maintain the same (Ca + Mg or KPP molar ratio,
resulting in four samples labeled CafSMyg, Ca7OMg, Cod5K and Ca70K,
respectively.

Tio study the salubility behavior of the samples in water, 250 mg of
miaterial were added o 50 mL of & 0,05 MHCL(Baker, 37%) selution at a
pH of 1.5, The acidic solution was used o sceelerate hydrosyapatine
digsolution. The mixture was maintained on a stirring plate and the pH
of the solution was meagured at intervals of 5 min until 130 min.

Powder X-ray diffraction patterns were determined with a diffrac-
lomeler [Empyrean; Malvern Panalytical; Malvern, Worcestershine,
United Kingdam), using CuKi cadiation (1.54 &), frem 10 10 70° (20 1o
identify the matecials and their structures, The nitrogen physisorplion

Beceived 13 Aprl 2023; Becetved in revised form 26 May 20273 Accepted 29 May 2023

Available online 30 May 3023
245221985 2023 Published by Elsevier BV,
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Fig. 1. Lezuce plast heighe (mez) over thoe when fertlioed with hypdmcpp-
aiw of varykyg compadions sd » conpsl

sotherm curvex, pore dae divtnbetom, asd pecific srface aroa,
wy&mm_wm-w

sisce anes aed § oy CASAP 20200 Micromwerition Nor-
mmm Allqhm-pmn 1% Clord b
under » high yacuem of 30 gty The pore sor datributices were
determened by the BJH model, ax applied 20 the mtsogen desarption
sotherm.

To evahiste the potenitial of She modifed bydrosyspatite saseples ax
fertiboers, ane Jettoce {Lacaxe sovva) wed, parchased by Vits Novs;
Quesetarn, Mexicn, win permzineted i » 10 il text tudw corsatning 1 ml.
of sterdteed water and 15 my of sampler. The pif of the sterdiced water
was adjussed 0 6.1 @ promote the matermdy dembition. The wxpers-
mmt was opliceed tm times per hythoayspetite composition snd
wrersge vabaes were rparted. Por comparnison, » cmitrol sssple weas
seplicated ten tirmes with & kettare soed in serilooed water. Lessuce plass
Beighe, given by the shoot heighe, wou messured dally for 30 days »t
snblers condisons (23/17 “C dy'sight termpersture regizse).

When lettuce soech were grown with caly sterikod waser (contrml),
theplant grew o0 & muasirnues heighs of 50 s in 20 dayy, st which poist
2o Sarther growsh was detected (1 1) The plam growsh was detven
anly by the nutraets sored tn the seed (17 b, 19001 Sater growth snd
than the comerml. The groweh can be clastfied mio four seges (1) 0-15
deys — for growth fuded by oowlests from e wed and

Caltn

Mgt 36 (X1 JUOPLN

hydooxyapasmn (2) 15-20 days — ssalvilined growth dae oo the

depletion from the sond; (1) 20-23 doyx — fae growth Saeled by nw-
trimty fom die bydrosyspatites samples caly; mad () 23 and 30 dex
~— stabilioed growsh due o musrient depletion fom the decreasing HAp

samples dwclizion oue.
Plare groweh varied wish the hydroayspatite

mrphe compadtion.

Lestucw grown i Ca100 reached a beighe of 130 mm in 23 days, which
resmained comweant sntil 30 dayy, while kttace govw faster in OOUK
resching a beight of 140 mem & 90 Sy Lattuce growsh wes dower in
Calisk, CalSMg, anel CaTOMy, ol svaching » beight of spprocisatedy
110 men in 30 dayy, although the betace grown o CSK had Bater

than bettuce grown in CaliSMg or Ca70 My in the fime 20 dayx
Oversdll, lettuce plant growth incresed beeween 277 and 350% when

promn i all hydeoayspasee o sterficond waser,

samples copored
The samples containing Cs md K favored moce besuce growsh then
those consaiiog Cx and My, o higher kttuce phats weee obtaioed in

the § N

chazaciersstics 2z » more

irtesse green color of the lravex or thicknes of » plast stem were
vheerved for the plansy fersliaed with the K containing ssnples, epe-

cally for the Ca70K matersad (115 21

The differencex in the pleat's developesemt cxn be explained by the

solobiley degeve of the bydroxyspatites dhat is depmdemt on seructure
sad texture (1ig )L The samples contatning X doonlved wlower than
L]
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Pore dismeter (A)
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hml@.-‘&. » shower rebease of mussients (P, Ca, snd
K) fom the K were d Thix peo
Mth-&hn-uphbythpb-lhhu“ m&&

The faster dosclation of the Mg contening samplex snd, e, an
*mh-hm‘;hﬂ--—-_
structeres smad festuses, e verifiod by the data

and pore dae Saridation. §) X-ay dfracton

Mg 3 (X0T) LU0TLE

B
Can
K
- i Catdiy
- g
> =
CamMy

I
At

of e

. 2 ¥

(korly nano scale) parsicles. In all canes, a peak appearing = 29.2° (200,

which » mece for xeszple Ca100, e thee of cadcite
= an imparity, bt oo other crpasdline ponds were d d
dencning that the My snd K sors were & d into the hydes

Mmd&mhw;b-ﬂndud--ud
bmhw&hhwmhl“ﬂl—‘
wwee sarclar 4o that of Cal 00, the sslstitution of K (133

Coanell Lis

(Mg AL
The ssenpl ing X exhilosed type Il isoth wih M4 b
e, pondicg to » ° bottle neck shape, while thow
cmtainig Mg rne d type IV noth with M3 hy ds, creme-
w“hhiq,p-h-* of open
Opem dadsgor -_m-—dlyh

p-”u&' (99 pen) cum ocrae b0 # low extent deow 1o chunge and looc
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