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Resumen

Los nanotubos de titanatos de hidrogeno son nanoestructuras alternativas
(TNT) para tratar la contaminacién ambiental, tales como la desinfeccion de
microorganismos patégenos y la limpieza de aguas residuales y aire contaminado.
Una posible solucion para estas problematicas ambientales es el desarrollo de
fotocatalizadores que pueden responder a la radiacion de luz visible. En esta tesis,
se sintetizaron nanotubos de titanato funcionalizados con nanoparticulas de plata
(NPsAgQ) y fosfato de plata (AgsPOa4) utilizando TiO2 comercial. Las nanoparticulas
funcionalizadas en la superficie de los nanotubos TNT se caracterizan por sus
capacidades microbicidas y mejoran la separacion de pares electron-hueco
fotogenerados. Las nanoestructuras preparadas se caracterizaron por difraccion
de rayos X (DRX), microcopias electronicas (MEB y MET), espectroscopia UV-vis-
DRS vy fisisorcion de nitrégeno (BET-BJH).

Los nanotubos TNT funcionalizados con diferentes porcentajes de NPsAgQ y
AgsPOas. Primero se evaluaron en la degradacion de Eosina amarillenta para
determinar las principales especies reactivas responsables (ROS) que controlan la
fotoactividad. Luego se estudié su rol como agentes microbicidas con Escherichia
coli (E. coli) y Candida glabrata (C. glabrata) como microorganismos modelo
patdgenos. La via de la desactivacion fotocatalitica asistida se estudi6 mediante
las microscopias MEB y MET mostrando que la integridad de la membrana fue
dafiada por las especies reactivas de oxigeno; y también revela que la morfologia
penetrante de los nanotubos puede inducir la muerte celular en un periodo de 45-

60 minutos. Las nanoestructuras de AgsPOa4 son letales para C. glabrata.

Palabras clave:titanatos de hidrogeno, nanoparticulas de Ag, AgsPOa4, actividad
antimicrobiana, C. glabrata, E. coli.
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Abstract

Titanate nanotubes are alternative nanostructures (TNT) to treat
environmental pollution such as pathogenic microorganism disinfection and
cleaning of wastewater and polluted air. A possible solution for these
environmental problems is the development of photocatalysts that can respond to
visible-light radiation. In this research, the synthesis of titanate nanotubes
functionalized with silver nanoparticles (AgNPs) and silver phosphate (AgsPOa)
using a commercial TiOz2 is achieved.

The nanoparticles functionalized on the TNT surface are known as
microbicides and enhances the separation of photogenerated electron-hole pairs.
The as-prepared nanostructures were characterized by X-ray diffraction (XRD),
electronic microcopies (SEM and TEM), UV-vis-DRS spectroscopy and nitrogen
physisorption (BET-BJH). The TNT nanostructures functionalized with different
loadings of AgNPs and AgsPOa. First they were evaluated in the Eosin Y
degradation in order to determine the main responsible reactive species (ROS)
which control the photocatalytic performance. Then the role as microbicides agents
was studied using Escherichia coli (E. coli) and Candida glabrata (C. glabrata) as
pathogenic model microorganisms. The pathway of the photo-assisted catalytic
inactivation was studied by SEM and TEM techniques displaying that the
membrane integrity was damaged by the reactive oxygen species; and also
revealing the sharp nanotube morphology which induces the cell death within a
period of 45—-60 min. The AgsPOa results to be lethal for C. glabrata.

Key words: hydrogen titanates, nanoparticles of Ag, AgzPOa, antimicrobial activity,
C. glabrata, E. coli.
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Introduccion

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas causadas por microorganismos patdégenos
resistentes a diferentes antimicrobianos son una causa importante de muerte a
nivel mundial. En los dltimos afios la mayoria de los microorganismos patégenos
han desarrollado resistencia a uno o mas antimicrobianos. Este problema surge a

partir del mal uso de estos farmacos y es un problema de salud publica mundial.

De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS) hay pocas
opciones terapéuticas para tratar infecciones resistentes a antibioticos. Algunos de
los microorganismos que causan infecciones en el humano son bacterias como
Eschericia coli (E. coli) y la levadura patégena Candida glabrata (C. glabrata). La
OMS anuncio que en México el 85% de las cepas aisladas de E. coli son
resistentes a aminopenicilina. México ocupa el quinto lugar entre los paises con

mayor riesgo por la presencia de microorganismos resistentes a aminopenicilina.

E. coli es la principal causante de infecciones intestinales que pueden
complicarse hasta causar diarreas mas graves. Este tipo de enfermedades se
considera como uno de los principales problemas de salud publica en el mundo.
En un estudio del Instituto Nacional de Salud Publica determind que se recetan
antibioticos al 70% de los pacientes con infecciones tanto respiratorias como

diarreicas.

Por otra parte, existe una creciente preocupacion en el aumento de
infecciones nosocomiales causadas por hongos patdgenos oportunistas como C.
glabrata. Se ha incrementado la cantidad de pacientes diagnosticados con

candidiasis durante su estancia intrahospitalaria.

La candidiasis se presenta con mayor frecuencia en pacientes
inmunosuprimidos como los que se encuentran en unidades de cuidado intensivos
después de cirugias, con cancer, trasplantados, pacientes de la tercera edad y
bebes prematuros. Por estos motivos se realiza la busqueda de nuevos

tratamientos, que puedan ayudar al control y eliminacibn de microorganismos
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resistentes a diferentes antibiéticos. Una de las propuestas es el uso de
nanoparticulas que presentan actividad antimicrobiana como alternativa a los

tratamientos empleados hoy en dia.

Actualmente hay un creciente interés en el desarrollo de nanomateriales con
actividad antimicrobiana. Por ejemplo, los titanatos de hidrégeno (TNT), que tienen
propiedades fotocataliticas y pueden ser utilizados como antimicrobianos. Otros
nanomateriales que reportan actividad antimicrobiana son las nanoparticulas de
plata (NPsAQ).

La actividad antimicrobiana que presentan los TNT puede ser por la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) que se producen cuando son
irradiados por luz UV. Esto es posible por la actividad fotocatalitica que presentan
los TNT por ser un material semiconductor. La morfologia tubular de los TNT es
otro factor por el cual pueden tener actividad antimicrobiana ademas de una mayor
actividad fotocatalitica, debido a su gran area superficial. Actualmente se tienen
diferentes métodos de sintesis de TNT. EI método hidrotermal es el mas usado ya

gue es un procedimiento sencillo y de bajo costo para obtener TNT.

Los TNT son reactivos bajo la exposicion de luz UV y esta luz UV dafia el
ADN y ARN de las células vivas. Por tal motivo uno de los aspectos claves para el
uso de TNT como antimicrobiano es modificar su superficie con otros materiales
para mejorar su actividad fotocatalitica y su actividad antimicrobiana bajo luz

visible. Estos materiales pueden ser semiconductores y/o metales de transicion

[1].

En el presente trabajo se realiz6 la sintesis por el método hidrotermal de TNT
funcionalizados con nanoparticulas de plata (NPsAQ) y fosfato de plata (AgsPOa).
Los materiales se analizaron por diferentes técnicas para determinar su textura.
Estas técnicas fueron: fisisorcion de nitrogeno para la determinacion del area
especifica por el método BET y la determinacion de la fase cristalina por medio de
difracciéon de rayos X (DRX). Las caracteristicas morfolégicas, como forma y

tamafio de particula, se determinaron por microscopia electronica de barrido

2
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(MEB) y de transmision (MET). Las propiedades fisicas se obtuvieron por medio
de espectroscopia UV-visible con reflectancia difusa (ERD). Esta técnica permite
determinar la region de absorcion donde se realizaran las transiciones electronicas
del material y la energia de banda prohibida. Finalmente, estos materiales fueron
evaluados en reacciones de degradacion del colorante eosina amarillenta, para
comprobar su actividad fotocatalitica y en su actividad antimicrobiana en E. coli
con AgXTNT y en C. glabrata con AgsPO4XTNT.
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Hipotesis
Los TNT modificados con AgsPO4 y NPsAg tienen actividad fotocatalitica en

la region del visible y actividad antimicrobiana que inhibe el crecimiento de la

bacteria E. coli y de la levadura patégena C. glabrata.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es sintetizar nanotubos TNT funcionalizados
con AgsPOs y NPsAg y evaluar sus propiedades fotocataliticas y como agente

microbicida.

