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Resumen

La desinfeccion, es esencial en el proceso de potabilizacion del agua, para eliminar
microorganismos patégenos y evitar infecciones de origen hidrico. Entre los principales
microorganismos a eliminar se encuentra Escherichia coli, el cual es el principal causante de la
Enfermedad Diarreica Aguda (EDA), y de la muerte de seis millones de habitantes al afio.
Actualmente, existen diferentes técnicas de desinfeccion, entre las cuales se ha identificado el uso
de nanoparticulas (Nps) de Oxido de zinc (ZnO) y plata (Ag) soportadas en membranas o
geomembranas poliméricas para el tratamiento de aguas. Estas nanoparticulas poseen propiedades
bactericidas frente a E. coli a bajas concentraciones, y tienen un efecto residual prolongado si se
aplican en diferentes materiales. Con base a lo anterior, surge el presente estudio, el cual tiene como
objetivo evaluar la desinfeccion de E. coli en sistemas de captacion de agua, a partir de
geomembranas impregnadas con Nps metélicas. En primera instancia, se analiz6 la eficiencia
bactericida frente a E. coli, de cinco geomembranas de polietileno impregnadas con Nps de ZnO y
Ag. La geomembranas fueron Silver plus 200 2E, Silver Plus 200 2PP, Silver Plus 500 PP, Silver
Plus 1000 PP y PE4F2 400. La cuantificacion del crecimiento se realizé con la escala de Mc
Farland, se determinaron los valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion
minima bactericida (CMB). Se evalud el desempefio bactericida de la geomembrana a 30°C, 40°C y
50°C simulando un agua estancada en diferentes ambientes. La liberacion de ZnO y Ag se analiz6
mediante espectroscopia de absorcién atdmica (EAA). Finalmente, se evalué por microscopio
Optico y microscopia electronica de barrido (MEB) la adherencia de E. coli sobre la geomembrana.

Los resultados muestran que la geomembrana Silver Plus 200 2E fue la mejor, al eliminar el 99% de
E. coli a una concentracién de 60.93 mg/L de ZnO y 2.61 mg/L de Ag. El valor de CMI se
identifico a 15 mg/L de ZnO y 0.37 mg/L de Ag, mientras que el valor de CMB se identificé a 60
mg/L ZnO y 2.61 mg/l de Ag. La variacion de la temperatura indica que la geomembrana mantiene
el efecto bactericida a las tres condiciones evaluadas. El estudio de EAA arroja un desprendimiento
promedio de 0.2675 mg/L de ZnO y 0.005 mg/L de Ag durante ocho semanas de estudio, con lo
cual se presume el efecto bactericida de las Nps puede durar hasta cinco afios. Los andlisis en el
microscopio muestran la adherencia de E. coli en la geomembrana después de 40 dias de
tratamiento. El presente trabajo muestra que el uso de Nps metalicas soportadas en geomembranas,
ejerce un efecto bactericida sobre E. coli a concentraciones menores reportadas a la literatura, por lo

cual la aplicacion de estos materiales es viable como método de desinfeccion de agua.
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Abstract

Disinfection is essential in the process of purification of water, to eliminate pathogenic
microorganisms and to avoid infections of water origin. Among the main microorganisms is
Escherichia coli, which is the main cause of Acute Diarrheal Disease (ADD), and the death of six
million inhabitants per year. Currently, there are different disinfection techniques, among which has
been identified the use of nanoparticles (Nps) of zinc oxide (ZnO) and silver (Ag), supported in
membranes or polymeric geomembranes for water treatment. These nanoparticles have bactericidal
properties against E. coli at low concentrations, and have a prolonged residual effect if applied in
different materials. Based on the above, the present study arises, which aims to evaluate the
disinfection of E. coli in water collection systems, from geomembranes impregnated with metallic
Nps. In the first instance, bactericidal efficiency was analyzed against E. coli, of five polyethylene
geomembranes impregnated with Nps of ZnO and Ag. The geomembranes were Silver plus 200 2E,
Silver plus 200 2PP, Silver plus 500 PP, Silver plus 1000 PP and PE4F2 400. The quantification of
the growth was done with the Mc Farland scale, determined the values of minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The bactericidal performance
of the geomembrane was evaluated at 30 ° C, 40 ° C and 50 ° C simulating standing water in
different environments. The release of ZnO and Ag was analyzed by atomic absorption
spectroscopy (EAA). Finally, the adhesion of E. coli on the geomembrane was evaluated by light
microscopy and scanning electron microscopy (SEM).

The results show that Silver Plus 200 2E geomembrane was the best, eliminating 99% of E. coli at a
concentration of 60.93 mg / L of ZnO and 2.61 mg / L of Ag. The MIC value was identified at 15
mg / L of ZnO and 0.37 mg / L of Ag, while the MBC value was identified at 60 mg / L ZnO and
2.61 mg / | of Ag. The variation in temperature indicates that the geomembrane maintains the
bactericidal effect at three evaluated conditions. The EAA study shows an average release of 0.2675
mg / L of ZnO and 0.005 mg / L of Ag during eight weeks of study, which presumes the
bactericidal effect of the Nps can last up to five years. The microscopic analysis shows the
adherence of E. coli in the geomembrane after 40 days of treatment. The present work shows that
the use of metal Nps supported in geomembranes, exerts a bactericidal effect on E. coli at lower
concentrations reported in the literature, so the application of these materials is viable as a method

of disinfection of water.
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Introduccion

La disponibilidad de agua potable es una de las prioridades en todas las sociedades humanas,
ademas de la cantidad suficiente para cubrir las necesidades basicas, el agua debe tener una calidad
que garantice su inocuidad para la salud. La desinfeccion es una etapa esencial en el proceso de
potabilizacion del agua para eliminar microorganismos patdgenos y evitar infecciones de origen
hidrico (Villanueva et al., 2011). Entre los principales microorganismos a eliminar se encuentra E.
coli, el cual fue elegido en 1890 como el indicador biolégico de la seguridad del tratamiento del
agua (Edberg et al., 2000). E. coli se identificé en la mayoria de eventos de contaminacién de agua
potable, lo que implicé directamente una amenaza a la salud publica (Clesceri et al., 1998). Una de
las principales enfermedades causadas por éste microorganismo es la EDA, la cual es uno de los
problemas de salud publica de mayor importancia en el mundo. De acuerdo con estudios efectuados
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las EDA son un problema de salud de la poblacién
infantil, principalmente en los paises en desarrollo donde se producen anualmente entre 5 a 6
millones de muertes, constituyendo la segunda causa global de mortalidad infantil (Molina, 2015).
Desde principios del siglo XX el cloro ha sido utilizado como el desinfectante del agua potable mas
extendido, sin embargo, a pesar del beneficio de la desinfeccion del agua mediante la cloracién, el
cloro se caracteriza por ser altamente reactivo y producir subproductos indeseados al reaccionar con
la materia organica natural del agua. Los subproductos de la cloracion asi como la de otros
tratamientos tienen propiedades mutagenas y cancerigenas, por lo que han sido extensamente
estudiados desde que se detectaron por primera vez, en 1974 (Villanueva et al., 2011).Lo anterior
ha llevado a la blsqueda de nuevas tecnologias las cuales cumplan con el objetivo de la
desinfeccion y no generen subproductos dafiinos para la salud humana.

Actualmente la rama de la nanotecnologia se ha identificado como una solucion a la desinfeccion de
agua debido a la existencia de Nps metalicas que presentan efectos en la inactivacion de
microorganismos (Li et al., 2008). En estudios previos se ha identificado que las Nps
antibacterianas interactGian con las células microbianas a través de una variedad de mecanismos. Las
Nps pueden interactuar directamente con las células microbianas y provocar la lisis de la misma.
Sin embargo, uno de los grandes retos es prolongar el efecto bactericida de las Nps, por lo cual se
ha optado en soportarlas en diferentes materiales para mantener el efecto residual durante un largo
periodo y prolongar la vida atil del material ya que una desventaja adicional es la inherente es la
emision de cantidades relativamente grandes de biocidas en el medio ambiente (Eversdijk et al.,
2012). La seleccion de un sistema de liberacion adecuado permite mantener la concentracion del

agente activo por encima de la concentracion de inhibicion minima efectiva (CIM), al mismo
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tiempo que disminuye la liberacidn inicial y la cantidad total de biocida necesaria.

Entre los materiales que se han propuesto para impregnar estas Nps, se encuentran geomembranas
comerciales elaboradas a base de poliolefinas. Las geomembranas son materiales impermeables
empleados en sistemas de captacion de agua, pueden ser de polietileno u polipropileno, tienen una
durabilidad de vida de aproximadamente 450 afios, y son econémicas. Con base a lo anterior surge
la presente investigacion que tiene como objetivo el desarrollo de nuevas técnicas para la
desinfeccion y purificacion de aguas, mediante la aplicacién de nanomateriales compositos,
utilizando como base geomembranas de polietileno impregnadas con Nps de zinc y plata a
diferentes concentraciones. El analisis radica en evaluar el efecto bactericida de la geomembrana
sobre E. coli y apreciar el efecto de liberacion controlada para poder establecer el tiempo de vida
atil del material.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la eliminacién de Escherichia coli de agua estancada a partir de geomembranas
impregnadas con nanoparticulas de plata y zinc, con la finalidad de proponer un proceso viable para

la desinfeccidn del agua.

Objetivos especificos

1. Cuantificar el contenido del activo antimicrobiano de cinco geomembranas impregnadas con
diferentes concentraciones de Nps metélicas de ZnO y Ag, por espectroscopia de absorcion
atémica.

2. Analizar la eficacia antimicrobiana de las geomembranas mediante cinéticas de crecimiento,
determinar CMI y CMB, asi como evaluar el efecto bactericida de la geomembrana a diferentes
temperaturas.

3. Evaluar la vida dtil de la geomembrana mediante la liberacién del activo antimicrobiano,
observar la formacién de biofilm en la geomembrana mediante el microscopio éptico y
microscopia de barrido, asi como, evaluar la morfologia de las nanoparticulas mediante

resonancia superficial de plasmon.
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1. Antecedentes de la problematica de Escherichia coli en agua

1.1 Problemética de agua

Las aguas dulces del mundo constituyen un recurso escaso, amenazado y en peligro. De acuerdo
con los estudios sobre los balances hidricos del planeta solamente el 0.007% de las aguas dulces se
encuentran realmente disponibles para todos los usos humanos directos. Segun las méas recientes
evaluaciones de especialistas y organizaciones internacionales conectadas con los problemas del
agua, se sugiere que para el afio 2025 més de las dos terceras partes de la humanidad sufrira algun
estrés por la falta de este liquido (L’vovich et al., 1995, Simonovic, 2000). Se considera el hecho de
que el suministro de agua dulce del cual dispone la humanidad se esta reduciendo a raiz de la
creciente contaminacién de los recursos hidricos. En algunos paises los lagos y rios se han
transformado en receptaculos de una variedad abominable de desechos, inclusive aguas negras
municipales parcialmente tratadas, efluentes industriales toxicos y sustancias quimicas de las
actividades agricolas lixiviadas, lo cual contamina las aguas de superficie y freéticas.

El encontrarse entre suministros de agua limitados, contaminados, asi como la demanda del
crecimiento demografico y el desarrollo industrial, hacen que muchos paises en desarrollo
enfrenten problematicas en cuanto a este recurso (Crossette,1995). Otro de los factores que influyen
a nivel global en la escasez del agua, es su distribucion geografica, ya que la distribucion del agua
dulce es desigual entre las regiones naturales y econdmicas del planeta., por ejemplo, cerca del 75%
de la poblacion humana se concentra en paises y regiones donde so6lo existe el 20% de la
disponibilidad de agua (L’vovich et al., 1995, Simonovic, 2000).

Para darnos una idea de la problematica a nivel mundial, en el siguiente mapa se muestra el estrés
hidrico que presentara cada pais en los proximos 40 afios (Figura 1), en él se identifican paises con
una escasez extremadamente alta como Israel, Palestina, Iran, entre otros, no obstante México se
encuentra entre los paises que podran presentar un estrés hidrico alto (WRI, 2013), por lo cual es

necesario considerar nuevas tecnologias para hacer frente este fenémeno en los préximos afios.
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Estres hidrico: 2040

Suministro de agua

Baja (< 10%)

Baja-media (10-20%)

Media—Alta (20-40%)
B jta(a0-30%)

B cxiremadamentealta (=80%)

Figura 1. Estrés hidrico en los préximos 40 afios (WRI, 2013)

Las estadisticas a nivel mundial son alarmantes, sin embargo, las cifras en nuestro pais también
resultan de interés, por ejemplo, considerando la proyeccién de la poblacion a diciembre de 2007, se
estimé que para un total de 106.23 millones de personas en el pais, la disponibilidad natural de agua
por habitante era de 4 mil 312 metros cubicos anuales (SEMARNAT, 2008), un volumen que de
acuerdo al World Resources Institute (WRI), se considera como de disponibilidad baja ya que el
limite inferior para clasificar a la disponibilidad media es de 5 mil metros cubicos por habitante por
afo.

A nivel nacional también se presentan diferencias entre la distribucién geogréfica del agua y la
distribucion geografica de la poblacion, por ejemplo en la zona norte, centro y noroeste, se
concentra 77% de la poblacion y Gnicamente se dispone del 31% del agua renovable., En la zona
sur-sureste habita el 23% de la poblacion y solo se dispone del 69% del agua renovable
(SEMARNAT, 2008). Lo anterior provoca que se observen areas con gran escasez de agua y
regiones con frecuentes eventos hidrometeoroldgicos que significan costosas inundaciones y dafios
de asentamientos humanos e infraestructura.

Una de las soluciones para hacer frente a la escasez de agua potable se refiere al aprovechamiento
eficiente de la precipitacion pluvial, es decir, el agua de lluvia, ya que un milimetro de lluvia

equivale a un litro por metro cuadrado (Phillips et al., 2010).
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La captacidn pluvial no es algo nuevo y tampoco implica gran tecnologia a un nivel doméstico, es
un sistema que ha sido practicado en diferentes épocas y culturas, ya que es un medio fécil para
obtener agua para el consumo humano. El agua de lluvia puede ser interceptada, colectada y
almacenada en depositos especiales como cisternas, estanques o barriles para su uso posterior, lo
cual ayudaria durante el tiempo de sequia para sobrellevarlas y también durante épocas de lluvias
fuertes que desencadenan inundaciones que afectan a la poblacién, lo anterior muestra que en un
futuro no muy lejano, el sistema de captacion de agua de Iluvia serd un mecanismo de sobrevivencia
necesario (Ramoén, 2014).

Uno de los principales retos a los que se enfrentan los sistemas de captacién de agua es la
desinfeccion de microorganismos patégenos y mantener la calidad del agua para consumo humano.
Con respecto a ello, la Norma Oficial Mexicana 127 SSAL establece los pardmetros para el agua
potable, entre los que se encuentran los coliformes totales y los coliformes fecales. Los coliformes
fecales se definen como el grupo de organismos que pueden fermentar la lactosa a 44 - 45 °C, estos
comprenden el género Escherichia y en menor grado especies de Klebsiella, Enterobacter y
Citrobacter (Marchand, 2002). Estos microorganismos representan un peligro significativo al agua
de consumo humano, por su presencia en aguas servidas y excretas del hombre y de los animales.
En este caso los sistemas de captacion de agua, pueden ser altamente contaminados por este tipo de
excretas y es posible que dichos microrganismos se encuentren vivos y con la capacidad de producir
enfermedades.

Lo anterior provoca que la desinfeccion de agua se convierta en uno de los tépicos de interés en el
presente proyecto, para lo cual es necesario identificar los microorganismos caracteristicos del agua

estancada asi como su desinfeccion.

1.2 Primeras observaciones de enfermedades transmitidas por el agua

El cientifico italiano Fracasoro mientras analizaba el patron de muertes por peste bubonica y otras
epidemias alrededor de las ciudades costeras del Adriatico italiano en 1546, concluyé que la
infeccion de muerte fue transmitida por cuatro rutas principales: mano a mano, insectos, particulas
fecales-orales y aéreas (Bulloch, 1960). Otro caso evidente, fue la muerte de Prince Consort Albert
en 1861 por la fiebre tifoidea, lo cual proporcioné suficiente motivacion para que el gobierno
britanico reevaluara el sistema sanitario para la distribucion del agua y el tratamiento de aguas
residuales, lo que generd una politica publica para instituir medidas de proteccién para la salud y

prevencion de enfermedades transmitidas por el agua. Gracias a estas observaciones en la década de
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1890, los ingenieros sanitarios descubrieron que el tratamiento del agua potable con cloro era una
forma barata, efectiva, y una forma relativamente simple de producir agua potable biol6gicamente
aceptable. Por lo tanto, comenzd el uso generalizado de la desinfeccion y otros procesos para
producir un consumo de agua sin patdgenos. Por lo que se establecid el proceso de monitoreo para
garantizar la eficacia continua, asi mismo, una amplia variedad de experimentos fisicos, quimicos y
analitos bioldgicos fueron examinados para determinar la sensibilidad y especificidad de éstos.
Finalmente, en el afio 2000 se establecio que el monitoreo para los indicadores de contaminacion
fecal protegian mejor la salud del sector publico que el monitoreo de patégenos especificos. El
primordial fundamento de esta conclusién fue simple: ya que hay demasiadas y todavia
desconocidas especies patdgenas transmitidas por el agua. Ademas, estos patdgenos estan presentes
en pequefas concentraciones. Aunque actualmente existen métodos de identificacion para muchos
de los patdgenos transmitidos por el agua, en general son bastante costosos, técnicamente exigentes
y lentos (Edberg et al., 2000).

1.3 E. coli caracteristica generales

E. coli se encuentra en todas las heces de mamiferos, sin embargo, no se multiplica de manera
apreciable en el medio ambiente. En la década de 1890 fue elegida como el indicador biol6gico de
la seguridad del tratamiento del agua, incluso se desarrollaron sustitutos de la bacteria, como las
pruebas de coliformes fecales y coliformes totales, que pasaron a formar parte de las
reglamentaciones sobre el agua potable. Hasta finales de la década de 1980, se hizo posible analizar
la presencia de E. coli en agua potable de forma econémica y simple, a consecuencia de ello fue
reinsertado en las regulaciones de agua potable. En este periodo también se descubrié que E. coli
puede sobrevivir en el agua potable entre 4 y 12 semanas, dependiendo de las condiciones
ambientales (temperatura, microflora, etc.).

Las bacterias y los virus son aproximadamente igualmente sensibles a los oxidantes, pero los
parasitos lo son menos. Bajo las condiciones en los sistemas de distribucion, E. coli ser& mucho méas
longevo. Por lo tanto, en la mayoria de los casos, es posible disefiar un programa de monitoreo que

permita la proteccion de la salud publica a un costo modesto (Edberg et al., 2000).

1.3.1 E. coli como el mejor indicador bioldgico
Theobald Smith fue el primero que estudio E. coli como parte de la flora normal de los mamiferos

y lo propuso como el indicador principal de agua potable en la década de 1890 (Prescott y Winslow,
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1915). En 1904, Eijkman desarrolld 1a “prueba de coliformes fecales” (Eijkman, 1904) y fue hasta
1914, cuéndo el departamento del Tesoro de EU propuso un estandar para la seguridad del agua
potable que establecia la utilizacién de una prueba de coliformes totales (Clesceri et al., 1998). Fue
en ese momento, cuando se identific que la mayoria de eventos en contaminacion de agua potable
eran de origen fecal y el método coliforme total detectd una alta proporcion de E. coli, lo que
implica directamente una amenaza a la salud publica. Para ello fue necesario establecer que el grupo
de coliformes comprende aquel género capaz de utilizar lactosa para producir acido y gas, 0 poseen
la enzima pB-galactosidasa, que es capaz de utilizar un sustrato de galactopirandsido cromogénico
para el crecimiento (Clesceri et al., 1998). Los géneros que satisfacen esta definicion incluyen
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter y Escherichia, los cuales se encuentran ampliamente
en el ambiente es decir, fuente de agua, vegetacién y suelos (LeChevallier et al, .1987)

A pesar de estar en el ambiente, varios estudios han demostrado claramente que E. coli es el Unico
coliforme que es un habitante indudable del tracto gastrointestinal. Mientras que Klebsiella,
Citrobacter y Enterobacter se encuentran en pequefias cantidades cuando estan presentes.

En 1921 se realiz6 un estudio en el estado de lowa en varios sitios de animales y humanos, en él se
tomaron muestras de diferentes fuentes entre las que se encontraron: heces humanas, heces de
animales, muestras de agua, leche, granos y suelo. En cada muestra se observaron diferentes
cantidades de cepas, tal como se aprecia en la Tabla 1, E. coli se encontré en mayor proporcion en
heces fecales de animales y humanos, comparado con Enterobacter, la cual mostré mayor presencia
en otros medios como agua, leche y suelo, a partir de ello se propuso la teoria de que E. coli es una

especie que se encuentra en mayor proporcion en el tracto intestinal comparada con Enterobacter.

Tabla 1. Numero relativo de bacterias coliformes fecales y no fecales en diversas sustancias (Allen
y Edberg, 1995)

Fuente NuUmero de cepas Porcentaje de cepas de  Porcentaje de cepas
observadas Enterobacter aerogenes E. coli

Heces humanas 2534 59 94.1
Heces animales 1832 7.4 92.6
Agua 2137 35.2 64.8
Leche 1382 43.1 56.9
Granos 288 81.7 18.3
Suelo 853 88.1 11.9
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A fines de la década de 1970, se establecié que E. coli era especifica y abundante en heces
humanas y animales. La especie fue encontrada en aguas residuales, efluentes tratados y todas las
aguas y suelos naturales sujetos a contaminacion fecal de mamiferos (Edberg et al. 1988), fue
entonces cuando se hizo evidente que los métodos para identificar E. coli de manera especifica,
estaban disponibles solamente para laboratorios especializados, los cuales eran demasiado costosos
y que requerian un alto nivel de experiencia técnica para poder analizarla de manera rutinaria en el
agua. Por lo tanto, los sanitarios comenzaron a confiar en la prueba de "coliformes fecales" como
sustituto de E. coli., incluso varias agencias reguladoras como la Agencia de Protecciéon Ambiental
(EPA) aprobaron el analisis de coliformes fecales como prueba de la presencia de E. coli en agua.

1.3.2 Supervivencia de E. coli

Entre las variables que afectan la distribucion de los patdgenos se encuentran: el tipo de patgeno,
tipo de agua (agua superficial, agua subterranea, agua de distribucién tratada), temperatura del agua,
micro flora presente y exposicion a la luz solar (radiacion ultravioleta).

La calidad y tipo de agua tienen una gran influencia en la supervivencia de los agentes patdgenos y
los indicadores. Por ejemplo, los microbios sobreviven mejor cuando estan adheridos o secuestrados
en particulas que cuando estan expuestos. La temperatura del agua ejerce una serie de efectos sobre
el indicador, los patdgenos y otra microflora. El agua superficial tiende a tener una gama mas
amplia de otras microfloras que las aguas subterraneas. Tanto los indicadores bioldgicos como los
otros patdgenos forman parte del ecosistema y su cadena alimentaria. En consecuencia, cuanto mas
probable sea que un microbio coma otro microbio, mas corta sera su vida Util.

A pesar de la informacién mostrada anteriormente, no se puede determinar con certeza cudl es la
vida util de E. coli en agua debido a la variabilidad del entorno, sin embargo, uno de los estudios
mas extensos sobre la capacidad de supervivencia de E. coli en condiciones tanto naturales como de
laboratorio fue elaborado por Kudryavtseva (1972), dicho autor establecié que E. coli era capaz de
sobrevivir durante tres meses en aguas subterraneas. Filip et al., (1987) también reportaron que E.
coli es capaz de sobrevivir en aguas subterraneas a 10°C hasta 100 dias. Sin embargo, basado en el
estudio de supervivencia de E. coli en el medio ambiente, se propone que su supervivencia es de 4 a

12 semanas en un agua a temperatura de 15-18 ° C.
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1.3.3 E. coli y la enfermedad diarreica

La diarrea aguda es una enfermedad intestinal generalmente infecciosa y autolimitada, se
caracteriza por presentar evacuaciones liquidas o de consistencia disminuida, en nimero mayor a
tres en 24 horas y con evolucion menor de dos semanas.

La enfermedad diarreica grave (EDA), es uno de los problemas de salud puablica de mayor
importancia en el mundo. De acuerdo con estudios efectuados por la Organizacion Mundial de la
Salud (Molina, 2015), las EDA son un problema de salud de la poblacion infantil, principalmente en
los paises en desarrollo donde se producen anualmente entre 5 a 6 millones de muertes, lo que se
consideré como la segunda causa global de mortalidad infantil. Esta es una enfermedad que afecta a
todos los grupos de edad, sin embargo, el periodo pediatrico de mayor vulnerabilidad incluye a los
menores de 5 afios, guienes se deshidratan con mayor rapidez.
En México, el Instituto Nacional de Salud Publica estima que se recetan antibiéticos a 70% de los
pacientes con infecciones respiratorias y diarreicas agudas, lo que se justifica solamente en un 15%
de los casos. Steffen, director de la campafia del Dia Mundial de la Salud Digestiva, sefialé que el
20% de las muertes infantiles se debe a diarrea y sélo el 39% de los nifios con diarrea recibe el
tratamiento recomendado.

E. coli es responsable de aproximadamente 630 millones de casos de diarrea en el mundo y entre 5
a 6 millones de muertes al afio, afectando principalmente a la poblacion infantil de paises en
desarrollo. Ademés se ha reportado su participacion en cerca del 50% de las infecciones
intrahospitalarias y en el 90% de las infecciones de este tipo en pacientes ambulatorios (Molina,
2015).

1.3.3.1 Sindromes clinicos

Las cepas de E. coli causantes de diarrea se han agrupado en seis tipos patégenos, cada uno definido
por sus propiedades de virulencia: E. coli enteropatdgena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), con adherencia difusa (DAEC) vy
enteroagregativa (EAEC). Cada uno de los grupos patdgenos de E. coli presenta caracteristicas
distintivas relacionadas con su epidemiologia, patogénesis, manifestaciones clinicas y tratamiento.

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas de los patotipos diarrogénica para el humano.
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Tabla 2: Caracteristicas de los patotipos de E. coli diarrogénica para el humano (Molina, 2015).

Patotipos EPEC ETEC4 EIEC EHEC EAEC

Edad afectada Lactantes Mayores de cinco afios Todas las edades Todas las edades Todas las edades

Tipo de diarrea Secretora Secretora Inflamatoria Inflamatoria Persistente y aguda

Serotipos 0 026:H11 06:H11 028 ac:NM 026:H11 044:H18

serogrupos O55:H6 0O8:H9 029:NM 045:H2 055
086:H34 0O11:H27 0112 ac: NM 0111:H8 011
0111:H2 020:NM 0115: NM 0121:H19 0125
O114:H 025:H42 0124: H30 0157:H7 0126
0127:H9 078:H11 0128

Factor de virulencia Adherencia localizada Enteroxinas ST y/o LT Invasividad Citoxinas similares a Adherencia agregativa

Distribucion

geograéfica

Adherencia

Intima

Nifios menores de 2 afos

Factores antigénicos de

colonizacién

Mundial

Paises en vias de

desarrollo

la toxina shinga

Mundial

Toxinas Pet y Pic

Sideroforos

Mundial




Debido a las altas concentraciones de E. coli en agua, los efectos en la salud y su periodo tan amplio de
vida, la desinfeccion del agua se ha convertido en una preocupacion a nivel mundial, por lo cual es
necesario evaluar los principales métodos de eliminacion asi como sus ventajas y desventajas en las

diferentes maneras de uso.

1.4 Desinfeccion de agua

Se denomina desinfeccion a la inactivacion de microorganismos patogenos en el agua (EPA, 1999), En
la Tabla 3, se muestran los patdgenos mas comunes que se transmiten en el agua. Sin embargo, la
desinfeccion de agua también deberd cumplir las siguientes funciones: minimizacion de los
subproductos de desinfeccion (SPD), oxidacion del fierro y manganeso, prevencion del rebrote de
microorganismos en los sistemas de distribucion, mantener estabilidad biol6gica, remover sabor y olor
mediante la oxidacion quimica, mejorar la eficiencia de la coagulacion ffiltracion y finalmente prevenir

el crecimiento de algas en filtros.

Tabla 3. Patogenos comunes en agua (EPA, 2011)

Tamaro
Patogeno Infectividad relativa*
(Hm)
0.1-10 Salmonella spp Moderada
Shigella spp Alta
Yersinia enterocolitica Baja
Campylobacter spp Moderada
Escherichia coli Baja
Verocytotoxigenic E. coli incluye Alta
E coli-O157
Pseudomonas aeruginosa Baja
Mycobacterium spp Alta

* A partir de la evidencia epidemioldgica, alto significa dosis infectivas entre 1 - 100 organismos,
moderada 100- 10,000 y bajo> 10,000



1.4.1 Técnicas de desinfeccion

Cuando se habla de desinfeccion hay varios puntos que se deben de tomar en cuenta, el primero es la
eficacia del tren de tratamiento primario, en el que el agua de la fuente se somete a varios procesos,
incluida invariablemente alguna forma de desinfeccion con oxidantes como el ozono o la cloracién. La
segunda consideracién es el &rea de riesgo potencial para la salud publica, a continuacion se muestran
los diferentes tipos de desinfectantes identificados por la Agencia de Protecciéon Ambiental (EPA) de
los Estados Unidos en 1990.