Objetivos especificos

e Sintetizar titanatos de hidrogeno (TNT) por método hidrotermal.

e Foto-depositar NPsAg y AgsPOa en la superficie de los TNT.

e Caracterizar los TNT funcionalizados con NPsAg y AgsPOas, por
espectroscopia UV-Vis, Microscopia electrénica de barrido (MEB) y de
transmision (MET), difraccion de rayos X (DRX) vy fisisorcién de nitrdgeno
(BET).

e Determinar la dosis letal de AgsPO4/TNT sobre C. glabrata y Ag/TNT en E.
coli.

e Evaluar la actividad fotocatalitica de Ag/TNT y AgsPO4/TNT en la

degradacion de eosina amarillenta.
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Justificacion
Las enfermedades infecciosas aunado al incremento en la resistencia de
estos patdgenos a antibibticos, son un problema de salud publica mundial. Por tal
motivo la busqueda y estudio de nuevos compuestos y/o sustancias capaces de

inhibir el crecimiento microbiano es fundamental. Estos compuestos tienen que ser

de amplio espectro ante diferentes microorganismos.

El uso de nanoparticulas con propiedades antimicrobianas como: las NPsAg,
AgsPO4 y TNT pueden ser una alternativa como agentes antimicrobianos para E.
coliy C. glabrata .
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|. ANTECEDENTES GENERALES

1.1. Enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas son la principal causa de muerte en el mundo,
y son consideradas como un problema grave de salud publica mundial por su
frecuencia y su elevada mortalidad. En México, las enfermedades infecciosas son
una de las principales causas de mortalidad. Estas infecciones también pueden
ser de origen nosocomial, con una alta morbilidad y la mortalidad principalmente

en pacientes inmunodeprimidos.

Actualmente las enfermedades infecciosas ocasionan 17 millones de
muertes al afio, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El
50% de los casos se pueden prevenir con un tratamiento adecuado si son

diagnosticados oportunamente y de forma precisa.

En 1928 el descubrimiento de la penicilina marco un hito en el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Los antibidticos son considerados el descubrimiento

terapéutico mas relevante de la historia de la medicina [2].

Sin embargo, debido al uso indiscriminado de antibiéticos y a la gran
plasticidad gendémica de los microrganismos para generar resistencia ha
favorecido el desarrollo de resistencia en contra de los antibiéticos. La resistencia

a los antibidticos es un problema que se encuentra en constante evolucion.

1.2. Escherichia coli

E. coli es una enterobacteria gram negativa que se distribuye ampliamente
en el agua, los alimentos y mamiferos, donde colonizan el colon de forma natural y
en algunos casos pueden ser patdogenos. Diferentes cepas de E. coli pueden

causar diversas enfermedades intestinales y extraintestinales [3]-[5]. E. coli es un
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microorganismo que se utiliza como modelo de estudio por su amplia informacién

existente sobre este.

Infecciones causadas por E. coli pueden ocurrir a través de los productos
agricolas cultivados en el suelo regados con aguas residuales. Otra via de
contagio puede originarse a partir de superficies comunes contaminadas, como el
transporte puablico, supermercados, escuelas y por heces de animales domésticos.
También puede haber contaminacion de los sistemas de agua potable con agua

residual debido a una red de distribucion vieja y sin mantenimiento [3]—[5].

Estos microorganismos crecen en condiciones ambientales y se reproducen
generalmente a 30°C, en superficies humedas, aerdbicas y con fuentes de
nutrientes como carbohidratos, proteinas y grasas [6]. Debido a la importancia de
estas infecciones por microorganismos patégenos se han desarrollado nuevos

nanomateriales para su inactivacion [7], [8].

Los TNT pueden presentar actividad antimicrobiana por sus propiedades
fotocataliticas [6]-[17]. Cuando los nanomateriales fotocataliticos se exponen a
radiacion generan ERO como el peréxido de hidrogeno (H202), radical superéxido
(#0O2) y el radical hidroxilo (¢ OH) que pueden dafiar todas todas las biomoléculas
de la célula. La inactivacion de E. coli se da primero por la ruptura de la membrana
celular y por la desnaturalizacion irreversible de proteinas y acidos nucleicos [7],
[11][13], Figura 1.1.
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Figura 1.1. Diferentes mecanismos de accién contra células bacterianas por ERO [18].

Los nanomateriales a base de TiO2 y otros nanomateriales que tienen
propiedades fotocataliticas se han desarrollado para que presenten actividad
antimicrobiana mediante generacion de ERO [7], [9], [11]-[17], [19]-[25]. Se han
descrito que la adicibn de NPsAg aumenta sus propiedades antimicrobianas
ademas de una mayor eficiencia fotocatalitica [9], [16], [17], [21], [24]. Las
diferentes estructuras a base de TiO2 presentan similitud en sus propiedades
fisicas y quimicas. Sin embargo los materiales sintetizados como nanotubos de
hidrégeno tienen caracteristicas similares al TiO2 [19], [20]. Los TNT presentan
gran relacion superficie-volumen, defectos estructurales y vacantes de oxigeno,
estas caracteristicas favorecen las propiedades antimicrobianas del material.
Existen informes sobre nanotubos de titanatos funcionalizados con NPsAg que

presentan actividad antimicrobiana a largo plazo [7], [8], [16], [21], [26]

Por otro lado, se encuentran las infecciones causadas por hongos
patdogenos. En la actualidad C. glabrata se considera la segunda causa de
candidiasis invasiva especialmente en personas inmunosuprimidas. Para el
tratamiento de infecciones se utilizan medicamentos antifuangicos como el

fluconazol. Sin embargo, aislados clinicos de C. glabrata estan adquiriendo
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resistencia a los antifngicos. Esto hace necesario la busqueda de nuevos

compuestos antifungicos.

1.3. Candida glabrata

C. glabrata un microorganismo patégeno oportunista que se encuentra en la
flora normal de individuos sanos, que con frecuencia causan infecciones en
individuos sanos [27]. C. glabrata es la segunda causa mas comun de candidiasis
después de Candida albicans. Crece a temperaturas entre 30-40°C. Las colonias

son lisas, no adherentes de color blanco o cremoso.

C. glabrata se aisla en diferentes pacientes adultos con estomatitis debido a
protesis dentales (22-55%), en estdbmago (5-25%) y en mujeres con vaginitis (5-
30%). Esta especie se aisla con baja frecuencia de la piel (1-2%) y se ha cultivado

36% de muestras de orina de pacientes hospitalizados [28].

Las enfermedades infecciosas causadas por C. glabrata presentan una alta
tasa de morbi-mortalidad en pacientes hospitalizados, inmunocomprometidos,
diabéticos, neonatos, intervenidos quirargicamente, y adultos mayores [77], [78].
La incidencia de infecciones por C. glabrata ha aumentado en las ultimas tres
décadas. La colonizacion por estas levaduras coincide con la estancia prolongada
en el hospital del enfermo [28] y en las unidades de cuidados intensivos.

Por ejemplo, pacientes con terapias inmunosupresoras presentan infecciones
sistematicas por C. glabrata dificiles de tratar. C. glabrata presenta resistencia
innata a compuestos azolicos. Los azoles son una clase de antifungicos, que se
usan en tratamientos de micosis tanto superficiales como profundas incluidas las
candidiasis [31].

En los dltimos 20 afos se han identificado factores de virulencia de C.

glabrata como su capacidad de adherirse a células epiteliales y endoteliales, de
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formar biopeliculas en tejido de hospedero asi como a materiales inertes, una alta

resistencia innata a xenobidticos y una resistencia alta a estrés oxidante.

Por tal motivo es necesaria la busqueda de nuevos compuestos para
controlar las infecciones causadas por C. glabrata y otras especies de Candidas.
Las nanoparticulas que presentan propiedades antimicrobianas son una
alternativa para la busqueda de nuevos tratamientos para el control de

enfermedades infecciosas.

Las nanoparticulas presentan un amplio espectro de actividad antimicrobiana
contra bacterias y hongos. Entre las nanoparticulas (NPs) que presentan mayor
actividad antimicrobiana son las de metales como: plata, cobre y zinc. Estos
materiales presentan actividad antimicrobiana en tamafio de bulk como en
tamafios nanométricos. Hay otros materiales que solo en nanoparticulas

presentan dicha actividad.

Hasta el momento no se ha reportado un mecanismo especifico por el cual
las nanoparticulas presenten actividad antimicrobiana de las nanoparticulas se
debe a su estructura fisica, asi como su tamafio y morfologia que dafia
abrasivamente a la membrana celular. Otros autores mencionan que las
nanoparticulas metdlicas liberan iones en la superficie de la nanoestructura y el
area superficial especifica es mayor a medida que disminuye el tamafio de la
particula. Esto provoca que haya mayor area de contacto del material con el
entorno. Por tal motivo algunas nanoparticulas pueden presentar mdultiples

mecanismos de actividad antimicrobiana.

1.4. Titanatos a base de di6xido de titanio

El diéxido de titanio (TiO2) es un material semiconductor tipo n quimicamente
estable, con alta actividad fotocatalitica y puede ser soportado en diferentes
sustratos. [32] El TiO2 es anfotero, biocompatible y no téxico en humanos ni medio
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ambiente. Ademés es un semicondcuctor sensible radiacién electromagnética

especificamente en la region del Ultravioleta Visible (UV) [33].