1.4.1.1 Ozono

El ozono, siendo el mas energético, es uno de los méas activos frente a los microbios, bacterias y virus,
los cuales son rapidamente eliminados y los quistes de parasitos significativamente reducidos en
viabilidad. El ozono, al igual que el didxido de cloro, es inestable y no puede ser transportado ni
almacenado vy, por lo tanto, debe ser producido in situ. Las especies oxidantes son el propio O; 0 los
radicales hidroxilo. En comparacion con Cl,, ClO, y las cloraminas, es muy eficiente en bajas
concentraciones, y mas efectivo en la inactivacion de patdgenos, incluyendo bacterias, protozoarios y
virus. Sélo debe ser utilizado como desinfectante primario, pues no tiene efecto residual en agua. El O
no forma SPD organoclorados, pero pueden aparecer compuestos bromados si el agua contuviera
bromuros, ademas de otros productos organicos tales como aldehidos o cetonas (EPA, 1999 y White,
1999).

1.4.1.2 Cloro y cloraminas

La cloracion generalmente es activa contra bacterias y virus. Debido a la preocupacion sobre la
produccién de trihalometanos (THM) vy el limite de THM en el agua potable, cada vez mas servicios
publicos han estado cambiando a la cloraminacion que es la combinacién de amoniaco con el cloro
para aportar un desinfectante residual al agua, mas persistente que el cloro. La cloraminacion funge
como el principal desinfectante de eleccion y el medio para mantener la desinfeccion residual a través
del sistema. Las cloraminas son menos eficientes en cuanto a la desinfeccion pero mas estables que el
cloro, en consecuencia, los microbios pueden sobrevivir durante periodos de tiempo mas prolongados

cuando estan expuestos a las cloraminas.

1.4.1.3 UV
Como técnica de tratamiento de agua, la luz ultravioleta es un desinfectante eficaz debido a su fuerte

capacidad germicida. Los rayos UV desinfectan contra las bacterias y los virus que contiene el agua y
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pueden ser eficaces contra los protozoos como los quistes de Giardia lamblia cyst o Cryptosporidium
oocysts. Los rayos UV han sido utilizados durante muchos afios en la industria farmacéutica,
cosmética.

Debido a problemas de seguridad asociados con la dependencia de la cloracion y la mejora en la
tecnologia UV, la radiacion UV ha experimentado una mayor aceptacion en los sistemas municipales y
domésticos. Hay dos clases de sistemas de desinfeccion certificados y clasificados por la National
Sanitation Foundation (NSF) bajo el estandar clase A y clase B (Oram, 2014). Clase A: sistemas de
tratamiento Gtiles para un rango de saturacién de microorganismos de al menos 40,000 pW=*seg / cm? .
Clase B: sistemas de tratamiento para agua con un rango de saturacién de microorganismos de 16,000
UW=*seg / cm?. Por lo tanto, el tipo de unidad depende de su situacién, fuente de agua y la calidad del
agua. Sin embargo, cuando la turbidez es de cinco Unidades Nefelométrica de Turbidez (UNT) o los
solidos suspendidos totales son mayores que 10 mg/L, se recomienda encarecidamente la filtracién

previa del agua.

1.4.1.4 Di6xido de cloro y permanganato de potasio

El dioxido de cloro es un poderoso desinfectante. Es efectivo para la inactivacion de bacterias, virus, y
protozoos, incluyendo Cryptosporidium. Como desinfectante es mas efectivo que el cloro, pero no tan
efectivo como el ozono. El didxido de cloro también se usa para controlar el sabor, el olor, y oxidacion
de hierro y manganeso, en general forma menos subproductos halogenados que el cloro, el producto
final predominante es clorito (USEPA, 2003a).

El permanganato de potasio (KMnO,) se usa principalmente para controlar el sabor, los olores,
eliminar el color, controlar crecimiento bioldgico en plantas de tratamiento, y eliminar el hierro y
manganeso. En un rol secundario, el permanganato de potasio puede ser Util para controlar la
formacion de trihalomentanos (THM) y otros SPD precursores oxidantes, ademas de ayudar a la
reduccién de otros desinfectantes (Hazen y Sawyer, 1992). Sin embargo, es un desinfectante no tan
recomendable ya que requiere un largo tiempo de contacto para lograr un buen efecto en la
desinfeccion de agua.

En la siguiente Tabla se resumen los tratamientos de desinfeccién normalmente utilizados, asi como las

ventajas y desventajas de cada tratamiento (Tabla 4).
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Tabla 4: Técnicas de desinfeccion en el tratamiento de agua, ventajas y desventajas (EPA, 1999).

Tipo Ventajas Desventajas

Ozono *Es mas efectivo que el cloro, las cloraminas y el dioxido de cloro *El costo inicial del equipo de ozonizacion es alto.
para la inactivacion de virus, Cryptosporidium y Giardia. *La generacion de ozono requiere alta energia y se debe generar en el sitio.
*En algunos casos puede mejorar el proceso de clarificacion y la *El 0zono es altamente corrosivo y tdxico.
eliminacion de turbidez. *Se descompone rapidamente a pH alto y temperaturas célidas.
*Controla el color, el sabor y los olores.
*Es uno de los desinfectantes quimicos mas eficientes, el 0zono
requiere un tiempo de contacto muy corto.
*Al descomponerse, el Unico residuo es oxigeno disuelto.
*La actividad biocida no esta influenciada por el pH.

Cloro *Es un biocida eficaz. *Puede causar un deterioro en la coagulacién / filtracion de sustancias

*Es el método de desinfeccion mas facil y menos costoso,
independientemente del tamafio del sistema.
*Es el método de desinfeccion mas utilizado y, por lo tanto, el mas

conocido.

organicas disueltas.

*El agua podria tener problemas de sabor y olor, dependiendo de la calidad del
agua y la dosificacion.

*ES COrrosivo.

*Es menos efectivo a pH alto.

*Grandes concentraciones de cloro son inestables y produciran clorato como

subproducto.




Cloraminas

uv

Dioxido de

cloro

*El residuo de cloramina es méas estable y méas duradero que el cloro

libre, proporcionando una mejor proteccion contra el rebrote
bacteriano en sistemas con grandes tanques de almacenamiento y
tuberias de agua sin salida.

*Debido a que las cloraminas no tienden a reaccionar con

compuestos organicos, muchos sistemas experimentan menos

incidencias con problemas de sabor y olor cuando use cloraminas.

*Luces UV de baja presién y presion media disponibles.
*Muy efectivo contra bacterias y virus en concentraciones de
40,000 a 16,000 pW*seg / cm?.

*Subproductos minimos de desinfeccién producidos.

*Eficaz contra una amplia gama de patdgenos en el agua potable.

*No forma subproductos halogenados.

*Las propiedades desinfectantes de las cloraminas no son tan fuertes como
otros desinfectantes, como cloro, ozono y didxido de cloro.

*Las cloraminas no pueden oxidar hierro, manganeso y sulfuros.

*El exceso de amoniaco en el sistema de distribucion puede ocasionar
problemas de nitrificacion, especialmente en lugares con bajo nivel de
desinfectante residual.

*Las cloraminas son menos efectivas como desinfectantes a pH alto que a

bajo pH.

*El desinfectante fisico primario; requiere sustancia quimica secundaria
desinfectante para residual en el sistema de distribucion.

*Aguas con altas concentraciones de hierro, calcio, turbidez y los fenoles
pueden no ser aplicables a la desinfeccion UV.

Experiencia limitada y datos con flujos superiores a 200 GPM.

*Menos estable que otras especies de cloro y, por lo tanto, es dificil de
mantener un efecto residual en el sistema de distribucién durante mucho
tiempo.

*La eficiencia de la desinfeccidn se reduce significativamente a bajas
temperaturas.

*Debe ser generado en el sitio.

* Los costos quimicos son altos.
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Permanganato

de potasio

*Oxida el hierro y el manganeso y oxida el olor y los compuestos
gue causan sabor.

*Es facil de transportar, almacenar y aplicar.

*Es util para controlar la formacion de THM y otros SPD.

*Tiene poco impacto en otros procesos de tratamiento en el agua.

*Se requiere un largo tiempo de contacto.

*Tiene una tendencia a darle al agua un color rosado.

*No se generan subproductos al preparar la solucion de alimentacion, sin
embargo, el color purpura oscuro / negro que genera, puede causar lesiones
oculares graves, es irritante para la piel y puede ser fatal si es ingerido. La
sobredosificacion es peligrosa ya que puede causar problemas de salud como
ictericiay presion arterial baja.
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Las tecnologias de desinfeccion anteriormente mencionadas en su mayoria se ven limitadas ya que
no tienen un efecto residual duradero o debido a que los subproductos que se generan durante el
proceso resultan dafiinos para la salud, es por ello que la busqueda de tecnologias continuard
durante las proximas décadas, tratando de implementar nuevos métodos los cuales garanticen la

inactivacion total de los microrganismos y que estén al alcance de la poblacion.

1.5 Nanotecnologia como un método de desinfeccion

Los nanomateriales se definen generalmente como particulas de menos de 100 nm. A esta escala,
los materiales a menudo poseen nuevas propiedades y diferentes de sus contrapartes de dimension
micrométrica, muchas de las cuales han sido exploradas para aplicaciones en el tratamiento del agua
y aguas residuales. Algunas de estas aplicaciones utilizan las propiedades de los nanomateriales
dependientes del tamafio, lo cual se relacionan con una alta area de superficie especifica, que
influye en la disolucién rapida y la alta reactividad (Qu et al., 2013).

Las aplicaciones de los nanomateriales que se analizan a continuacion estan en funcion de los
procesos de operacion (Tabla 5). La mayoria de las aplicaciones que se analizan todavia se
encuentran en la etapa de investigacion de laboratorio, sin embargo, de manera complementaria se

muestran las propiedades de las membranas nanocompuestas en la rama de desinfeccién.



Tabla 5. Aplicaciones actuales y potenciales de la nanotecnologia en el tratamiento de agua y aguas residuales (Qu et al., 2013).

Nanomateriales

Aplicaciones ) Propiedades deseables de los nanomateriales Tecnologias habilitadas
representativos
Adsorcion Nanotubos de carbon.  Area superficial especifica alta, sitios de adsorcion altamente Preconcentracion / deteccion de contaminantes,
evaluables, quimica de superficie sintonizable, facil adsorcion de contaminantes recalcitrantes.
reutilizacion.
Filtros de medios adsorbentes, reactores de lodo.
Oxido metalico a Area de superficie especifica alta, distancia de difusion
nanoescala. intraparticula corta, mas sitios de adsorcion, compresible sin
reduccién significativa del area de superficie, facil
reutilizacion, algunos son superparamagnéticos. Nanoadsorbentes reactivos
Nanofibras con Quimica de la superficie del caparazon adaptada para la
estructura de nicleoy  adsorcion selectiva, nicleo reactivo para la degradacion,
caparazon. distancia corta de difusion interna.
Membranas y Nano-zeolitas Tamiz molecular, hidrofilicidad. Membranas de nanocompuestos de pelicula
procesos de delgada de alta permeabilidad
membrana
Nano-Ag Actividad antimicrobiana fuerte y de amplio espectro, baja Membranas antiinflamables.

Nanotubos de carbon.

toxicidad para los humanos

Actividad antimicrobiana (nanotubos de carbono no alineados).

Membranas antiinflamables.




Desinfeccién y

control microbiano

Agquaporin

Nano-TiO,.

Nano-magnetita.

Nano-Ag

Nanotubos de carbén

Nano-TiO 2

Diametro pequefio, suavidad atdmica de la superficie interna,
quimica de apertura sintonizable, alta estabilidad mecénica y
quimica.

Alta permeabilidad y selectividad.

Actividad fotocatalitica hidrofilicidad, alta estabilidad

guimica.

Quimica de superficie sintonizable, superparamagnética.

Actividad antimicrobiana fuerte y de amplio espectro, baja

toxicidad para los humanos, facilidad de uso.

Actividad antimicrobiana, forma de fibra, conductividad.

Generacion fotocatalitica de ROS, alta estabilidad quimica,

baja toxicidad humana y costo.

Membranas de nanotubos de carbono alineadas

Membranas de Aquaporin

Membranas reactivas, membranas
nanocompuestas de pelicula fina de alto
rendimiento.

Osmosis delantera

Desinfeccidn del agua, superficie anti-

bioincrustacion.

Desinfeccién del agua, superficie anti-
bioincrustacion.
Desinfeccion a gran escala y la

descontaminacion.
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Deteccion y monitoreo

Puntos cuanticos

Nanoparticulas de
metales nobles.

Nanoparticulas de

silice dopadas con

colorante.

Nanotubos de carbén

Nanoparticulas

magnéticas

Amplio espectro de absorcion, emision estrecha, brillante y
estable que se escala con el tamafio de particula y el

componente quimico.

Resonancia de plasmones de superficie localizada mejorada,
alta conductividad.

Alta sensibilidad y estabilidad, rica quimica de silice para una

facil conjugacion.

Gran superficie, alta resistencia mecanica y estabilidad

guimica, excelentes propiedades electrénicas.

Quimica de superficie sintonizable, superparamagnetismo

Deteccion Optica

Deteccion Optica y electroquimica.

Deteccidn optica.

Deteccidn electroguimica, preconcentracion de

muestras.

Preconcentracion y purificacién de muestra
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1.6 Nanomateriales antimicrobianos

A partir del efecto que presentan las Nps hacia la inactivacion de microorganismos, se ha
investigado sobre qué parte celular afecta cada una de ellas en las bacterias. En estudios previos se
ha identificado que las Nps antibacterianas interacttan con las células microbianas a través de una
variedad de mecanismos. Los principales mecanismos antimicrobianos informados en la literatura
se resumen en la Figura 2. Las Nps pueden interactuar directamente con las células microbianas,
por ejemplo, interrumpir la transferencia de electrones transmembrana/ penetrar la membrana
celular, oxidar los componentes celulares y producir productos secundarios por ejemplo, especies de
oxigeno reactivo (ROS) o iones de metales pesados disueltos, que causan dafio. A continuacion se
muestran los efectos sobre las células microbianas, en donde las Nps mas cominmente utilizadas
son base Ag, ZnO y TiO, (Li et al., 2008).

Liberacidi deiones Oxidacion de proteinas Ruptura /de la
» membrana/Pared

celular

“

Dafio al ADN
Generacion de las

Especies Reactivas
de Oxigeno

Interrupcion del transporte de electrones

Figura 2. Diversos mecanismos de actividades antimicrobianas ejercidas por los nanomateriales (Li
et al., 2008).



1.6.1 Nanoparticulas de Ag

Las propiedades antimicrobianas de los compuestos de plata y los iones de plata han sido
reconocidas en una amplia gama de aplicaciones, desde la desinfeccion de dispositivos médicos y
electrodomésticos hasta el tratamiento de agua (Bosetti et al., 2002, Chou et al., 2005, Gupta y
Silver, 1998). Los iones de plata interacttan con los grupos tiol en las proteinas, lo que resulta en la
inactivacién de las enzimas respiratorias y conduce a la produccion de ROS (Matsumura et al.,
2003). También se demostré que losiones Ag * evitan la replicacion del ADN, afectando la
estructura y la permeabilidad de la membrana celular, con lo cual se provoca la lisis de la misma, tal
como se muestra en la Figura 3. Este hecho conlleva a una mayor permeabilidad en la pared celular
dejando a la célula bacteriana incapaz de la regulacion del transporte a través de la membrana
plasmatica, lo que culmina con la muerte celular (Feng et al., 2000, Monge, 2009). Estos iones de
plata son fotoactivos en presencia de irradiacion UV lo que lleva a una mayor inactivacién de
bacterias y virus (Kim et al., 2008, Rahn et al., 1973).

Membrana L
celular

\ Nanoparticula
/ Carga positiva

< Cambiosen la
permeabilidad

Citoplasma

Flagelos

Figura 3. Efecto de las nanoparticulas de plata sobre E. coli (Monge, 2009).
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1.6.2 Nanoparticulas de ZnO

El Oxido de Zinc (ZnO) de tamafio nanométrico se ha utilizado en los filtros solares, revestimientos
y pinturas debido a su alta eficacia de absorcion UV y transparencia a la luz visible (Franklin et al.,
2007). Las Nps de ZnO muestran fuertes actividades antibacterianas en un amplio espectro de
bacterias (Sawai, 2003, Adams et al., 2006, Jones et al., 2008, Huang et al., 2008). EI mecanismo
antibacteriano de ZnO todavia estd bajo investigacion, sin embargo, sugirié que la generacién
fotocatalitica de perdxido de hidrogeno era uno de los principales efectos que desarrolla (Sawai,
2003), ademads, la penetracion de la envoltura celular y la desorganizacion de la membrana
bacteriana tras el contacto con Nps de ZnO también es un efecto para inhibir el crecimiento
bacteriano (Brayner et al., 2006, Huang et al., 2008).

1.6.3 Nanoparticulas de TiO,

El TiO, es el fotocatalizador semiconductor mads comlnmente utilizado entre los diferentes
nanomateriales. Activado por irradiacion UV sus propiedades fotocataliticas se han utilizado en
diversas aplicaciones medioambientales para eliminar contaminantes del agua y el aire (Gelover et
al., 2006, Murray et al., 2007, Salthammer y Fuhrmann, 2007). El TiO, puede matar bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas, aunque las bacterias Gram-positivas son menos sensibles debido
a su capacidad de formar esporas (Wei et al., 1994). Estudios mas recientes han informado que el
TiO, puede matar virus incluyendo el de la polio 1 (Watts et al., 1995), el virus de la hepatitis B
(Zan et al., 2007) y el virus del herpes simplex (Hajkova et al., 2007). Segun la literatura la
concentracion de TiO, requerida habitualmente para matar bacterias varia entre 100 y 1000 mg/L,
dependiendo del tamafio de las particulas, de la intensidad y longitud de onda de la luz utilizada
(Wei et al., 1994). La actividad antibacteriana de TiO, se relaciona con la produccién de ROS,
especialmente radicales de hidroxilos libres y peréxido formado bajo irradiacion UV-A (Kikuchi et
al., 1997). Una caracteristica atractiva del TiO, es su potencial para ser activado por luz visible, por
ejemplo, la luz del sol, mejora significativamente la desinfeccidn, lo cual se puede lograr dopando
su estructura o al ser acoplado a Nps metalicas de la plata, oro, paladio, etc.

Las membranas impregnadas con Nps son un ejemplo contundente de la aplicacion de diferentes
materiales en la desinfeccién de agua., Basado en las propiedades bactericidas que las Nps
mantienen, se han logrado grandes resultados de desinfeccion. Actualmente, las geomembranas
fungen un papel importante en los sistemas de captacion de agua, con los cuales se puede dar
solucioén a las problematicas de la escasez de agua y al mismo tiempo ejercer un efecto bactericida

para mantener la calidad de agua.
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1.6.4 Efectos de las nanoparticulas en la membrana celular

En estudios previos se evalué el efecto de la Nps sobre E. coli, en los cuales se confirmd que las
células se dafiaron, mostrando la formacion de "hoyos" en la pared celular de la bacteria, mientras
gue las Nps de Ag se encontraron acumuladas en la membrana bacteriana. Una membrana con tal
morfologia exhibe un aumento significativo en la permeabilidad, lo que resulta en la muerte de la
célula. En dicho estudio se aprecia la morfologia de superficie tanto de la E. coli nativa (Figura 4a)
como de la tratada (Figura 4b) en medio LB (Luria-Bertani), las células bacterianas tratadas
cambiaron significativamente y mostraron un dafio mayor, que se caracteriz6 por la formacién de
"fosas" en sus paredes celulares. El andlisis TEM mostrd claramente que las Nps se acumularon en

la membrana, mientras que algunas penetraron con éxito en las células (Figura. 5ay b).
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Figura 4. Micrografias electronicas de barrido 10, 000x de células nativas de E. coli (a) y células
tratadas con Nps de plata en medio liquido LB durante 4 h (b) (Sondi y Salopek, 2004).
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Figura 5. Micrografia electrénica de transmisién de células de E. coli tratadas con de Nps de plata
en medio liquido LB durante 1 h (a) y vista ampliada de la membrana de esta célula (b) (Sondi y
Salopek, 2004).

1.6.5 Caracterizacion de nanoparticulas: resonancia superficial de plasmon

La presencia de electrones libres en la banda de conduccién de la superficie de las Nps metélicas,
inducen una excitacion colectiva de los electrones libres cuando se recibe un haz de luz incidente, la
cual es detectada por el espectrofotometro y se le Ilama polaritdn del plasmén de superficie.

Para determinadas frecuencias, se produce un acoplamiento entre las frecuencias de la onda
incidente y de la oscilacion del polariton; este fenémeno se Ilama resonancia del plasmén de
superficie y tiene la capacidad de absorber determinadas frecuencias de la luz incidente y de
transmitir las frecuencias no absorbidas que se asocian a un determinado color (Cornejo, 2015).

En las Nps de los metales nobles como el oro y la plata, la resonancia es maxima y su frecuencia se
produce en el campo visible del espectro electromagnético. Esta resonancia se origina cuando el
tamafio de las Nps es mucho menor que la longitud de onda de la radiacion incidente, d<A. En estas
circunstancias se producen excitaciones dipolares fuertes de los electrones libres en la superficie de
la particula; con la resonancia del plasmon se produce un fuerte acoplamiento de los electrones
libres con el haz de luz incidente como consecuencia de los fotones absorbidos.
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https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/silver-nanoparticles

La frecuencia de resonancia y la anchura de banda de absorcion del plasmén, dependen del tamafio
y de la forma de las Nps (Figura 6). Esta dependencia permite seleccionar frecuencias de luz
reflejada a las que van asociadas distintas energias y colores, desde la luz ultravioleta hasta las
proximidades del campo infrarrojo. La posibilidad de modificar las frecuencias de resonancia es el
origen de las propiedades 6ptico electronicas de las Nps de oro y de plata principalmente.

Absorbancia

200 400 600 800

Longitud de onda (nm)

Figura 6. Variacion de la longitud de onda absorbida con la forma de las Nps (Cornejo, 2015).

La resonancia superficial de plasmoén (RPS) depende de la concentracion de las Nps, de su
distribucion espacial y de las propiedades de la matriz que las rodea.

La energia de la resonancia del plasmon de superficie depende de la densidad del plasma de
electrones libres y de la propiedad dieléctrica del medio que rodea la nanoparticula; esta energia
aumenta con la frecuencia de resonancia a medida que disminuye el didmetro de la nanoparticula y
cuando se cumple la condicion d<, siendo A la longitud de onda incidente expresada en nm.

Para las Nps de d<20 nm, el ancho de banda del plasmén aumenta progresivamente, a medida que
disminuye su tamafio; cuando el didmetro es d >20 nm, la anchura de banda se desliza a longitudes
de onda més largas, se producen multipolos y la oscilacion es mas compleja.

La modificacion de la longitud de onda (frecuencia) transmitida de las Nps de tamafios de unos
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pocos nandémetros, puede ser realizada modificando su forma. En la Figura 7 se muestra la relacion
entre el tipo de plasmon reflejado y la forma de la nanoparticula (Rivera'y Mejia, 2016).

Cada nanoparticula presenta un rapido y fuerte espectro de absorcion en las proximidades de
longitudes de onda, en este caso las Nps de Zinc se presentan a 350 y 400.
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Figura 7. Variacion de la longitud de onda absorbida conforme a la morfologia de la nanoparticula
(Riveray Mejia, 2016).

El espectro de absorcion de las Nps de plata se encuentra entre 300 y 400 nm. El valor maximo de
la longitud de onda de transmision se puede variar dentro de un amplio rango de valores A=393 -738
nm, variando el color de la suspension coloidal entre un amarillo claro y un color verde
respectivamente. En la Figura 8 se muestra la longitud de onda a la cual se presentan las Nps de Ag

y lavariacion de la morfologia.
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Figura 8. Relacion entre la variacion de longitud de onda y la morfologia de Nps de Ag (Sau et al.,
2010).

1.7 Membranas en la desinfeccién de agua

El objetivo basico del tratamiento del agua es eliminar los constituyentes no deseados. Las
membranas proporcionan una barrera fisica para dichos componentes en funcion de su tamafio, lo
que permite el uso de fuentes de agua no convencionales. Como componente clave del tratamiento y
la reutilizacion del agua, proporcionan un alto nivel de automatizacion, requieren menos uso de
productos quimicos, y la configuracién modular permite un disefio flexible (Qu et al., 2013).

Un desafio importante de la tecnologia de la membrana es la compensacion inherente entre la
selectividad de la membrana y la permeabilidad. El alto consumo de energia es una barrera
importante para la amplia aplicacion de procesos de membrana accionados por presion. El
ensuciamiento de la membrana aumenta el consumo de energia y la complejidad del disefio y

operacion del proceso. Ademas, es complicado mantener la vida util de las membranas y los
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mdbdulos de membrana. El rendimiento de los sistemas de membrana depende en gran medida del
material con el cual se constituye. Actualmente la impregnacion de nanomateriales funcionales en
las membranas ofrece una gran oportunidad para mejorar la permeabilidad de la membrana, la
resistencia a las incrustaciones, la estabilidad mecénica y térmica, asi como para crear nuevas

funciones para la degradacion de los contaminantes y la autolimpieza.

1.7.1 Membranas nanocompuestas

Un namero significativo de estudios sobre nanotecnologia de membrana se han enfocado en crear
sinergismo o multifuncion al agregar nanomateriales en membranas poliméricas o inorganicas. Los
nanomateriales utilizados para tales aplicaciones incluyen Nps de ZnO, Ag, y TiO,, estas Nps
inorganicas ayudan a mejorar la estabilidad mecénica y térmica de las membranas poliméricas,
reduciendo el impacto negativo de la compactacion y el calor en la permeabilidad de la membrana
(Ebert et al., 2004, Pendergast et al., 2010).

Los nanomateriales antimicrobianos como las Nps de Ag, pueden reducir el biofilm sobre la
membrana una vez que estén injertadas en la superficie polimérica, esto ayuda a inhibir la union
bacteriana y la formacion de biopeliculas (Mauter et al., 2011, Zodrow et al., 2009) asi como
inactivar virus (De Gusseme et al., 2011).

Las membranas incorporadas de Nps cataliticas (también conocidas como membranas reactivas)
combinan su funcion de separacion fisica y la reactividad de un catalizador hacia la degradacién de
contaminantes. Se han dedicado muchos esfuerzos para desarrollar membranas inorganicas
fotocataliticas consistentes en nanocatalcatalizadores, normalmente Nps de Titanio (TiO;Nps) o
TiO, modificado (Choi et al., 2006a).

1.8 Geomembranas, usos y aplicaciones en sistemas de captacién de agua

Ademas de las membranas, los geosintéticos han sido utilizados como barreras impermeables en las
presas desde 1959, el uso de geosintéticos en sistemas hidraulicos tiene el potencial de crecer
significativamente cuando se compara con el crecimiento esperado de la industria en otras areas
bien establecidas tales como transporte y sistemas ambientales. Si bien se han logrado avances
significativos en ingenieria de geosintéticos, ya que las geomembranas se usaron por primera vez en
estructuras hidraulicas, las investigaciones en curso y las evaluaciones de desempefio en el terreno
contindan brindando informacion valiosa.

Las geomembranas se utilizaron por primera vez en una presa construida en Contrada Sabetta
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(ltalia), en 1959, la estructura involucré un relleno de roca y una presa de mamposteria de
escombros, donde una geomembrana de poliisobutileno de 2 mm de espesor se instal6 durante la
construccion (Sembenelli y Rodriguez 1996). El principal mecanismo de infiltracion de agua a
través de geomembranas fue debido a pequefios defectos, gracias a ello se han instalado sistemas de
drenaje para recoger el agua que permea el revestimiento de la geomembrana con el fin de
minimizar la infiltracion en la estructura de la presa.

Actualmente las geomembranas tienen diferentes aplicaciones en el &rea de construccion entre las
cuales destacan: forros para agua potable, agua de reserva, liquidos residuales, liquido de desecho
radiactivo o peligroso, revestimientos para la contencion secundaria de tanques de almacenamiento
subterraneos, estanques solares, agricultura, industria, industria acuicola, estanques arquitectonicos,
canales y canales de transporte de desechos, vertederos de residuos sélidos primarios, secundarios y
terciarios y pilas de desechos, pilas de lixiviacion, paredes verticales. Sin embargo, debido a las
aplicaciones que se dan en forros de agua potable es importante identificar cual es el tipo de

geomembrana que se debe emplear, asi como las caracteristicas de cada una (Manan et al., 2015).