El TiO2 se considera uno de los mejores fotocatalizadores y se utiliza para
purificar el aire, desinfeccién del agua, para tratamiento de aguas residuales y
como antimicrobiano [32]-[34]. Se ha propuesto que su actividad antimicrobiana
por fotocatalisis se da por la interaccion entre los microorganismos y las ERO ya
gue generan estrés oxidante a las células. Las ERO son capaces de dafiar a todas

las biomoléculas de la célula [35], [36].

Se ha reportado que las nanoparticulas con morfologia como, varillas,
alambres, cinturones y tubos han atraido mucha atencién por sus propiedades
Gnicas, por que presentan un area graden de superficie, que resulta de una mayor
area para que ocurra las reacciones degradacion de contaminantes e inactivacion
de microorganismos [37], [38]. Ademéas esta morfologia favorece la actividad
antimicrobiana, debido a su area superficial, que se puede cargar de agentes
bioactivos antimicrobianos y pueden utilizarse como vehiculos de administracion
de farmacos [33], [39]. Estas nanoestructuras combinan las propiedades y
aplicaciones del TiO2 [35], [40].

Las reacciones fotocataliticas se dan en la superficie de los (TNT). Estas
reacciones se activan por medio de la absorcion de fotones con energia superior a
la banda prohibida (Eg). La energia de banda prohibida es la brecha de energia
que separa a la banda de valencia (BV) de la banda de conduccién (BC). Cuando
el semiconductor se irradia los electrones que se encuentran en la BV se excitan y
pasan a la BC y generan reacciones de oxidacién-reduccion [41]. En la activacién
fotdnica (hv), de los TNT con energia igual o mayor a la del Eg, el semiconductor
se encuentra en una solucién en forma de polvo o particulas pequefias y generan

la separacién de cargas en direcciones opuestas electron-hueco (e-, h).

La Figura 1.2, muestra el proceso de fotocatalisis de los TNT. Cuando el
semiconductor se irradiado, se genera el par electrén-hueco (Ec 1), cuyo promedio

de vida se encuentra en los picos segundos. Después en este lapso el par e, h*,
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debe migrar hacia la superficie y generar radicales libres que reaccionan con
moléculas que se encuentran en el medio a través de reacciones de oxidacion-
reduccion. Estos se forman por la reaccion de oxidacion del agua (iones OH-) con
los huecos (h+) cargados positivamente (Ec 2). Por otro lado estan los electrones
(Ec 3), que reaccionan con las moléculas de O: disueltas en el medio y se
convierten en radicales superoxidos aniénicos (O72) [42]-[44]. La energia de banda
prohibida de los TNT para que puedan llevar a cabo las reacciones fotocataliticas

es aproximadamente de 3.2 eV [45].

TiO, + hv — h*BV + e~ BC

(Ec. 1)
H,0 + h*BV —— H* + eOH (Ec. 2)
0,(ads) + e"BV — 03~ (ads) (Ec. 3)

Contaminantes

0, “ organicos

Luz

o 2

Figura 1.2. Esquema representativo de la activacion fotocatalitica del TiOz [34] [46].
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Los pares e h* que no logran reaccionar en la superficie se recombinan y
esto disminuye su rendimiento fotocatalitico [47]. Este es uno de los mayores
problemas al utilizar nanoparticulas de TiO2. En el proceso de recombinacion, el
electron excitado de la BC se regresa a la BV sin haber reaccionado, y esto disipa
la energia en forma de luz (Ec 4) [32]. Por tal motivo es necesario buscar la forma
factor que haga més lento el proceso de recombinacion para mejorar su actividad

fotocatalitica [44].

+B -B _— i
h*BV + e”BC energia (luz) (Ec. 4)

Los parametros basicos que determinan la habilidad de un semiconductor
para su aplicacion como fotocatalizador son su capacidad de absorcién de la luz
visible o ultravioleta y de generar el par electron-hueco, su estabilidad quimica
contra corrosion en soluciones acuosas y que sea de facil obtencién y de bajo
costo [32].

Para obtener un material que cumpla con estas caracteristicas anteriores es
necesario tener en cuenta las propiedades estructurales y morfoldgicas, asi como

el tamafio, textura como area especifica, volumen y diametro del poro.[44], [48].

1.5. Sintesis de titanatos de hidrogeno

Las nanoestructuras a base de TiO2 tienen un gran potencial como
fotocatalizadores. La sintesis de TNT se logra mediante diferentes métodos entre
los que se pueden citar: métodos quimicos, sintesis hidrotermal, método sol-gel y

métodos asistidos por plantillas [35], [38], [49].

El método hidrotermal destaca de los demas por ser sencillo, de bajo costo y

tiempos cortos de sintesis. El término hidrotermal se refiere a las reacciones

9



Antecedentes

heterogéneas en presencia de solventes acuosos 0 mineralizadores en
condiciones de presion y temperaturas elevadas, y esto permite la disolucién y
recristalizacion de materiales que son insolubles en condiciones normales. Hay
tres pasos de reaccion importantes para el método hidrotermal, 1) generacion de
los nanotubos de titanato alcalinos, 2) sustitucion de iones alcalinos por protones y
3) reacciones de deshidratacion por calor [50].

En una sintesis tipica hidrotermal, el precursor TiO2 se disuelve en una
solucion acuosa concentrada de NaOH, se coloca después en un horno de
microondas a una temperatura entre 110-150 C°. En este paso se forman
nanotubos tubulares cristalizados. Finalmente se realiza un lavado con soluciones
acuosas diluidas con agua [20], [40], los nanotubos de titanatos de hidrogeno se
forman en fase anatasa con didmetros uniformes de 8-10 nm, area superficial de
200-400 m?/g y longitud de 50 a 1000 nm [51].

En resumen, este proceso de sintesis es muy simple, sin embargo, cada
paso incluye la eleccion del precursor, la condicidon hidrotérmica (temperatura,
concentracion de reactivos y tiempo de exposicion) ademas del lavado posterior a
la sintesis (tiempo de lavado, concentracién de &cido) que controla la estructura
(morfologia y cristalografia) y las propiedades fisico-quimica de los TNT. Los
titanatos que se forman son: H2TisO110H20, H2TiOseH20, H2TiaO9eH20, H2TisO7 y
NaxH2-xTizO7. [52]. Kasunga et al [53] introdujeron sintesis de nanotubos de titania
por el método hidrotermal. Sin embargo, la caracterizacion exacta de los titanatos
de hidrogeno (H2TisO7.H20, fue hecha por Du et al [54].

Los titanatos sintetizados por el proceso hidrotermal tienen estructuras con
las siguientes propiedades en comun: (1) cuatro picos tipicos caracteristicos en
XDR, situados a 2°0 = 10, 24, 28 y 48, (2) un pico muy débil a 2°6 = 10
correspondiente a una distancia entre capas d 100 de 0.7-0.8 nm, (3) las capas del
plano (100) que consisten en octaedros de TiOs que comparten bordes y esquinas
gue forman estructuras de capas planas en forma de zigzag y (4) atomos de
hidrogeno intercambiables situados en estas cavidades de capa intermedia con
iones de metal alcalino [20].

10
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La ventaja de los TNT es que presenta un rango menor de recombinacion de
pares electron-hueco, a diferencia de las nanoparticulas a base de TiO2z [52].

1.5.1. Mecanismo de sintesis de TNT

La formacion de los TNT se realiza mediante el uso de precursores de TiOz,
gue reaccionan en soluciones de NaOH. Cuando algunos de los enlaces Ti-O-Ti,
se interrumpen por la adicion de NaOH, algunos iones de Ti* se intercambian con

iones de Na* para formar enlaces de Ti-O-Na [55].

De acuerdo con (Kasuga 1998) [56], implementaron el tratamiento de lavado
acido después del proceso hidrotermal como un paso importante para la formacién
de los titanatos de tri-titanato. El uso de acido permite eliminar los iones Na* de las
muestras y formar nuevos enlaces Ti-O-Ti. En los enlaces los iones Na* son
desplazados por iones H* y forman enlaces Ti-OH en el proceso de lavado [55],
[56], ademas, se genera repulsion electrostatica en los enlaces Ti-O-Na lo que
permite que se pueda formar la estructura del tubo [55], [56]. El lavado con agua
desionizada y acido son pasos importantes para la formacion de los TNT con alta
actividad. Sin embargo en algunos reportes sostienen que el tratamiento
hidrotérmico es el paso de mayor relevancia en comparacion con el proceso de
lavado en el mecanismo de formacion de los nanotubos [57], [58]. EI mecanismo
de formacion de los nanotubos de titanato de hidrégeno se muestra en la Figura
1.3.