1.8.1 Tipos de geomembranas

Las geomembranas de polietileno se han usado ampliamente como barrera para liquidos o vapores
para muchas aplicaciones diferentes. Entre los materiales de geomembrana disponibles en el
mercado se encuentran : cloruro de polivinilo (PVC), polietileno clorado (CPE), polietileno
clorosulfonado (CSPE), caucho de etileno propileno (EPDM), polipropileno (PP), LLDPE,
polietileno de densidad media (MDPE), HDPE , geomembrana bituminosa, etc.

LLDPE y HDPE se seleccionan a menudo para geomembranas en aplicaciones expuestas, por
ejemplo, cubiertas de vertederos y depositos, revestimientos de estanques y canales, etc. Los costos
de construccion para geomembranas expuestas son menores que de geomembranas enterradas

cubiertas por suelos u otros materiales.

1.8.1.1 Geomembranas de cloruro de polivinilo plastificado (PVC-P)

Las geomembranas de cloruro de polivinilo plastificado (PVC-P) han sido el material mas utilizado
en la impermeabilizacion de yacimientos en Espafia en los afios 70 y 80. Desde ese punto de vista,
la institucion IRANOR cre6 un grupo de trabajo a fines de los afios setenta que elaboré una
regulacién de PVC-P para utilizar esas geomembranas para la impermeabilizacion de depdsitos y
public6 un estandar para laminas homogéneas. Posteriormente, se desarrollaron otros métodos, por

ejemplo, relacionados con fibra de vidrio y refuerzos de tela sintética, tanto resistente como no

Sanchez-Alvarez K.L.



resistente a materiales bituminosos y, para diferentes aplicaciones como Ingenieria Civil u Obras de

Construccion (Manan et al., 2015).

1.8.1.2 Terpolymer Rubber (EPDM)
Terpolymer rubber (EPDM) es el compuesto macromolecular de una geomembrana utilizada en
obras hidraulicas y obras de construccion. EPDM tiene un uso extenso y podria considerarse la

barrera sintética méas utilizada en paises como EE. UU.

1.8.1.3 Polietileno de alta densidad (HDPE)

HDPE se usa mas comunmente a nivel internacional debido a su disponibilidad y costo de material
relativamente econdémico. EI HDPE es un producto excelente para aplicaciones grandes que
requieren resistencia a los rayos UV y al ozono, resistencia quimica o instalaciones de alta calidad.
Tipicamente utilizado en aplicaciones de vertederos y mineria, este producto se entrega en rollos
grandes con un ancho de 22.5 'y es soldado por calor en el campo por técnicos capacitados que
proporcionan una instalacion certificada de alta calidad. Las geomembranas de HDPE ofrece el
revestimiento mas rentable para proyectos grandes. Se encuentra disponible en espesores que van de
40 a 120 mil. Los materiales de revestimiento de HDPE son una opcion rentable para los proyectos
de revestimiento expuestos. Este producto ha sido utilizado en vertederos, lagunas World Wide
Technology (WWT), lagunas de desechos animales y aplicaciones mineras. En la Figura 9 se
muestra el tipo de geomembrana utilizada en 237 de las presas alrededor del mundo. El cloruro de
polivinilo (PVC) se ha utilizado en la mayoria de los proyectos, aunque varias formas de poliolefina

(LLDPE y HDPE) también se han utilizado en una serie de aplicaciones (Zornberg, 2005).
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Figura 9.Tipos de geomembranas utilizadas en proyectos de presas (Zornberg, 2005).

1.8.2 Durabilidad de las ggomembranas

Los resultados de monitoreo continuo estiman que la vida media de las geomembranas de HDPE
para cubiertas, es de aproximadamente 450 afios a una temperatura de 20 ° C. La vida media
disminuye con la temperatura y se espera que sea menor para las resinas que no sean HDPE. Sin
embargo, particularmente cuando se compara con la vida media que podria atribuirse a materiales
como el hormigén, la longevidad de las geomembranas se considera excesivamente adecuada para
aplicaciones hidraulicas. El cloruro de polivinilo plastificado (PVC-P), el polietileno de alta
densidad (HDPE) y el caucho de terpolimero del monémero de etileno-propileno-dieno (EPDM)

son tres tipos de geomembrana que son de comportamiento a largo plazo (Manan et al., 2015).

Uno de los grandes retos del presente proyecto es prolongar el efecto bactericida de las Nps al
soportarlas en geomembranas y mantener el efecto residual durante un largo periodo ya que

actualmente la aplicacion de una mayor concentracion de biocida solo da como resultado una menor
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prolongacion de la vida atil del material. Al mismo tiempo del impacto ambiental, una desventaja
inherente es la emision de cantidades relativamente grandes de biocidas en el medio ambiente.

Un enfoque para limitar la cantidad de biocida necesaria, mientras se mantiene una resistencia
bioldgica adecuada, es utilizar una tecnologia de liberacion lenta. La seleccion de un sistema de
liberacion adecuado permite mantener la concentracion del agente activo por encima de la
concentracion de inhibicién minima efectiva (CIM), al mismo tiempo que disminuye la liberacion

inicial y la cantidad total de biocida necesaria (Figura 10).

Liberacion no controlada Liberacion controlada

.

Concentracion

Concentracian

CMI

e Sssssssssssssssssssssss jessssssssssssssssssensanEe

Tiempo Tiempo

Figura 10. Efecto del sistema de liberacién controlada sobre las concentraciones de biocidas a

tiempo (CMI = concentracion inhibitoria minima) (Eversdijk et al., 2012).

1.8.2.1 Biofilm

Entre los factores que afectan la duracion de la geomembrana se encuentra el llamado biofilm.
Existen varias teorias con respecto a la adhesion de los microorganismos. Mientras algunas se basan
en las fuerzas de Lifshitz-Van der Waals, como también las fuerzas de atraccion y repulsién; otras
se inclinan por la teoria de la termodindmica, basada en la energia libre de adhesion, derivadas de
las energias libres de superficie de la célula, y la superficie del sustrato. De otra parte, también se
afirma que los apéndices de las superficies celulares o la excrecion de adhesivos ayudan a la
fijacion, en mayor nimero, que las consideraciones estrictamente termodinamicas (Busscher et al.,

1997). Los microorganismos tienden a adherirse a superficies vivas o inertes para colonizarlas,
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crecer y formar una matriz polimérica autoproducida, en la cual pueden confluir maltiples especies
microbianas. A todo el conjunto se le denomina biofilm (Carpertier y Cerf, 1993).

La capacidad para formar biofilms no parece restringirse a algunos grupos especificos de
microorganismos y se considera, que bajo condiciones ambientales adecuadas, la inmensa mayoria
de las bacterias pueden sobrevivir dentro de los biofilms (Donlan, 2002; Thomas y Nakaishi, 2006).
Los biofilms son necesarios para permitir a la bacteria persistir y resistir las condiciones adversas
del medio, mientras que el modo de crecimiento plancténico es importante para la propagacién de
bacterias.

La primera evidencia publicada sobre la existencia de un biofilm, fue la realizada por Duguid,
Anderson y Campebell (1966), poniendo en evidencia la adhesion de Salmonella sobre superficies
alimentarias. Desde entonces, se han publicado numerosos estudios que describen la habilidad de
los microorganismos patégenos para formar biofilms, entre los que se encuentran Yersinia

enterocolitica, Campylobacter jejuni y Escherichia coli 0157:H7 (Shiy Zhu, 2009).

1.8.2.2 Crecimiento de biofilm en superficies

El desarrollo de un biofilm puede ocurrir sobre casi todas las superficies y cualquier medio
ambiente, en el que existan microorganismos viables presentes. En la mayoria de los casos, los
microorganismos se adhieren a sustratos sélidos que pueden ser vivos o inanimados y/o a las formas
inorganica y organica, un requisito esencial para su supervivencia y reproduccion normal (Kumar y
Anand, 1998).

La fijacion bacteriana a la superficie depende del tiempo, en el que las bacterias se unen
activamente a las superficies por medio de apéndices, como los flagelos, pilis, adhesinas y capsulas
bacterianas. La alta energia libre y las superficies himedas promueven la adhesion bacteriana,
formando microcolonias de unidn irreversible, donde las células ya no presentan movimiento
browniano. A diferencia de la etapa de disposicién de la superficie, el tiempo para que se produzca
la adhesién celular depende de la especie bacteriana y los sustratos presentes en las superficies
(Marshall, 1992; An y Friedman, 1998; Chmielewski y Frank, 2003). La formacion de biofilms
puede liderar serios problemas, en este caso puede impedir el contacto de la bacteria con la
superficie de la geomembrana disminuyendo la eficacia de tratamiento y promover la répida
sustitucion o lavado de la geomembrana.

Existen diferentes factores que afectan el desarrollo y estructura del biofilm, dentro de los cuales se
pueden mencionar los siguientes: Las propiedades de la superficie, la disponibilidad de nutrientes,

la composicion de la comunidad microbiana, la disponibilidad de agua, la interaccion

Sanchez-Alvarez K.L.



interespecifica, el transporte celular y la temperatura. (Chmielewski y Frank, 2003; Garret et al.,
2008; Shi y Zhu, 2009; Van Houdt y Michiels, 2010).

1.9 Estudios previos

En un estudio elaborado en el afio 2011 en la Universidad de Bucaramanga, se sintetizaron Nps con
tres agentes reductores: cisteina, aniones citrato e hidracina, obteniendo un mejor resultado con las
AgNps que fueron sintetizadas a partir de hidracina, en dicho estudio se obtuvieron las siguientes
concentraciones bactericida frente a E. coli 0.25 pg/L de AgNps para CMI y 1 pg/L de AgNps
CMB (Paredes, 2011).

En otro estudio elaborado en el 2014 en la universidad de Barcelona Espafia, se impregnaron
superficies duras de poliéster con un area de 5x5 cmy un grosor de 1 cm (Figura 11) utilizando dos
tipos de biocida, ZnO Nps, Ag Nps y ZnO Nps + Ag frente a Sthapylococcus aureus y E. coli
(Fontecha, 2014).

AgNps InONps

EO0X50 cm*yungrosorde 1 cm

Figura 11. Superficies duras de poliéster impregnadas con Nps de Ag y ZnO (Fontecha, 2014).

Como resultados se observé que la superficie biocida con mezcla de Ag Nps + ZnO Nps en su
concentracion mas alta de 850 mg/L Ag + 400 mg/L ZnO, fue la que presentd una mayor eficacia
antimicrobiana, con un valor de 5.11 log 10 UFC (unidades formadoras de colonias)/cm’ para E.
coli y de 4.80 log 10 UFC/ cm?para S. aureus (Tabla 6).
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Tabla 6: Eficacia antibacteriana de superficies duras de poliéster (Fontecha, 2014).

Tipo de superficie

Concentracion

Eficacia antibacteriana

biocida mg/L E. coli S. aureus

400 0.12°% +0.51 0.1799+0.58

500 0.25%+0,71 0.47 °'+ 0.83

Np ZnO 650 0.83°'+0.57 0.83°"+0.65
850 2.07%%+1.01 1.19%¢+0.92

400 2.359%+0.46 2.38°F+0.41

500 4.14°F+0.44 2.89°F+0.33
Np Ag 650 4.67°PE +0.40 3.622°P +0.43
850 49025 +0.31 3.84%¢+0.37

400+400 4579 +0.36 3.63°P+0.33

Np Ag + Np ZnO 500+400 4.75°°P +0.37 3.77°¢+0.41
650+400 4.89°°+0.36 439°8+041

850+400 51134 +0.31 4.80°%" +0.47

Recuentos bacterianos medidos expresados en logy, UFC cm

En otro estudio realizado en la Universidad Auténoma de San Luis Potosi por Sanchez (2017) se

evalu6 la eficiencia en la eliminacion de E. coli con tres materiales elaborados a partir de

polietileno y fueron impregnados a diferentes concentraciones de ZnO/Ag y plata idnica. Los
materiales empleados en el estudio fueron Abact 425 (6.046 mg/L Ag), Pafi Pl 021 (2.492 mg/L Ag
+ 18.31 mg/L ZnO) y finalmente Silver Plus ZnO al 7% (0.439 mg/L Ag + 216 mg/L ZnO). La

cuantificacion del crecimiento microbiano se realiz6 mediante cinéticas y se colocaron los

materiales en matraces Erlenmeyer, cada matraz fue inoculado con E. coli utilizando como método

de cuantificacion la escala de Mc Farland, 1907 (Figura 12).
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Figura 12. Pellets impregnados de Nps de plata y zinc para la evaluacion del crecimiento

microbiano (Sanchez, 2017)

Al finalizar las cinéticas de crecimiento bacteriano se identificd que el lecho de pléastico
antimicrobiano basado en Silver Plus ZnO 7% (0.439 mg/L de Ag y 216 mg/L de ZnO) fue el
material con el cual se obtuvo una mayor eficiencia frente a la eliminacion de E. coli, al lograr
inhibir un 99 % del crecimiento microbiano, seguido de Abact 425 con un 11%, mientras que Pafi
PI 021 no presentd inhibicion (Tabla 7).

Tabla 7: Eliminacion de E. coli con Nps de Zinc y Plata (Sanchez, 2017).

Concentracion

. Concentracion Porcentaje de
) de Oxido de o
ID material ) de Plata inhibicién
Zinc (ma/L) (%)
m ()
(mg/L) ’
Silver plus ZnO al 7% 216 0.439 99.9
Abact 425 PI 0 6.046 11
Pafi Mx P1 021 18.31 2.492 No presentd
Control 0 0 No presentd
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Como resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB), los valores obtenidos fueron de 22 mg/L de ZnO y 0.05 mg/L de Ag para CMI,
mientras que para la CMB se obtuvieron valores de 216 mg/L de ZnO y 0.439 mg/L de Ag
respectivamente. En este ultimo estudio se evalu6 la durabilidad del efecto bactericida en los pellets
de polietileno, para el cual se presume su tiempo de vida es de 1000 dias aproximadamente.

Los estudios mostrados anteriormente son el resultado de la impregnacion de Nps metélicas en
diferentes superficies, sin embargo, actualmente no existen estudios donde se evalle el efecto
bactericida de las Nps metélicas soportadas en geomembranas comerciales, que puedan
proporcionar un efecto bactericida frente a E. coli y puedan servir como recubrimiento en sistemas
de captacién de agua.