11
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Figura 1.3. Esquema representativo del mecanismo de formacion de titanato de hidrogeno por el
método hidrotermal [50].

Para tener un mejor rendimiento fotocatalitico es necesario controlar la
morfologia de los nanotubos por medio de los pardmetros de la sintesis. A través
de la morfologia tubular es donde ocurre la transferencia de las especies
reactivas. Este comportamiento se origina por que los nanotubos presentan una
amplia area de superficie especifica en comparacién con las particulas de titanio

cuasi esféricas [59].

1.5.2. Nanotubos modificados

Los nanotubos son fotocatalizadores eficaces cuando estan expuestos a la
luz UV, sin embargo para utilizarse como agentes antimicrobianos tendrian que
ser reactivos bajo luz visible [20], [60], [61]. La luz UV dafa los acidos nucleicos
(ADN y ARN) de las células. Para que los TNT sean reactivos bajo luz visible, se
realiza mediante la modificacion superficial con metales nobles u otros
semiconductores [20], [32], [60].

12
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La modificacion de los TNT también evita la recombinacion del par electron-
hueco, con lo que se logra una mayor eficiencia en las reacciones fotocataliticas.
Se cree que lo que retarda a la recombinacion del par electron-hueco es la carga
de metales en la superficie de los TNT. El metal disperso en los TNT acelera la
transferencia interfacial de los electrones foto-inducidos al sistema externo [44],
[62]-[64].

Las nanoparticulas metélicas de Ag, Au y Pt depositadas en la superficie,
pueden trabajar como trampas de electrones para mejorar las reacciones
fotocataliticas, siempre y cuando las particulas sean de tamafio nanométrico [20].
Ademas esto aumenta la actividad antimicrobiana incluso sin radiacion [65].

Es importante considerar el tipo de metal a utilizar, la naturaleza del
contaminante (actividad antimicrobiana) y el medio en el que se efectuara la

reaccion [66].

Otra alternativa para la modificacion como se mencion6 anteriormente es con
materiales semiconductores. Estos son eficaces para evitar la recombinacion vy
extender el rango de adsorcion en la region del visible, que reduce su energia de
banda prohibida [63]. El electron que es fotogenerado en el semiconductor de
banda méas pequefia cuando pasa a la BC, puede pasarse a la BC de TNT [26].
Materiales como CdS, BiOl y AgsPOs4, son semiconductores que tienen una
energia de banda prohibida menor que la que tienen los TNT [67]. La plata y
compuestos a base de Ag se han utilizado aplicaciones fotocataliticas y como

agentes antimicrobianos.
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Figura 1.4. Esquema representativo del acoplamiento de dos semiconductores cuando son
irradiados [63].

En la Figura 1.4, esta el esquema de la transferencia de electrones y los
huecos fotogenerados entre TNT y otro semiconductor. La transferencia depende
de la diferencia entre la BC y los potenciales de la banda de valencia de los

semiconductores [68].

1.6. Nanoparticulas de plata

Uno de los materiales mas prometedores para modificar los TNT para
mejorar su actividad fotocatalitica y antimicrobiana son las nanoparticulas de plata
(NPsAg). Las diversas formas quimicas de la plata se han utilizado como agentes
antimicrobianos sin que presenten toxicidad a humanos ni animales. Ademas
presentan una probabilidad mucho menor de causar resistencia en comparacion a
los antibidticos [69], y muestran alta toxicidad contra una amplia gama de

microorganismos patdégenos [70]. Las NPsAg no solo interactian con la superficie
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de la membrana sino que también pueden penetrar al interior de la célula y

generar de especies reactivas de oxigeno (ERO) [71].

La Ag en soluciones acuosas puede liberar iones Ag* y estos pueden
interrumpir con las biomoléculas de los microorganismos y dafiarlas [69]. Ademas,
los iones Ag interactdan con los grupos tiol inactivando las proteinas de las células
[72] [71].

Desde la Antigua Grecia se ha usado la plata como agente antimicrobiano
donde de utilizaban monedas de plata en los fondos de los vasos para evitar
infecciones. El primer reporte donde mencionan las propiedades antimicrobianas
de la plata fue para tratamientos oculares y publicado en 1880. El nitrato de plata
(AgNO3) se aplicaba diluido para tratar ceguera en recién nacidos. También se
utilizé la sulfadiazina de plata para tratar quemaduras y heridas [73], [74]. En la
actualidad se han desarrollado dispositivos médicos recubiertos con NPsAg
(catéteres de plastico) que evitan la formacion de biopeliculas de microorganismos

patdgenos.

La actividad antimicrobiana de las NPsAg se da por la forma, tamafio y a una
concentracion menor de 75 pg/mL inhiben generalmente el crecimiento bacteriano.
Sin embargo, es sorprendente que hasta el momento el mecanismo de accién de
las NPsAg sobre los microorganismos no se conoce aun cuando existe una gran
cantidad de trabajos publicados acerca de la inactivaciébn de microorganismos con
plata metalica y iones de plata [75], [76]. Sin embargo, se ha propuesto que las
NPsAg pueden unirse a la superficie de la membrana celular alterando la
permeabilidad y el transporte de protones que afecta directamente la respiracion.
También pueden penetrar al interior de las células y generar ERO. Las NPsAg de
tamafios nanométricos presentan mayor efecto bactericida que las de gran
tamafio, debido al area superficial disponible para interaccionar [76]. Sharma y
colaboradores mencionan que las NPsAg son de mayor eficiencia que los iones
Ag* como agentes antimicrobianos, porque las NPsAg son mas reactivas por sus

propiedades cataliticas y fotocataliticas [69].
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Sin embargo, el uso directo de NPsAg no es viable debido a que las NPs con
tamafio menores de 200 nm tienden a agregarse naturalmente. Presentan ademas

baja estabilidad en soluciones acuosas y esto hace poco practica su aplicacion.

Para resolver este problema, se pueden soportar en otros materiales como
en TiO2, SiOz, Al20s, zeolitas entre otros. De todos los materiales mencionados el
TiO2 ha mostrado ser el més eficiente para las aplicaciones antes mencionadas
[71]. El acoplamiento de NPsAg en los TNT, hace que la recombinacién sea mas
lenta, ya que las NPsAg por su tamafio pueden promover la separacion del par
electron-hueco generados en la reaccién de fotocatalisis y mejora la capacidad
fotocatalitica de los compuestos. Otra de las ventajas de estos compuestos es que
su espectro de absorcion de la luz se extiende hacia la regién del visible, esto se
debe a la plata que actia como trampa de electrones en el espacio de la banda
prohibida, ademéas de la Ag nanométrica presenta resonancia de plasmén de
superficie. Ademas la incorporaciéon de las NPsAg proporciona una mayor

actividad antimicrobiana [77].

1.7. Fosfato de plata

El fosfato de plata (AgsPO4) es un material semiconductor, que ofrece una
alternativa viable a la fotocatdlisis [78]. Es de color amarillo, debido a la absorcién
de la luz en la region del visible con una longitud de onda menor a 530 nm [79],
[80].

La excelente actividad fotocatalitica bajo luz visible que presenta el AgsPOa4
se debe a su estructura con PO4s*. El PO4* es responsable de la distorsion en los
tetraedros de AgO4 mediante una fuerte polarizaciéon del AgsPOas (Figura 1.5). Los
grupos fosfatos negativos atraen y rechazan a los electrones y mejoran la
separacion de cargas. El AgsPOas presenta una energia de banda prohibida de
2.43 eV [78].
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El AgsPOa tiene propiedades antimicrobianas bajo la luz visible y libera iones
plata. La actividad antimicrobiana del AgsPO4 se ha probado con bacterias gram-
negativas (E. coli) y con levaduras patégenas (Candida spp). El AgsPOs a
concentraciones entre 0.1 — 0.2 mg/mL tienen actividad antimicrobiana del 84-99%
[45], [79], [81].

Figura 1.5. Celda unitaria del AgsPO4 que presenta una estructura cubica centrada en el cuerpo
(CCCQC), donde los atomos azules representan la plata, los morados el fosfato y los rojos el oxigeno
y la CCC esta formada por POs [76], [78].

Sin embargo, el AgsPOs es inestable, debido a la fotoreduccién bajo luz
visible. Por tal motivo es necesario incorporarlo en otros materiales para poder

utilizarlo en fotocatalisis [10].

Trabajos anteriores presentan fotocatalizadores de TiO2 funcionalizado con
AgsPOa, con actividad fotocatalitica para degradar colorantes organicos. Ademas

de presentar actividad antimicrobiana.

1.8. Métodos de preparacién de nanoparticulas soportadas

Existen varios métodos para depositar metales en la superficie de los TNT.
Uno de los métodos es por fotoquimica [82] de NPsAg, AgO, Cu o Pt. Otro es la
incorporacion de precursores de oOxidos metalicos como Bi, Rh y WOs3 en la
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superficie de los nanotubos mediante la adiciobn directa durante la reaccion
hidrotermal in situ de Fe, Cr, Ce y Sn. [20].

El método fotoquimico consiste en el depdsitd/reduccion de nanoparticulas
metalicas por medio de luz UV. Este método se puede clasificarse en dos tipos, 1)
foto-fisicos (de arriba hacia abajo) que se realiza mediante la division de metales a
granel hasta formar pequefas particulas, 2) fotoquimicos (de abajo hacia arriba)
este método genera NPs a partir del metal de valencia cero (M°) que se obtienen
por medio de precursores moleculares o iénicos que se da por la formaciéon de M°
en condiciones que evitan su precipitacion. Estos se forman por la fotoreduccién
directa de una fuente metalica (sal metalica o completo) o por fotosensibilzacién
por medio de una fuente de luz como las lamparas de mercurio de alta presion de
125 W. Aqui los iones metélicos se reducen cuando se usan productos
intermedios que se generan por fotoquimica, como moléculas excitadas y
radicales [26], [76], [82], [83].

1.- Fotoreduccion

hv

Metal —_— —
Reduccién Nucleacion

2.- Fotosensibilizacion
hv

Nanoparticula

[_Sensibilizador | [Producto |

Metal - .. ..
Reduccion Nucleacién

Nanoparticula

Figura 1.6. Esquema representativo del método de sintesis fotoquimica, 1) sintesis directa, 2)
sintesis por medio de sensibilizadores [82].

En el proceso de fotorreduccion directa el M° se obtiene mediante la
excitacion directa de luz UV de una fuente metalica. La ventaja de este método es
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gue no necesita agentes reductores y por tal motivo se puede usar en diversos
medios incluyendo peliculas y cristales entre otros [82].

La fotosensibilizacion con semiconductores consiste en el precursor metalico,
el semiconductor (soporte) y eliminadores de huecos. La foto-irradiacion se realiza
en solucién con estos compuestos: iones metélicos y el semiconductor.de soporte.
La foto-absorcion de los semiconductores produce huecos y electrones. Los iones
metalicos que se absorben en la superficie capturan los electrones fotogenerados

y asi se reducen en la interfaz Figura 1.6 [82].

El mecanismo de foto-reduccion directa que forma NPsAg por medio del
solvente (agua) y por el precursor metalico (iones plata) tomados del AgCIOs es el
siguiente [84] (Ec.5).

+ hv 0 +
Agt +H,0 V., Ag°+ H* + eOH (Ec. 5)

La combinacién de NPsAg y AgsPOas en la superficie de los nanotubos dara
como resultado nuevas funciones como: 1) la disminucién de Eg para que los TNT
puedan ser activos en la region del visible, 2) reduccién de la recombinacion del

par electron-hueco, 3) una mayor actividad antimicrobiana.
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Il. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Todos los quimicos utilizados en este trabajo fueron de grado reactivo. Como
precursor para los TNT se utilizd didxido de titanio comercial (P25) Degussa que
contiene (75% anatasa y 25% rutilo), hidroxido de sodio (NaOH) CTR. Para la
sintesis de nanoparticulas de fosfato de plata y plata, se utilizd nitrato de plata
(AgNO3) Sigma-Aldrich y fosfato de sodio dihidratado (PO4NazH. H20) Aldrich.

2.1. Sintesis hidrotermal de titanatos de hidrégeno

La sintesis hidrotermal de TNT se llevo a cabo con dioxido de titanio (P25)
como precursor, agua destilada como disolvente y (NaOH) como mineralizador
segun lo reportado por [22]. La mezcla se prepar6 con 2 g de P25y 60 mL de una
solucion de NaOH 10 M y se llevé a un volumen final de 80 mL con agua
destilada. Posteriormente la mezcla se dispersé en un bafio ultrasénico por 10 min
para eliminar los agregados y después se agité durante 10 min a temperatura
ambiente. La mezcla se coloc6 en un recipiente de teflon y se calenté mediante
irradiacion con microondas en un reactor de microondas (Eyela MWO 1000 Wave
Magic) a 150°C durante 6 horas a 700 rpm, con una potencia de 180 W. El
material se enfri6 a temperatura ambiente y se lavo varias veces con agua
desionizada posteriormente se llevé a pH 3 con HCI 5 N. Se lavé con agua
desionizada hasta obtener pH 7. El polvo resultante se filtré al vacio y se secé a
100°C, durante 12 horas. Los nanotubos obtenidos se nombraron como TNT. Se

realizaron dos lotes diferentes de TNT.

2.2. Sintesis de particulas de AgzPO4

Las particulas de AgsPO4 se prepararon por el método de precipitacion por
intercambio de iones simple. Se prepararon dos soluciones una de AgNOs3 0.15 M
20
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y otra de POsNa2H.H20 0.15 M en agua desionizada. Las dos soluciones se
colocaron en bafio ultrasénico durante 10 min para dispersar el material. La
solucion de POsNazH.H20 se mantuvo en el bafio ultrasénico mientras que la
solucion de AgNOs se afadid gota a gota hasta obtener una coloracion amarilla.
Los polvos resultantes se lavaron varias veces con agua desionizada para eliminar

cualquier rastro de material sin reaccionar y finalmente se sec6 a 70°C.

2.3. Foto-depdsito de nanoparticulas de plata

El foto-depdsito de NPsAg se realizé por medio de una solucién de AgNOs en
50 mL de etanol a tres diferentes concentraciones (0.5, 1, y 3% en peso) a esta
solucion se le agrego 1 g de TNT. La suspension se agitd durante 5 minutos y
después se colocOd en bafio ultrasénico por otros 5 minutos para asegurar la
desagregacion completa de las particulas precursoras. Posteriormente la
suspension se agitd durante 1 hora y a la par se irradié con una lampara UVC de
17 W (TecnoLite G15T8, 254 nm, 1168 W/cm?). Después la suspension se filtr6
con un filtro de polipropileno hidréfilo (Pall, 0.2 pum). Los sélidos se secaron
completamente durante una noche en un horno a 80°C. Los materiales obtenidos
se les asigno el nombre de AgXTNT, donde X denota diferentes contenidos de

plata en % en peso.

2.4. Foto-depdsito de particulas de fosfato de plata

El foto-depadsito de particulas de AgsPOa4 en los TNT se realizé siguiendo la
misma metodologia que para la del foto-depdsito de NPsAg. Las concentraciones
de AgsPOs fueron de 3, 5y 10% en peso. Los materiales obtenidos se les asigno
el nombre de AgsPO4XTNT, donde X indica las diferentes cantidades de AgsPOas

contenidas sobre los nanotubos en % en peso.
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2.5. Técnicas de caracterizacion

Los nanotubos funcionalizados y sin funcionalizar se caracterizaron por
medio de microscopia eectrénica de barrido y transmisién. Las imadgenes en modo
HRTEM y HAADF se obtuvieron con un microscopio FEI Tecnai F30 equipado con
una pistola de emisibn de campo de tungsteno operado a 300 keV. Los
espectrogramas UV-Vis-DRS se obtuvieron con una esfera de integracion. Los
patrones de difraccion de rayos X se obtuvieron usando un difractometro de rayos
X Bruker Discover con radiacion de Cu Ka de 1.5406 A, operado a 35 kV y 25 mA.
La adsorcion-desorcion de N2 se realizé en el equipo NOVA 3 con muestras
previamente desgasificadas a 150°C. El método Brunauer-Emmett-Teller (método

BET) se utilizé para calcular el area superficial especifica.

2.5.1. Difraccion de rayos X (XRD)

Para determinar las fases cristalinas de los materiales sintetizados se utilizé
un difractometro de Rayos-X SmarlLab Rigaku con una longitud de onda de
radiacion incidente A=1.54 A (CuKa) a 35 kV y 25 mA. El barrido se realizé de 5 a
70°, desde el angulo de difraccion (28.). La indexacién de los planos
cristalograficos fue mediante la base de datos Join Committee of Power Diffraction
Standars (JCPDS). Las direcciones de difraccion se determinaron por la ley de
Bragg [85].

La Ec. 6 muestra las condiciones para que tenga lugar una interferencia

constructiva del haz que forma un angulo 6 con la superficie del cristal:

nk=2dsen9 (Ec. 6)

Donde:

n = numero entero que representa el orden de la difraccion

d = distancia interplanar del cristal
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2.5.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para observar la morfologia de los materiales, asi como la dispersion de los
materiales depositados en los TNT, se empled un microscopio electrénico de
barrido FEI-FIB Dual Beam Helios Nanolab 600. Se obtuvieron imagenes con
electrones secundarios y retrodispersados. Las imagenes por electrones
secundarios se producen a partir de la emision de los electrones de valencia de
los atomos de la muestra. Estos son de muy baja energia (<50 eV) y solo logran
salir de la muestra los que se encuentran mayoritariamente en la superficie con lo

gue se obtiene una imagen de apariencia tridimensional.