Con base a lo anterior surge el presente proyecto el cual tiene como objetivo evaluar el efecto
bactericida de las Nps de plata y zinc soportadas en geomembranas comerciales, las cuales se
pretende sean utilizadas como método de desinfeccion para agua, que presenten un efecto residual

durante el tratamiento y funjan como un sistema de almacenamiento o captacion de agua potable.
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2. Materiales y metodos para evaluar la eliminacion de
Escherichia coli en agua estancada y la caracterizacion de

geomembranas impregnadas con nanoparticulas metalicas

2.1 Propiedades y caracteristicas de las geomembranas

En este trabajo de investigacion se evaluaron superficies basadas en materiales plasticos
impregnados con particulas de caracter antibacteriano, las cuales se conforman con Nps base Ag y
ZnO. Para ello, mediante un proceso de extrusion de pelicula plana se fabric6 una capa de la
membrana de plastico con un espesor de 25 micras. El proceso para fabricar una pelicula plana
consistio en fundir el material plastico, previamente mezclado con las Nps de caracter
antimicrobiano, usando un husillo “tornillo” de transporte con calentamiento a una temperatura
entre 160 a 210°C, para posteriormente hacerlo pasar a través de una apertura conocida como
“dado” que moldea el plastico fundido en forma de pelicula plana (Figura 13).

Rodillo

Figura 13. Esquema de fabricacion de la capa de pléstico con caracter antimicrobiano para su uso
en geomembranas (Valle, 1993).
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Para el desarrollo del presente proyecto se proporcionaron cinco geomembranas elaboradas con
base a poliolefinas (polietileno y polipropileno) las cuales estdn impregnadas de Nps de zinc y plata
(Tabla 8). En este estudio se emplearon equipos y materiales de laboratorio que se enlistan en la
Tabla 9.

Tabla 8. Geomembranas utilizadas para la eliminacion de E. coli

Composicion reportada por el

Geomembrana Nombre ]
fabricante

1 PE4F2 400 Hasta 400 ppm de ZnO y hasta 200 ppm
de plata
En pléstico de polietileno

2 Silver Plus 200 2E Hasta 200 ppm de ZnO y hasta 127 ppm
de plata
En pléstico de polietileno

3 Silver Plus 200 2PP Hasta 200 ppm de ZnO y hasta 200 ppm
de plata
En pléstico de polipropileno

4 Silver Plus 500 PP Hasta 500 ppm de ZnO y hasta 300 ppm
de plata
En pléastico de polipropileno

5 Silver Plus 1000 PP Hasta 1000 ppm de ZnO y hasta 600

ppm de plata

Sanchez-Alvarez K.L.



Tabla 9. Equipos utilizados durante el estudio

No. Nombre del equipo Marca Modelo No. serie
1 Autoclave Hinotek YX-280B 125-1724
2 Balanza analitica Ohaus EP214C 10851125081588 P
3 Campana de extraccion - - -
4 Destilador FELISA FE-390 1301070
5 Espectrofotometro de Perkin Elmer AAnalyst400 2015-1401-2003
absorcion atomica
6 Espectrofotometro UV- HACH DR 5000 1302661
Visible
7 Incubadora con agitacion e Lumistell IRO-70 14038IRO70
iluminacién
8 Mufla NOVATECH MD-20 58014
9 Parrilla de calentamiento IKA RT-10PS1 3.385928
con agitacion multiple
10 Agitador Vortex Corning 6775 S$3101225
11 Campana de flujo laminar NOVATECH CFLH-90 058962
12 Microscopio dptico Carl Zeiss Primo Star 415500

2.2 Andlisis de la concentracion inicial de nanoparticulas de Ag y Zn en

las geomembranas

Se pesaron las geomembranas en la balanza manteniendo un peso promedio de 1.3 g. Cada

geomembrana se coloco en un crisol y se llevo a la mufla a una temperatura de 600° C durante 20

minutos para calcinar el contenido organico y mantener solo la composicién inorganica.

Se retiraron los crisoles de la mufla y fueron colocados en la estufa hasta alcanzar una temperatura

ambiente. Las cenizas se vaciaron en un vaso de precipitados de 50 ml y se afiadieron 10 mL de

HCI al 10% y 15 mL de HNO; al 20 %, cada vaso fue colocado en una parrilla corning a una
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temperatura de 100 °C durante 20 minutos dentro de la campana de extraccion, una vez que se
disolvieron las cenizas en el medio acido, la solucion fue vaciada a un matraz de 50 ml y se aford
con agua destilada (Figura 14).

Para realizar la determinacion de Ag y Zn en las geomembranas se utiliz6 Espectroscopia de
Absorcion Atémica en Flama (EAA), dicho andlisis tiene como fundamento la absorcion de
radiacion de una longitud de onda determinada. Esta radiacion es absorbida selectivamente por
atomos que presentan niveles energéticos cuya diferencia en energia corresponde en valor a la
energia de los fotones incidentes. La cantidad de fotones absorbidos, esta determinada por la ley de
Beer, que relaciona ésta pérdida de poder radiante, con la concentracion de la especie absorbente y
con el espesor de la celda o recipiente que contiene los atomos (Harvey y Rodriguez, 2002).

El estudio de absorcion atomica se realizd en el equipo PerkinElmer Analist 400, los gases
utilizados fueron acetileno Infra® a una pureza de 99.6 %, y aire comprimido Infra® extra seco. El
analisis de Zn se llevé a cabo a 213.86 nm, con estandares de 1, 10, 100, y 1000 mg/L, mientras que
la Ag se analiz6 a 328.07 nm, con estandares de 1.6, 16 y 160 mg/L, los limites de deteccion del

equipo son de 0.008 para el Zn y de 0.0001 para Ag.

Calcinado de geomembrana a Disolucén de cenizas en HCl al Muestras a analizar en
600°C durante 20 minutos. 10% y HNO; al 20%. Espectroscopia de Absorcion.

Figura 14. Preparacion de muestras para el estudio de espectroscopia de absorcion atdbmica
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2.3 Cinéticas de crecimiento de E. coli

2.3.1 Preparacion del material

Para la implementacion de las cinéticas fue necesario el uso de tubos de ensaye especiales con
dimensiones de 2.5 cm de ancho x 20 cm de largo segln lo establecido en la norma HS 1001, en la
cual se muestra el procedimiento para evaluar la migracion global de plésticos que estan destinados
a entrar en contacto con alimentos, lo anterior considerando que las geomembranas pueden ser
implementadas en sistemas de captacion de agua potable para consumo humano.Durante el estudio
se cortaron cuatro tiras de cada geomembrana a una longitud de 2.5 x 20 cm y se fijo cada
geomembrana en soporte plastico, el objetivo de éste fue mantener la geomembrana rigida para
permitir el contacto directo con la solucion dentro del tubo y evitar que se desplazara hacia la
superficie (Figura 15). Finalmente se coloc6 todo el sistema dentro del tubo.

Corte de gecomembranas 2.5 Montaje de geomembranas en Tubo de ensaye con
cm de ancho x 20 cm de largo. las superficies plasticas. geomembranas.

Figura 15. Corte y montaje de las geomembranas en los tubos de ensaye.

Una vez soportadas las geomembranas en los tubos se procedié a esterilizar el material para
eliminar la carga microbiana patégena y no patogena. Los tubos se recubrieron con papel kraft,

sellados con cinta para esterilizar y fueron puestos en autoclave a 125°C durante 20 minutos.

2.3.3 Cuantificacion de E. coli

Como medio de cultivo se utilizé agua peptonada la cual contiene 10 g de peptona de carne y 5 g de
NaCl en 1000 mL. Se agregaron 80 mL del medio de cultivo a los tubos de ensaye que ya habian
sido previamente esterilizados .Cada tubo de ensaye se inocul6 con E. coli a una densidad Optica

inicial de 0.5 en la escala de Mc Farland equivalente a 10 ® bacterias/ml. Se colocaron los tubos a
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37°C, 200 rpm en una incubadora y la medicion del crecimiento se realizé cada hora hasta alcanzar
24 seguidas, en el espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm con la ayuda de celdas
Hach, el blanco empleado fue agua peptonada sin microorganismos (Paredes, 2011).

Durante las cinéticas se utiliz6 una geomembrana sin Nps inmersa en el medio de cultivo como
control y a partir de ella se determind el crecimiento estandar del microorganismo, los experimentos

se realizaron por triplicado.

2.4 Determinacion de la concentracibn minima inhibitoria y

concentraciéon minima bactericida

La concentracién minima inhibitoria (CMI) se define como la concentracion mas baja que inhibe el
crecimiento bacteriano. La concentracion minima bactericida (CMB) se define como la
concentracion minima que previene todo el crecimiento detectable, es decir el 99.9% de la
poblacién bacteriana (Korting y Hartinger, 1998). La pruebas de CMI y CMB se realizaron
Unicamente con la geomembrana Silver Plus 200 2E que presentd mayor efecto en la eliminacion E.
coli.

Las condiciones de temperatura y movimiento fueron las mismas que las cinéticas crecimiento, la
Unica variable modificada fue la concentracion de ZnO y Ag, se colocaron cinco concentraciones
diferentes en cada experimento (Tabla 10). La cinética se realiz6 durante 24 horas y se analizé el
crecimiento de E coli en el espectrofotémetro a 600 nm al igual que en las anteriores (Paredes,
2011).

Tabla 10. Concentraciones empleadas para evaluar CMI y CMB en la geomembrana Silver Plus
200 2E.

Experimento Concentracion de ZnO + Ag (mg/L)
1 7.5+0.18,
2 15+ 0.37
3 30+0.75
4 45+ 1.5
5 60 + 2.1
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2.5 Adaptabilidad de las geomembranas a diferentes temperaturas

Una de las propiedades que deben presentar las geomembranas es la funcionalidad a diferentes
temperaturas, ya que a partir de esta variable se puede determinar su aplicacién en diferentes
ambientes. El estudio se realiz6 a la temperatura de 30, 40 y 50 °C y a 0 rpm. El medio de
crecimiento fue agua peptonada y se inoculé con E. coli con una D.O. inicial de 0.5, la medicién se

realizo en el espectrofotometro a 600 nm durante 12 horas.

2.6 Resonancia superficial de plasmones (RSP)

El estudio de RSP sirve para identificar Nps de Zn y Ag en solucion. Lo anterior con el objetivo de
identificar el desprendimiento de Nps, provenientes de la geomembrana que se mantuvo en contacto
con el agua peptonada. Se tom6 una alicuota de 1 mL y se colocé en una rejilla de cuarzo (Riveray
Mejia, 2016). EIl analisis se llevd a cabo en el espectrofotometro a una longitud de onda de 0 a

1000 nm, se utilizé como blanco agua peptonada sin Nps (Figura 16).

L oo ren ]
el 2060
vor m il m 0 L) L] il 59
Volver Tobla rowanen | Iongtud e onda o]

Se colocé 1 mL de agua peptonada Se realizé escaneo de onda de O a : .
" Barrido obtenido.
en la rejilla de cuarzo. 1000 nm.

Figura 16. Andlisis de plasmdn superficial que se origina del medio peptonado donde se llevo a

cabo el tratamiento de inmersion de la geomembrana.
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2.7 Liberacién de nanoparticulas de zinc y plata

En cada tubo se afiadieron 80 mL de agua peptonada, hasta alcanzar una altura de 10 cm, los tubos
con las geomembranas se incubaron a 200 rpm y a 37 °C. Cada semana se tomo6 una muestra de 5

mL y se les realiz6 un filtrado para analizar en EAA (Figura 17).

Exposicion de la geomembrana Filtado de solucidon para analizar Muestras finales listas para el
en el agua peptonada en Absorcion. analisis.

Figura 17. Preparacion de muestras para analizar Zn y Ag desprendidos de las geomembranas.

2.8 Formacion de biofilm

Se prepar6 el material a las mismas condiciones de las cinéticas de crecimiento, pero esta vez se
incubaron los tubos durante 60 dias, y se tomd una muestra cada 20 dias de la geomembrana Silver
Plus 200 2E.

Se cortaron partes de la geomembrana de 1x1 cm, y se les realizo la tincion gram negativa para
identificar la presencia de E. coli. Se coloco en el portaobjetos la muestra de geomembrana, se
realizo el frotis y se dejé secar. Posterior a ello, se fijo la muestra en el porta objetos pasandolo a
través de la Ilama del mechero, se cubrié con unas gotas de cristal violeta durante 1 minuto y se
lavo el exceso de colorante con agua. Se afiadi6 lugol durante 1 minuto y se lavé nuevamente el
exceso con agua. Finalmente, se lavé la preparacion con alcohol durante 30 segundos, se cubrié con
safranina durante 1 minuto y se retir6 el exceso de colorante con agua (Vazquez et al., 2011). Se
observaron las muestras en el microscopio 6ptico marca Carl Zeiss a un aumento de 10, 40 y 100x

con aceite de inmersion (Figura 18).
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Como parte complementaria se realizé un andlisis en el MEB de las bacterias adheridas en la
geomembrana. Como medio de soporte se emplearon pines stub, éstos fueron recubiertos con cita
de carbdn y se colocé una muestra de 0.5 x 0.5 cm de la geomembrana Silver Plus 200 2E antes y
después del tratamiento con E. coli. Las muestras fueron recubiertas de oro paladio y se analizaron a
un aumento de x5000 en el Instituto de Metalurgia de la UASLP.

Preparacion de la muestra Observacién en microscopio a Bacterias gram negativas
P 10, 40 y 100x. observadas

Figura 18. Identificacion de E. coli en la geomembrana Silver Plus 200 2E por microscopio 6ptico.
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3. Resultados del efecto bactericida de las geomembranas
impregnadas con nanoparticulas metéalicas sobre Escherichia

coli en agua estancada

3.1 Concentracion inicial de plata y zinc en las geomembranas

Como resultados del analisis por EAA se obtuvieron las siguientes concentraciones mostradas en la
Tabla 11.

Tabla 11. Concentracion de Nps Ag y ZnO en cada geomembrana

Membrana Nombre ZnO (mg/L) Ag (mg/L)
1 PE4F2 400 24.30 2.47
2 Silver Plus 200 2E 60.93 2.61
3 Silver Plus 200 2PP 9.43 131
4 Silver Plus 500 PP 544 1.23
5 Silver Plus 1000 PP 15.60 0.12

Los resultados indican que la concentracion mas alta de ZnO y Ag se encuentra en Silver Plus 200
2E con 60.93 mg/L de ZnO y 2.61 mg/L de Ag. La determinacién de la concentracion es
importante ya que a partir de ella se puede identificar si es suficiente el activo antimicrobiano para
ejercer un efecto bactericida en E. coli, de lo contrario, sera necesario impregnar las geomembranas
a concentraciones mas altas.

Las concentraciones utilizadas en el presente proyecto son més bajas que las reportadas en la
literatura. Fontecha (2014) impregno superficies poliméricas a una concentracion de 400 mg/L de
Ag y 400 mg/L de ZnO, mientras que Sanchez (2017) impregné pellets de polietileno a
concentraciones de 216 mg/L de ZnO y 0.439 mg/L de Ag.
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3. 2 Resultados de la cinética de crecimiento

La evaluacion de la cinética de crecimiento permitié determinar cual es la geomembrana que
presentd un mayor efecto en eliminar a E. coli. En la Figura 19 se aprecia que solo tres
geomembranas presentaron efecto en la eliminacion de E. coli. Las membranas fueron: 1) Silver
Plus 200 2E con una concentracion de 60.93 mg/L ZnO y 2.61 mg/L Ag como la mejor
geomembrana al eliminar el microorganismo desde la segunda hora, 2) PE4F2 400 a una
concentracion de 24.30 mg/l ZnO y 2.47 mg/L Ag, la cual presentd un freno al crecimiento del
microorganismo mas no es su totalidad, y 3) Silver Plus 1000 PP con 15.60 mg/l ZnO y 0.12 mg/L

Ag que present6 un efecto minimo y llegd a comportarse de manera muy similar al control.
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Figura 19. Efecto bactericida de las cinco geomembranas frente a E. coli.

En la Tabla 12 se muestra Silver Plus 200 2E como el mejor material bactericida al eliminar 99.78
% de los microorganismos, seguido se encuentra PE4F2 400 con un porcentaje de 82.95% y
finalmente Silver Plus 1000 PP con un porcentaje de eliminacion del 5%.

Obtener un porcentaje de eliminacion del 99% es destacado ya que segun la EPA (1999) uno de los
principales objetivos de la desinfeccion de agua es lograr la inactivacion de los microorganismos

patdgenos en su totalidad, dicha geomembrana ademéas de eliminar al microorganismo, presentd
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efecto residual durante las 24 horas de andlisis, por lo cual se cumple con el supuesto de prevencion

del rebrote de microorganismos que establece la misma agencia.

Tabla 12. Porcentajes de eliminacion de E. coli obtenidos con cada geomembrana.

Porcentaje de

Material Nombre oliminacién %
1 PE4F2 400 (24.30 mg/l ZnO y 2.47 mg/L Ag) 82.95
2 Silver Plus 200 2E (60.93mg/l ZnO y 2.61 mg/L Ag). 99.78
3 Silver Plus 200 2PP (9.43 mg/l ZnO y 1.31 mg/L Ag) 0
4 Silver Plus 500 PP (5.44 mg/l ZnO y 1.23 mg/L Ag) 0
5 Silver Plus 1000 PP (15.60 mg/l ZnO y 0.12 mg/L Ag) 5

Uno de los factores que le aumentaron el desempefio de la geomembrana Silver Plus 200 2E, fue a
que las Nps de ZnO y Ag se encuentran impregnadas en la superficie de la geomembrana, lo cual
provoca un mayor contacto con la membrana celular de E. coli y causa la muerte de manera mas
rapida (Figura 20), comparado con las geomembranas restantes las cuales tienen las Nps de manera
inmersa y se puede dificultar el contacto con el microorganismo. Con base al estudio realizado por
Fontecha (2014) y Sanchez (2017), se considera un supuesto similar, ya que en ambos casos, los
materiales empleados presentaban la impregnacion de Nps en el interior lo cual pudo afectar el

contacto nanoparticulas-microorganismo y hacer mas lento el proceso.
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Figura 20. Distribucion de Nps en la geomembrana Silver Plus 200 2E (a), distribucion de Nps en

geomembranas restantes (b).

Con los resultados obtenidos, se muestra que en el presente estudio se optimiza el uso de las Nps de
ZnO y Ag con el uso de geomembranas, debido a que se impregnan las Nps de manera superficial
sin generar pérdidas de area. En la Tabla 13 se muestra un comparativo de la eficacia antibacteriana
obtenida por Fontecha (2014), Sanchez (2017) y el estudio actual. Fontecha (2014), a pesar de
tener una mayor concentracion de Nps (850 mg/L Ag y 400 mg/L ZnO) logré eliminar una
concentracion mas baja de microorganismos. Por otra parte Sanchez (2017), reportd
concentraciones de Nps de ZnO tres veces mas grandes a la concentracién actual, y logré eliminar
lo equivalente al presente estudio.

La accién inhibidora de las Nps sobre los microorganismos es parcialmente conocido. Se cree que
el ADN pierde su capacidad de replicacion y las proteinas celulares se inactivan en el tratamiento
con Ag (Feng et al., 2000). Hay informes en la literatura que muestran que la atraccién
electrostatica entre las células bacterianas cargadas negativamente y las Nps con carga positiva es
crucial para la actividad de las Nps como materiales bactericidas (Stoimenov et al., 2002).

Sin embargo, es necesario observar el efecto de las Nps en el microorganismo mediante
Microscopia Electronica de Barrido (MEB) para corroborar la presencia éstas en la membrana

celular.
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Tabla 13. Comparativo de la eliminacion de E. coli con estudios previos.

. i o Concentracion mg/L o ) )
Estudio Area biocida Eficacia antibacteriana
Nps Ag+ Nps ZnO

Fontecha (2014) (5x5x1cm) 850+400 128,824.95 bacterias /cm?
Sanchez (2017) (4x4x0.5 cm) 0.4+216 3,500,000,000 bacterias/ cm?
Estudio actual (10x 2.5cm) 2.6+60.9 3,500,000,000 bacterias/ cm?

3.3 Resultados concentracion minima inhibitoria y concentracion minima

bactericida con Silver Plus 200 2E.

En la Figura 21 se muestran los resultados de la CMI y CMB, a diferentes concentraciones de la
geomembrana Silver Plus 200 2E, donde se aprecia que CMI es una dosis dependiente, y que a
mayor concentracion de Nps se obtiene un mayor efecto bactericida, para entender lo anterior, en la
Tabla 14 se establecieron los porcentajes de inhibicion frente a E. coli obtenidos durante el estudio.
En ésta tabla se muestra que a una concentracion de 15 mg/L de ZnO y 0.37 mg/L de Ag se inhibi6
el 17 % de los microorganismos, por lo tanto se considera como CMI ya que fue la concentracion
mas baja que se necesita para ver efecto sobre E. coli, dicho supuesto se corrobora al observar el
experimento uno, el cual contiene una concentracion mas baja de Nps y no presenté efecto en el
microorganismo.

El valor de CMB se identificé a una concentracion de 60 mg/L ZnO y 2.61 mg/l de Ag ya que
inhibio6 el 99 % de E. coli, tal como lo establecié Korting y Hartinger (1998).

Al comparar el estudio realizado por Sanchez (2017) donde se identifico el valor de CMI a 22 mg/L
de ZnO y 0.05 mg/L de Ag, y CMB a 216 mg/L de ZnO y 0.439 mg/L de Ag, en el presente
estudio se logro inhibir el mismo porcentaje de microrganismos con una concentracion menor de
Nps asi como una menor superficie, lo cual implica beneficios econémicos en la optimizacion de las

Nps y del material en el cual estan soportadas.
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Figura 21. Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida de la

geomembrana Silver Plus 200 2E.

Tabla 14. Resultados de la concentracién minina inhibitoria y concentracién minima bactericida de

Silver Plus 200 2E.

Concentracion ZnO

Experimento

Concentracion Ag

Porcentaje de

(mg/L) (mg/L) eliminacion %
1 7.5 0.18 0.0
2 15 0.37 17.9
3 30 0.75 23.8
4 45 1.5 81.1
5 60 2.1 99.9
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3.4 Resultados de la adaptabilidad de las geomembranas a diferentes

temperaturas

En la Figura 22 se muestra el crecimiento de E. coli a una temperatura de 30° C y 0 rpm, al estar
en contacto con la geomembrana Silver Plus que presenta efecto bactericida y con la geomambrana
sin efecto bactericida. La cinética de E. coli sin el efecto bactericida, alcanzé un crecimiento de 3.40
x10® bacterias/ mL, mientras que crecimiento de E. coli cuando esta bajo el efecto bactericida de la
geomembrana alcanzé un crecimiento de 1.9722 x10° bacterias/mL. Bajo estas condiciones el
crecimiento de E. coli no es el ideal ya que uno de los principales factores que promueve su
crecimiento es la agitacion constante tal como lo reportd Paredes (2011), sin embargo, el efecto de
la geomembrana Silver Plus 200 2E , logré inhibir casi el 50 % del crecimiento de E. coli
comparado con el control. Con lo anterior, se establece que la geomembrana Silver Plus 200 2E
mantuvo el efecto bactericida frente a E. coli a una temperatura de 30 ° Cy 0 rpm.

En la Figura 23 se observa el efecto de la temperatura sobre E. coli a 40 °C y 0 rpm, donde se
aprecia un crecimiento un méaximo de 3.89 x10° bacterias/mL sin el efecto bactericida de la
geomembrana, y un crecimiento méaximo de 2. 13x10® bacterias/mL con efecto bactericida de la
geomembrana. Este Gltimo valor de 2.13x10° bacterias/mL a 40°C es muy similar al crecimiento de
1.9722 x10°® bacterias/mL que se obtuvo a 30° C, por lo cual se establece que a estas temperaturas el
efecto bactericida de la geomembrana se mantiene, sin que la modificacion de ésta variable afecte
su funcionamiento.

En el ultimo experimento realizado a una temperatura de 50°C y 0 rpm, se observa una disminucion
en el crecimiento del microorganismo cuando se encuentra sin el efecto bactericida de la
geomembrana que alcanzé 2.99 x10 ®bacterias/mL, mientras que el crecimiento con el efecto de la

geomembrana fue de 1.87 x10 ® bacterias/mL (Figura 24).
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Figura 22. Crecimiento de E. coli bajo el efecto bactericida de la geomembrana Silver Plus 200
2Ea30°CyO0rpm.
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Figura 23. Crecimiento de E. coli bajo el efecto bactericida de la geomembrana Silver Plus 200 2E
a40°CyO0rpm.
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Figura 24. Crecimiento de E. coli bajo el efecto bactericida de la geomembrana Silver Plus 200 2E
a50°CyO0rpm.

En la Tabla 15 se muestran los crecimientos maximos alcanzados en cada experimento con y sin
geomembrana, para tener una visién mas amplia del efecto de la temperatura sobre E. coli. Con lo
anterior se establece que la geomembrana Silver Plus 200 2E impregnada con Nps de ZnO y Ag y
elaborada a base de poliolefinas, es capaz de mantener un efecto bactericida sobre E. coli a
diferentes temperaturas simulando un agua estancada.

La ventaja de elaborar una geomembrana comercial con Nps que mantienen un efecto bactericida,
proporciona beneficios econdmicos, comparadas con las geomembranas que se encuentra en el
mercado. En el presente estudio se comprueba la estabilidad de la geomembrana Silver Plus 200 2E,
por lo que se pretende sea empleada como recubrimiento en los vertederos o sistemas de captacion
de agua que suelen estar impermeabilizados con ella (Zornberg, 2005).
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Tabla 15. Efecto bactericida de la geomembrana Silver Plus 200 2E a diferentes temperaturas.

o ) Crecimiento de E. coli
] Crecimiento de E. coli
Experimento Temperatura con la geomembrana

sin geomembrana )
Silver Plus 200 2E

1 30 3.40 X 10%bacterias/mL 1.97 X 108 bacterias/mL
2 40 3.89 X 10°bacterias/mL 2.13 X 10®bacterias/mL
3 50 2.99 X 10%pacterias/mL 1.87 X 10® bacterias/mL

3.5 Resultados resonancia superficial de plasmones

En la Figura 25 se observa el barrido de la solucion control sin Nps de Ag y ZnO, mientras que en
la Figura 26, se muestran los resultados del andlisis que se realiz6 de Silver Plus 200 2E por
espectrofotometria UV-Vis. En él se aprecia la formacion de un plasmén a 350 nm que segun
Rivera y Mejia (2016) es atribuido a la presencia de Nps de Zn. El plasmon es formado por la
presencia de electrones libres que se encuentran en la superficie de las Nps, que al recibir la luz
incidente, producen una oscilacién mostrada en el espectrofotémetro como plasmon de superficie.
Segun la literatura, las Nps de Zn en solucién, podrian tener un didmetro mayor a 20 nm, lo
anterior se establece, debido a que la anchura de banda es mas angosta, y la oscilacion es mas
compleja (Rivera y Mejia, 2016). Ademas de la informacion anterior, segin lo establecido por
Cornejo (2015), la longitud de onda y el plasmon resultante se pueden atribuir a la presencia de Nps
esféricas, ya que el plasmdn es muy similar al que se manifiesta por este tipo de morfologias.

Con respecto a las Nps de Ag, no se muestra la formacion de un plasmon, que pudiera indicar la
migracion de Nps de la geomembrana hacia el medio de cultivo, lo anterior se atribuye a que las
concentraciones de Ag en solucién son muy bajas, y posiblemente, se encuentren debajo del limite
de deteccion del espectrofotometro. Con base a ello, la literatura menciona que la RPS depende de
la concentracion de las Nps, de su distribucion espacial y de las propiedades de la matriz que las
rodea (Cornejo, 2015).
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Figura 26. Plasmon identificado en la solucion con Nps, de la geomembrana Silver Plus 200 2E.
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3.6 Resultados de la liberacion de zinc y plata

Como resultado del desprendimiento de Zn y Ag de la geomembrana Silver Plus 200 2E, se
muestran los valores obtenidos en la Tabla 16. Las primeras dos semanas se desprendié la mayor
concentracion de Zn y Ag, sin embargo, en la tercera semana el desprendimiento fue constante,
hasta alcanzar una liberacion total de 0.2675 mg/L de Zn y 0.005 mg/L de Ag durante las ocho

semanas de analisis.

Tabla 16. Anélisis de Zny Ag desprendidos de la geomembrana Silver Plus 200 2E.

Semana Zn mg/L Ag mg/ L
1 0.0475 0.001
2 0.035 0.001
3 0.0325 0.0005
4 0.0305 0.0005
5 0.0305 0.0005
6 0.0305 0.0005
7 0.0305 0.0005
8 0.0305 0.0005
Total 0.2675 0.005

En la Figura 27 se observa mayor desprendimiento de Zn comparado con Ag, lo cual se atribuye a
la diferencia de concentracion de cada uno de los metales en la geomembrana. El desprendimiento
varia segun el tipo de enlace que se presenta entre geomembrana-nanoparticula. El resultado de la
liberacion del metal es favorable ya que un desprendimiento de 0.005 mg/L de Ag en ocho semanas,
podria garantizar una durabilidad del material de aproximadamente 5 afios, considerando que Ag se
encuentra en menor concentracion.