Las imagenes producidas por electrones retrodispersados, poseen mayor
energia que los secundarios, por tanto, proporcionan mas informacion de regiones
mas profundas de la muestra. La intensidad de emisién de los electrones
retrodispersados depende del nimero atbmico medio de los a&tomos de la muestra.
De esta manera los &tomos mas pesados producen mayor cantidad de electrones
retrodispersados. Por tanto, las areas con elementos pesados aparecen brillantes

en la imagen, de acuerdo con la composicién quimica de la muestra.

Ademas de imagenes sobre la morfologia de la muestra se puede obtener un
microanalisis quimico semicuantitativo con, un detector de rayos X (EDS). Este
detector es el que recibe los rayos X procedentes de cada uno de los puntos de la
superficie sobre los que pasa el haz de electrones. Como la energia de cada rayo
X es caracteristica de cada elemento, podemos obtener informacién analitica
cualitativa de areas de tamafio determinadas de la superficie. Es por esto que esta

técnica se conoce como microanalisis por EDS.

2.5.3. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Se determino la morfologia de las estructuras obtenidas y la determinacion
de la composicion quimica por espectroscopia de dispersion de energia (EDS). Se

usaron imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM) y microscopia
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electronica de transmisién de alta resolucién (HRTEM) que se obtuvieron con un
microscopio electrénico de transmision HR-TEM FEI Tecnai F30 (300 keV). Para
el andlisis de las muestras biolégicas con E. coli las muestras se recubrieron con
un bafo de oro (Cressington Sputter coater 108 Auto) durante 90 segundos con
una intensidad de 40 mA. Esto para permitir la conduccion de electrones sobre la

muestra.

2.5.4. Espectroscopia de UV-Visible de reflectancia difusa (ERD)

Para caracterizar el comportamiento electrénico que presentan los materiales
se analizaron espectros de UV-Vis de reflectancia difusa. Se determind la energia
de banda prohibida (Eg) por medio del estudio de la pendiente en la curva e
absorcion, donde se presenta una caida exponencial. Para realizar este analisis se
usé6 un espectrofotometro UV-Visible (Cary 5000 UV-Vis-NIR, Agilent
Technologies) de reflectancia difusa. Las mediciones para la absorcién éptica se
escanearon en el rango de 200 nm a 800 nm (ultravioleta y regién del visible) y se
utilizé una esfera de integracion. Los espectros se analizaron en términos de las

intensidades de F(R) como funcion de energia de longitud de onda (eV).

2.5.5. Fisisorcion de N2

Para determinar el area superficial, tamafio y volumen del poro de las
muestras se realizd con un equipo Quanta Chrome NOVAe. Las muestras tuvieron
un pretratamiento de desgasificacion a 120 °C durante 5 horas. Las isotermas se

obtuvieron en un rango de presion relativa de 0.05-0.3 P/Po.

El método BET lo desarrollaron Brunauer, Emmet y Teller, se utiliza para
interpretar la isoterma de adsorcion y se utilizd para calcular los los datos

obtenidos.
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La fisisorcion se realiza cuando un gas no polar, principalmente nitrdgeno, se
pone en contacto con un sélido desgasificado. Cuando se ponen en contacto el
gas con la superficie del solido se produce un equilibrio entre moléculas
adsorbidas y moléculas en fase gaseosa que dependen de la presion del gas y la
temperatura. Las isotermas se generan por la relacion entre las moléculas y la

presion a temperatura constante [85], [86].

2.6. Reacciones evaluadas
2.6.1. Reaccion de degradacion de eosina amarillenta con AQXTNT y

Ag3PO4XTNH

Se uso eosina amarillenta (LeMont Productos Quimicos, Indicator grade)
como compuesto modelo para determinar la actividad fotocatalitica de los
materiales sintetizados. Se mezclaron 20 mg de fotocatalizador en 200 mL de
eosina a una concentracion de 10 ppm. Los materiales se dispersaron
ultrasénicamente en un vaso de precipitado, y se colocé en un reactor casero de
borosilicato de 250 mL de capacidad. La mezcla se mantuvo en agitacion en
oscuridad para lograr el equilibrio adsorcidon-desorcién. Después de 1 h el reactor
se expuso a irradiacion mientras se mantenian en agitacion constante. La lampara
utilizada para los materiales AgQXTNT fue de luz visible (lampara halégena Philips,
bloque UV Halotone, 50 W) y para el caso de los materiales AgsPOsXTNT se
utilizé una lampara de luz visible (lampara LED 3 W).

La velocidad de degradacién de la fotoactividad se registré midiendo la
intensidad de la banda de absorcion principal de Eosina (517 nm) en funcién del
tiempo de irradiacion. Se tomaron muestras cada 15 min durante 3 horas. Las
muestras se filtraron con un filtro de nailon de 0.45 pm y después se analizaron en

un espectrofotometro UV-Vis-NIR Agilente Tecnologies Cary 5000.
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2.6.2. Reaccion antimicrobiana de AgXTNT con E.coli.
2.6.2.1. Crecimiento con E. coli.

La determinacion de la actividad antimicrobiana de AgXTNT con E. coli se
midid0 mediante ensayos de viabilidad de las bacterias después de la exposicion
con NPs. Se midi6 la densidad Optica del cultivo, cuentas viables cuantificadas por
unidades formadoras de colonias (UFC) en placa y ensayos de viabilidad en
liquido. Para determinar el nUmero de células de un cultivo se mide la densidad
Optica y se correlaciona con el niumero de células. La densidad optica se midio en
un espectrofotometro Shimatzu a 600 nm [87]. La viabilidad de un cultivo celular
en presencia de agentes antimicrobianos se determiné de la siguiente manera. Al
cultivo de células expuestas a los agentes antimicrobianos se les hizo diluciones
seriadas y se pusieron 100 pl de estas diluciones en cajas de medio LB con agar.
El nimero de células se cuenta y se comprar con un cultivo no tratado. [88]. La
actividad antimicrobiana de AgXTNT se determiné con E. coli. TOP10 Se inoculo
una cepa de E. coli en medio Luria Bertani (LB) y se incubo por 14 hr a 30°C con
agitacion constante a 180 rpm. Al dia siguiente, se midi6 la densidad 6ptica del
cultivo a 600 nm. EIl cultivo se centrifugo a 4500 rpm durante 10 min. El
sobrenadante se descart6 y las bacterias se re-suspendieron en medio M91X y se
ajustaron a una concentracion de 1x10° células/mL a una densidad éptica de 1 a

600 nm. En todos los experimentos se utiliz6 AgXTNT.

2.6.2.2. Evaluacion antimicrobiana con AgXTNT de E. coli

La evaluacion fotocatalitica de AgXTNT, TNT y NPsAg en E. coli se realiz
en placas de cultivo de 24 pozos con agitacion magnética constante (350 rpm).
Los cultivos fueron irradiados con luz visible con una lampara halégena (Smart
halogeno 65 W, Panasonic Corporation). A los cultivos se les agregd 1 mg/mL de
los diferentes catalizadores, AQXTNT, TNT y NPsAg. Se tomaron alicuotas de 100

uL alos 5, 15, 30, 45 y 60 min. Después se realizaron diluciones en serie 1:10 y se
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platearon 100 pL en cajas de LB agar. Las cajas se incubaron durante 14 hr a
30°C. Al dia siguiente se contaron las UFC.

2.6.2.3. Caracterizacion morfolégica de E. coli

Para determinar como los materiales probados afectan la morfologia de E.
coli se hizo mediante microscopia electrénica de barrido. Se recolectaron las
células a intervalos de tiempo en los que fueron evaluados durante la reaccidn
fotocatalitica. Las células se fijaron en glutaraldehido al 3% en una solucién buffer
de fosfato de sodio (PBS), 100 mM, a pH 7.4, y se incubaron a 4°C durante 1 h.
Las muestras se lavaron cuatro veces con PBS. Posteriormente, las células se
fijaron en una solucion buffer de OsO4 al 1% durante 2 h a 4°C y se lavaron 4
veces. Las muestras se deshidrataron progresivamente con etanol con
concentraciones de 30, 40, 50, 60, 70, 80, 95 y 100%. Las células se incubaron
durante 10 min en cada concentracion para finalmente lavar nuevamente dos
veces mas con etanol absoluto al 100% en lapsos de 15 min. El proceso de
secado del punto critico se realizé en un Tousimis Samdri-PVT-3D. Las muestras
secas se montaron y se recubrieron con oro pulverizado en un aparato
Cressington Model 108 auto y se examinaron en un microscopio FEI Quanta 250
SEM. El microscopio electrénico de barrido se ajusté a 25 kV, punto 4.5 y WD 10

mm, tomando las micrografias con un Everhart Thornley Detector (ETD).