El comportamiento del desprendimiento es similar al establecido por Eversdijk (2012) donde se

mantiene la CMI necesaria para inhibir el crecimiento de E. coli durante un periodo de tiempo mas
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largo. Con base a lo anterior, se establece que la aplicacion de Nps de Ag y Zn en la geomembrana
de polietileno Silver Plus 200 2E, prolonga el efecto bactericida sobre E. coli, al retener por mayor
tiempo las Nps en el material, ademéas de mantener el desinfectante activo por tiempo prolongado.
En la Tabla 17, se muestra un comparativo entre la durabilidad de diferentes superficies
establecidas por Fontecha (2014), Sanchez (2017) y el presente estudio. EI comparativo muestra
que las superficies anteriormente empleadas tienen una menor durabilidad, lo anterior se atribuye al
tipo de impregnacion gue se realiza en cada material, y también varia dependiendo del tipo de
enlace que se realice entre las Nps y el polimero. En el caso particular Silver Plus 200 2E, es
mezclado con las Nps de manera directa y posterior a ello es sometido al proceso de extrusion de
plésticos.

Liberacién controlada

0.05 ~
4

Concentracién

Tiempo
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Semana

—&o—17Zn ——Ag

Figura 27. Liberacién controlada de ZnO y Ag de la geomembrana Silver Plus 200 2E
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Tabla 17: Comparativo de la durabilidad de diferentes superficies poliméricas impregnadas con
Nps de Agy ZnO

Concentracion

) ) o Durabilidad
Estudio Matriz/Superficie mg/L Ag+ mg/L ]
establecida
Zn0O
Fontecha (2014) Polietileno 850 +400 3 afios
AgNps InONps
50X50 cm?y un grosorde 1 cm
Sanchez (2017) 0.439+ 216.0 2.7 afos
Geomembrana 2.1+60.0 5 aflos

Estudio actual

3.7 Formacién de biofilm por microscopio 6ptico

Los resultados de la adherencia de E. coli en la geomembrana sin Nps se aprecian en Figura 28 a.
En esta imagen se observa al microorganismo desde el dia 20 adherido a la geomembrana, sin
embargo, la cantidad de bacterias aumenta durante los dias 40 y 60 (Figura 28 b y c). La adherencia
de E. coli es mayor en superficies sélidas como las geomembranas y es mas facil, en condiciones
himedas, cuando un sistema se encuentra estacionario es incapaz de romper la biopelicula que van

formando los microorganismos lo cual promueve la adherencia de un biofilm mas grueso, en esta
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primera etapa se observa que la ausencia de Nps promueve el crecimiento y la adherencia de la
bacteria a la superficie.

En la Figura 29 se observa la adherencia de los microorganismos en la geomembrana con Nps de
Ag y ZnO durante los dias 20(a), 40 (b) y 60 (c). Se aprecia que la presencia de Nps incorporadas a
la geomembrana fue capaz de retrasar la adherencia de E. coli hasta cuarenta dias. Lo observado en
el microscopio dptico fue corroborado en MEB, en la Figura 30 (a) se observa la geomembrana
antes del tratamiento con E. coli a un aumento de 5000x, mientras que en la Figura 30 (b) se aprecia
la adherencia del microorganismo en la geomembrana después de 40 dias de tratamiento. En ella se
observa que E coli a comienza aglomerarse y a formar microcolonias sobre la geomembrana, en
esta etapa las bacterias se encuentran fijadas de forma irreversible, crecen y se dividen utilizando
los nutrientes presentes en la geomembrana, estas microcolonias se ensanchan y se unen para
formar peliculas mas gruesas (Kumar y Anad, 1998).

La formacion de un biofilm es atribuido a las propiedades fisico-quimicas de las bacterias, las
cargas negativas de las superficies bacterianas son contrarias a la adhesion bacteriana debido a las
fuerzas electrostaticas. Estas fuerzas mantienen las bacterias a una corta distancia de la superficie.
La superficie de las bacterias posee hidroficidad debido a las fimbrias, flagelos y sustancias
poliméricas extracelulares (EPS). Por ello, es que los flagelos, buscan transportar las células a un
sitio de fijacion especial con la superficie (Shi y Shu, 2009).

La literatura establece que las bacterias gram negativas son mas resistentes a los metales pesados
que las bacterias gram positivas. Lo anterior es debido a que las gram negativas tienen dos
membranas lipidicas y una fina pared celular de peptidoglicano, mientras que las bacterias gram
positivas presentan sélo una membrana lipidica y la pared de peptidoglicano es mucho mas gruesa
(Lopez et al., 2014). Una de las ventajas que tienen las Nps de ZnO y Ag frente a E. coli, es la
capacidad de dafiar la membrana celular, debido a la diferencia de cargas que surge entre la
membrana celular negativa de la bacteria, y el metal que se encuentra en la geomembrana.

En el presente estudio se muestra que la incorporacion de Nps metalicas dentro de geomembranas
de polietileno promueve la desinfeccion de agua y retrasa la adherencia de microorganismos en la
superficie. Este proceso se puede retrasar aun mas, al optimizar parametros como la concentracién
de Nps, tiempo de contacto y temperatura. Es importante mencionar que se simularon las
condiciones ideales para el crecimiento de E. coli, sin embargo, en los sistemas de captacion de
agua las condiciones para el crecimiento del microorganismo no son las ideales y la concentracion

de las bacterias no es tan alta.
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Figura 28. Analisis en microscopio Optico a 100x de la adherencia de E. coli en la geomembrana

sin Nps, posterior a la tincion para bacterias gram negativas (a) dia 20, (b) dia 40 y (c) dia 60.
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Figura 29. Analisis en microscopio dptico a 100x de la adherencia de E. coli en la geomembrana

con Nps, posterior a la tincion para bacterias gram negativas (a) dia 20, (b) dia 40y (c) dia 60.
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Figura 30. Micrografia de la geomembrana Silver Plus 200 2E a 5000x antes del tratamiento con
E. coli (a), geomembrana después de 40 dias de tratamiento con E. coli en agua peptonada (b).
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Conclusiones

Los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimiento muestran que la geomembrana Silver Plus
200 2E fue capaz de inhibir el crecimiento de E. coli hasta un 99%. Este efecto es atribuido a las
Nps de Agy ZnO presentes en la geomembrana, las cuales dafian la membrana del microorganismo
y provocan la muerte celular. Lo anterior le da un valor agregado a la geomembrana Silver Plus 200
2E comparado con las geomembranas comerciales, debido a que es capaz impermeabilizar los
sistemas de captacion de agua, y de inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos para la
salud. Con respecto a los valores de CMI y CMB, se lograron disminuir las concentraciones de Ag
y ZnO reportadas en la literatura gracias a la impregnacion superficial de las Nps, que promueven
mayor superficie de contacto con E. coli.

La variacion de temperatura en la geomembrana Silver Plus 200 2E, muestra que el material
mantiene un efecto bactericida simulando un agua estancada a las temperaturas de 30°C, 40°C y
50°C, lo cual nos permite ampliar el rango de aplicacion de la geomembrana en diferentes
ambientes, considerando que las condiciones climatoldgicas del pais son variables dependiendo de
la region.

Los estudios de la liberacion de Ag y ZnO muestran que las Nps en solucion tienen un tamafio
mayor a 20 nm y presentan una morfologia esférica. El analisis de la durabilidad de la
geomembrana, indica que Silver Plus 200 2E prolonga el efecto bactericida de las Nps sobre E. coli,
y mantiene el desinfectante activo hasta cinco afios, lo cual es mayor a lo reportado en la literatura.
Uno de los beneficios que proporciona este material, es que se disminuye la liberacién de Agy ZnO
en grandes concentraciones al medio ambiente, ademas de no generar productos secundarios
dafiinos para la salud, como lo hacen los desinfectantes comunes.

El estudio de la geomembrana Silver Plus 200 2E en microscopio éptico muestra que a pesar de que
las bacterias gram negativas son mas resistentes a los metales, la incorporacion de Nps en la
geomembrana es capaz de retardar la adherencia de E. coli hasta cuarenta dias, esto es debido a la
diferencia de cargas entre las Nps metalicas y la membrana celular del microorganismo.

Con base a lo anterior, podemos concluir que el uso de la geomembrana Silver Plus 200 2E presenta
mayores beneficios econdmicos sobre los materiales comerciales como son: 1) menor concentracion
de Nps, 2) mayor area superficial, 3) eficiente capacidad como antibacterial ante diversos cambios
de temperatura, 4) no requiere agitacion para que las Nps estén en contacto con los
microorganismos y finalmente, presenta mayor tiempo de vida.

Esta investigacion es la primera en reportar la impregnacion de Nps metalicas en una geomembrana

comercial, por lo cual el proceso puede ser viable de reproducir para realizar estudios posteriores.
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Como recomendaciones se propone evaluar el efecto de las Nps con otros microorganismos
caracteristicos de agua estancada como Salmonella y Entomoeba histolytica, a fin de evaluar el
efecto bactericida de las Nps en diferentes microorganismo. Se plantea comparar los costos de
geomembranas comerciales con geomembranas modificadas, y evaluar el efecto bactericida con
otras morfologias de Nps Ag y ZnO. Finalmente, se recomienda medir la liberacion de ZnO y Ag
durante un periodo de seis meses y evaluar la posibilidad de reutilizar la geomembrana al

impregnarla nuevamente con Nps de Agy ZnO.
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Anexos
1. Preparacion de estdndares para la escala de Mc Farland y curva de calibracion de E.
coli
ESCALA DE MC FARLAND Absorbancia
Solucion de BaCl, al ~ Solucion de H,SO, al 1% No. De bacterias X
ESTANDAR 1% (ml) ) 1078/ 595 Nm 600 Nm 625 Nm
0.05 0.05 9.95 15 0.087 0.084 0.083
1 0.1 9.9 3 0.189 0.188 0.181
2 0.2 9.8 6 0.301 0.299 0.287
3 0.3 9.7 9 0.413 0.411 0.397
4 04 96 12 0.608 0.605 0.59
5 05 95 15 0.684 0.681 0.663
6 0.6 94 18 0.787 0.765 0.747
7 07 93 21 0.882 0.878 0.854
8 08 9.2 24 1.094 1.092 1.074
9 09 9.1 27 1218 1215 1192
10 1 9 30 1.35 1.345 1.319
595 Nm y = 0.0432x + 0.0388
R2=0.9948
1.6 -
1.4 -
1.2 -
§ 1 -
3 .
£ 08 -
S ¢ 595Nm
206 - .
< — Lineal (595 Nm)
0.4 -
0.2 -
0 ; . . .
0 10 20 30 40
No. De Bacterias/ml (X 1078)
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600 Nm y =0.043x + 0.0362
R2=0.9939
1.6
14 -
1.2
g 1-
©
£ o8 - ¢
2 ¢ 600 Nm
o i
< 06 b4 — Lineal (600 Nm)
0.4 -
0.2 -
0 T T T )
0 10 20 30 40
No. de Bacterias/ml (X 10 ~8)
y =0.0423x + 0.0309
625 Nm R2=0.9934
14 -
1.2 -
1 -
.S
€08 - ¢
2
§ 06 - V'S ¢ 625Nm
< —Lineal (625 Nm)
0.4 -
0.2 -
0 T T T )
0 10 20 30 40
No. de Bacterias /ml (X 10 "8)

Se obtiene la ecuacion de la recta que segiin Lambert Beer

y=mx+n

Donde
y = absorbancia
m= pendiente

X = nimero de bacterias

Sanchez-Alvarez K.L.



Se tiene la ecuacion de la recta obtenida para 600 nm.
y = 0.043x + 0.0362

Despejando X (equivalente al nimero de bacterias):

y —0.0342

N i 108 /mlL =
umero de bacterias x 10°/m 0,043

De esta manera se obtiene la absorbancia en el espectrofotometro y es sustituida para graficar
nUmero de microorganismos (eje y) contra el tiempo (eje x).

La inoculacion con la que se inician las cinéticas es a una D.O de 0.5, equivalente a una absorbancia
inicial de 0.08 a 0.1 en la escala de Mc Farland, de esta manera cuando se inocula con E. coli la
absorbancia en el espectrofotometro deberd de mantenerse entre este rango para gue se inicie segun
la formula anterior con una concentracién de microorganismos entre 1.0651 x10 ® bacterias/mL y
1.53 02 x10 & bacterias/mL.

2. Preparacion medio de cultivo: agua peptonada
Se agregaron 10 g de peptona de carne y 5 g de NaCl en un matraz de 1000 mL, lo anterior con el
objetivo de mantener un pH neutro para los microorganismos. Se colocé el matraz en una parrilla a
50° C y 100 rpm durante 10 minutos. Posterior a ello se esterilizé el medio de cultivo en autoclave a
125 ° C durante 20 minutos y finalmente se dejé enfriar el medio de cultivo a temperatura ambiente
durante 24 horas, con ello también se verifica que no se presente crecimiento de bacterias en el

medio para garantizar la inocuidad.
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3. Célculos durabilidad de las geomembranas
La durabilidad del efecto bactericida en la geomembrana Silver Plus 200 2E se establece con base a
la liberacion de ZnO y Ag durante el tiempo de estudio. Para ello la geomembrana Silver Plus se
coloca en el tubo de ensaye con el agua peptonada previamente esterilizada, se inocula con el
microorganismo a una D.O de 0.5 en la escala de Mc Farland y se incuba a 37°C, 200 rpm. Cada
semana se toma una muestra de 5 mL del tubo, se filtra y se miden las concentraciones de ZnO y
Ag desprendidos en absorcidn atomica, hasta alcanzar las 8 semanas de estudio.
Posterior a ello se realiza el calculo de lo desprendido en las semanas con base a la plata debido a
gue es el metal que se encuentra en concentraciones mucho menores comparado con el 6xido de
zinc.
Concentracion de plata inicial: 2.1 mg/L
Concentracion de plata desprendida en 8 semanas 0.005 mg/L
8 semanas---------- 0.005 mg/L Ag
X 2.1 mg/L

X= 3360 semanas equivalente méas de cinco afios, este tiempo se tardara en liberarse el total de plata

en la geomembrana.
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Semana ZnO mg/L Ag mg/ L

1 0.0475 0.001
2 0.035 0.001
3 0.0325 0.0005
4 0.0305 0.0005
5 0.0305 0.0005
6 0.0305 0.0005
7 0.0305 0.0005
8 0.0305 0.0005
Total 0.2675 0.005
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