La ultraestructura de E. coli se observé y evalué por microscopia electronica
de transmision. Para esta técnica las células se fijaron y posteriormente se
deshidrataron progresivamente en etanol absoluto en diferentes concentraciones
hasta 100%. Después, la pre-inclusion se realizé en LRW: etanol absoluto 1:1 por
2 horas y LRW puro durante toda la noche. Las células fijadas se incrustaron en
capsulas de gelatina y se polimerizaron a 50 °C durante 48 h. Se obtuvieron
secciones ultrafinas con un ultra micrétomo y se colocaron en FCF-100 Cu y se
concentraron con acetato de uranilo al 2% durante 10 min, seguido de citrato de

plomo al 2% durante 5 min. Finalmente, las muestras se examinaron en un
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microscopio electronico de transmision JEM-200 CX (JEOL) a 100 kV y equipado
con una camara digital (SIA, Alemania).

2.6.3. Reaccion antifungica de AgsPO4sXTNT en C. glabrata.
2.6.3.1. Crecimiento de C. glabrata

Las cepas de C. glabrata se cultivaron en medio rico YPD: extracto de
levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, uracilo 25 mg/L, glucosa 2%. Para medio sélido
se agrego al YPD agar al 2%. Se inocularon cultivos y se incubaron a 30°C con
agitacion. El nimero de células se determind midiendo la densidad 6ptica a 600
nm con un espectrofotometro Shimatzu. Al dia siguiente se tomo una alicuota de 5
puL y se crecié en medio fresco YPD y se incubd durante 48 hr (células en fase
estacionaria). El cultivo se ajustdé a una densidad 6ptica de 600 nm que es igual a
1x107 células/mL.

2.6.3.2. Evaluacién antifungica de C. glabrata con TNT

Para determinar la actividad antifingica de los TNT, se coloc6 1 mL de
células en fase estacionaria con 1 mg de TNT. Se incubaron en placas de cultivo
celular de 24 pozos con agitacion constante a 30°C. Se tomaron muestra de 100
puL cada 15 min y se realizaron diluciones seriadas 1:10 con agua destilada estéril.
Se platearon 100 pL de las diluciones 10% y 10%. Las cajas se incubacion a 30°C
durante 24 horas. Al dia siguiente se contaron las UFC.

En la Tabla 2.1, se muestran los experimentos realizados con TNT, donde

los TNT fueron tomados como control.
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Tabla 2.1. Condiciones de experimentos para la evaluacion antimicrobiana de TNT en C.

glabrata..
Experimento Condicién
1 TNT + Luz
2 Luz
3 TNT en Oscuridad
4 Oscuridad

Para los experimentos que fueron irradiados, se utilizé una lampara de luz

led color azul de 3 W.

2.7. Ensayo de sensibilidad a AgsPO4 y calculo de MIC50 con C.

glabrata

Los cultivos en fase estacionaria de diferentes cepas se diluyeron en medio
YPD fresco en presencia y ausencia de AgsPOa4 para obtener una suspension de
células a una concentracién de 1X10’ cel/mL. Se colocaron por triplicado 300 pL
de cada suspension celular en una caja de 100 pozos Honeycomb. Las cajas se
incubaron en el equipo Bioscreen a 30°C con agitacion constante y se midio la

densidad 6ptica cada 30 min durante 10 horas a 600 nm.

Los valores de MIC50 para cada cepa se calcularon como se describio
previamente utilizand6 el programa GraphPadPRISM. MIC50 es la concentraciéon
que produce una inhibicion del crecimiento celular del 50%.
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Difraccién de rayos X

La técnica de difraccion de rayos X se usO para identificar las fases

cristalinas de los materiales sintetizados en este trabajo.

En la Figura 3.1, se presentan los patrones de difraccidén de rayos X para los
TNT sintetizados por el método hidrotermal y los TNT funcionalizados con NPsAg
y Ag2POs a diferentes porcentajes. Se observan los picos de reflexion 9.77°, 24.5°,
28.48° y 48.02° que son caracteristicos de la estructura ortorrombica de
H2Ti20s.H20 asignadas por el patron de difraccién de la carta (JCPDS 41-0192)
[89], con valores de parametros de red de a=2.998, b=3.784, ¢=18.030 (Figura
3.1a). Estos materiales de acuerdo con el difractograma muestran baja
cristalinidad. EIl pico de reflexion de 9.77° esta relacionado con la distancia entre
capas de los nanotubos [90]. Los picos a 24.5°, 28.48°y 48.02° son caracteristicos
de los materiales 1D, ademas estos picos son indicativos del proceso de
sustitucion del Na*-H* debido al proceso de lavado. También se exhiben los
mMismos picos caracteristicos para la estructura ortorrombica H2Ti2Os.H20 (Figura
3.1b). Sin embargo, en estos ultimos difractogramas presentan reducciéon de la
intensidad en la reflexion a 26= 9.77°. Esto puede ser consecuencia del lavado
con HCI ya que Tomoko et al , mencionan que cuando se realiza el lavado de los
TNT con HCI y el pH disminiye a menos de 3 se observa la reduccion de la
intensidad de esta reflexion en los difractogramas [91].

Otro de los factores de la baja intensidad y el ancho de los picos puede
deberse a la presencia de enlaces Na-OH, ya que en el tratamiento con lavados
acidos, no se pudo controlar la cantidad de iones Na* que son remplazados con
iones H*. y que debido a esto es posible la formacion de diversos tipos de
titanatos. Por tal motivo es necesario eliminar los iones Na* para mejorar la

estabilidad y la cristalinidad [53].
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Figura 3.1. Patrén de difraccion de rayos-X, a) TNT y AgGXTNT, b) TNT y AgsPO4+XTNT los
triangulos denotan los picos caracteristicos de los TNT 9.77°, 24.05° y 27.82° [51].

Para los TNT funcionalizados con NPsAg3%, se puede observar que
presentan las fases principales de la plata metalica (JCPDS 04-0783). Para los
TNT funcionalizados al 0.5 y 1% de Ag, no se identificé ningun pico caracteristico
de plata metélica debido a la baja cantidad de Ag (Figura 3.1la). Esto podria
deberse, al tamafio nanométrico de las particulas de plata altamente dispersadas
sobre la estructura de los TNT.

Para los TNT funcionalizados a diferentes porcentajes de AgsPOas (Figura
3.2a), se observan reflexiones para el AgsPO4 que concuerdan con el patrén

estandar (JCPDS 06-0505), ademas de la reflexion que nos indica la presencia de
plata metalica.
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Figura 3.2. Patron de difraccion de rayos X, a) AgsPO4XTNT, b) particulas de AgsPOa.

Los patrones de difraccion de rayos X de las estructuras de AgsPOs
muestran los picos reflectados que coinciden con la fase cristalina del patrén
estandar de AgsPO4 (JCPDS 06-0505), (Figura 3.2) [80], con estructura cristalina

cubica centrada en el cuerpo (CCC). Los parametros de red son de: a=6.013,
b=6.013, c=6.013.

3.2. Fisisorcion de Nitrogeno

Mediante la técnica de fisisorcion de nitrégeno se obtuvieron las isotermas de
adsorcion-desorcion de nitrégeno para cada TNT y funcionalizados AgXTNT

(Figura 3.3).
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Figura 3.3. Isotermas de adsorcién-desorcion de TNT sintetizados por el método hidrotermal y TNT
funcionalizados con NPsAg.

Los materiales sintetizados y funcionalizados con diferentes porcentajes de
plata presentan una isoterma tipo IV. La isoterma tipo IV es caracteristica de
materiales mesoporosos particularmente de sélidos formados por poros de tamafio
y forma uniforme de acuerdo a la clasificacién de la IUPAC, (Figura 3.3) [19], [20],
[22].

Esta técnica también permiti6 determinar el area superficial especifica de

volumen y diametro de poro de cada material, (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Area superficial, volumen y diametro de poro de los materiales AGQXTNT y TNT

Material Area superficial BET Volumen de poro Diametro de poro
(m?/g) (g/cm?) (nm)
TNT 266.209 4.88701 3.958
Ag 0.5%TNT 244.873 45130 3.945
Ag1%TNT 208.253 4.54901 3.945
Ag 3%TNT 201.611 4.899-01 3.954
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Los materiales modificados con Ag presentan areas superficiales reducidas o
menores en comparacion con los TNT. Respecto al volumen y al diametro los

valores son similares respecto a los TNT.

De manera similar se realizaron pruebas de fisisorcion para AgsPOsXTNT
(Figura 3.4).

—=—TNT y"y
—e—Ag,PO,3NT vy
—A— Ag,POSNT L
—v— Ag,PO,10NT vy

Volumen de poro (g/cm®)

Figura 3.4. Isotermas de adsorcién-desorcion de TNT sintetizados por el método hidrotermal y TNT
funcionalizados con AgsPOa.

Estos materiales presentaron isotermas tipo IV, caracteristicos de los
materiales mesoporosos de acuerdo a la IUPAC [19], [20], [22].

En la Tabla 3.2, se presentan los valores calculados del area superficial

especifica, volumen y diametro de poro.
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Tabla 3.2. Area superficial, volumen y diametro de poro de los materiales AgsPOsXTNT y TNT

Material Area superficial BET Volumen de poro Diametro de poro
(m?/g) (g/cm?) (nm)

TNT 215.148 5.02301 3.950
Ag3PO4 3%TNT 251.495 5.88601 3.454
Ag3PO4 5%TNT 267.249 5.8401 3.474
Ag3PO4 10%TNT 294,113 5.89801 3.400

A diferencia de los materiales funcionalizados con NPsAg en los cuales se
encontré que disminuia su area superficial al aumentar la cantidad de NPsAg, los
materiales modificados con AgsPOas presentan areas superficiales mayores en
comparaciéon con los TNT. Con respecto al volumen y al didmetro de poro los

valores son muy similares a los TNT.

3.3. Espectroscopia UV-Vis de Reflectancia Difusa

El andlisis a partir de UV-Vis (RD), permite determinar la energia de banda
prohibida (Eg). Para la estimacion de Eg a partir de los espectros de UV-Vis, se
extrapold una linea recta desde la curva de absorcion al eje de abscisas, cuando a

es igual a cero, (Figura 3.5).

——Ag 3NT
——Ag INT
——Ag 0.5NT
——TNT

Resonancia de plasmén de superficie (RPS)

Absorbancia (u. a)

Longitud de onda (nm)

Figura 3.5. Espectro UV-Vis RD de AgXTNT, sintetizados por el método hidrotermal.
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Los espectros de los nanotubos muestran la banda de absorcion por debajo
de 350 nm (Figura 3.5). Después de la deposicibn con NPsAg, los espectros
presentan otra banda alrededor de 500 nm. Esta banda es caracteristica de las

NPsAg presente por su resonancia de plasmon de superficie (RPS).

Este fendmeno ocurre cuando las oscilaciones colectivas de los electrones
se encuentran libres en la banda de conduccién. Estas excitaciones colectivas de
los electrones se encuentran libres en estructuras metalicas en la interfaz
metal/dieléctrico. La resonancia se produce cuando la longitud de onda de un haz

incidente es mayor que el diametro de la particula [92].

La banda de plasmén de superficie aparece en los TNT que fueron
funcionalizados con NPsAg. Esto indica que las particulas de plata depositas son
metalicas. La Ag* se reduce a Ag® después de la irradiacion con la lampara de

mercurio de 235 nm en el proceso de foto-depdésito.

En la Tabla 3.3, se muestran los valores de energia de banda prohibida de
los TNT, y TNT funcionalizados con NPsAg.

Cuando los nanotubos se irradian bajo luz UV, estos experimentan
separacion de carga. Después la superficie adsorbida del AgNOs captura los
electrones fotogenerados y se reducen en la superficie de los TNT formando Ag
metalica, (Ec. 7 y Ec. 8) [93].

TiO, + hv ——— TiO, (ht + e7)
(Ec. 7)

. + . 0
TiO, (e) + Ag"—— TiO, + Ag (Ec. 8)
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El Eg de los TNT es de 3.35 eV y para Ag3%TNT es de 3.3. eV, en
promedio. La resonancia de plasmon de superficie de NPsAg mejora la absorcion

de la luz visible.

En la Tabla 3.3, se muestran los valores de Eg para los materiales TNT y
AgXTNT.

Tabla 3.3. Eg para los materiales sintetizados por el método hidrotermal TNT y AgXTNT.

Material Eg (eV)
TNT 3.3.
Ag0.5%TNT 3.38
Ag1%TNT 3.45
Ag3%TNT 3.31

Se determiné el espectro UV-Vis DRS y obtuvimos la energia de banda
prohibida de los TNT, AgsPO4y AgsPO4XTNT (Figura 3.6).

o
©
=)
N~—
8
o
c
®
2
o
[%2)

2 10%Ag.PO,TNT

N 59AQ,PO,TNT

N\ 3%Ag.PO, TNT

< TNT

Ag PO,

T T T T T T T T
300 400 500 600 700

Longitiud de onda (nm)

Figura 3.6. Espectro UV-Vis RD de TNT, AgsPOsy AgsPO4XTNT, sintetizados por el método
hidrotermal.
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La pendiente que se encuentra aproximadamente a 380 nm es de los TNT y
presenta una Eg de 3.2 eV. El AgsPO4 mostr6 una absorbancia a 480 nm y esto

indica que es reactivo con luz visible [80].

La Tabla 3.4, muestra los valores de Eg para los materiales TNT, AgsPOas y
AgsPO4XTNT.

Tabla 3.4. Eg para los materiales sintetizados por el método hidrotermal TNT y AgzsPOsXTNT

Material Eg (nm)
TNT 3.19
AgsPOu4 2.26
AgsPO4 3%TNT 3.22
AgsPO4 5%TNT 3.20
AgsPOs 10%TNT 3.17

Las energias de banda prohibida, para los TNT en ambas sintesis en
encuentran en 3.3 y 3.19 eV respectivamente. Los valores de Eg de AgXTNT se
encuentran en un rango de 3.3 — 3.45 eV. En el caso de AgsPO410%TNT se logré
disminuir la energia de banda prohibida de 3.19 a 3.17 eV en comparacion con los
TNT sin funcionalizar. Estos datos indican que los materiales son reactivos bajo
luz visible. ElI AgsPOs presenta un Eg de 2.26 eV y es consistente con la propiedad
de absorcion de la luz para este material de acuerdo con lo reportado por otros
autores [67], [80], [81], [94]

3.4. Microscopia Electrénica de Transmision (MET) y de Barrido
(MEB)

Los detalles morfologicos y microestructurales de los compuestos se
examinaron mediante MEB y MET. La imagen HRTEM de TNT que fueron

preparados por el método hidrotermal con lavados &cidos. De acuerdo con la
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imagen podemos observar que los TNT presentan diametros de 10 - 20 nm y
longitud de 200 nm (Figura 3.7a'y 3.7b).

Counts

Energy (keV)

Figura 3.7. Imagenes a) HRTEM donde muestra la morfologia de los TNT, b) MEB por electrones
secundarios de la morfologia de los TNT, c) espectro EDS de los TNT.

La Figura 3.7c muestra el espectro del andlisis quimico semicuantitativo de la
composicion quimica de los TNT, donde se observa la presencia de Ti y O,

ademas de Cu de la rejilla.

Las imadgenes HAADF y MEB por electrones retrodispersados, se observa la
dispersion de las particulas de AgsPO y las NPsAg. La Figura 3.8a, muestra la
imagen en HAAD, donde se observa la dispersion homogénea de las NPsAg sobre
los TNT, ademas mediante esta técnica se logré identificar el tamafio de particula
de las NPsAg que fue de 1 a 5 nm. En la Figura 3.8b se observa los aglomerados
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gue presentaron los TNT sobre la superficie cundo fueron funcionalizados al 10%
de AgsPOas. La Figura 3.8¢c muestra la imagen HRTEM de los TNT funcionalizdos
al 5% de AgsPOs, donde se observa poca homogeneidad ya que presenta
diferentes tamafos de particula y para comprobar la composicion de estas se
realiz6 un EDS donde se muestra la composicion y hay presencia de Ti, O, Ag y P,
(Figura 3.8d).

Con los resultados obtenidos para los TNT funcionalizados con AgsPOa, es
necesario buscar un nuevo método de fotodeposito, ya que no hubo una
dispersion homogénea sobre la superficie de estos, ademas de que varié el
tamafio de particula depositado y otros solo se aglomeraron en la superficie de los
TNT.

e 100 NM

Energy (keV)

Figura 3.8. Imagenes de, HAADF del fotocatalizador Ag3%TNT, b) HAADF del fotocatalizador
AgsPO410%TNT, c) HERTM del fotocatalizador AgsPO45%TNT, d) espectro EDS de
AgsPO45%TNT.
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Para verificar el contenido de Ag en los TNT, se realizé6 espectroscopia de
emision Optica de plasma acoplado individualmente (ICP-OES) con un
espectrometro 730-ES de Varian INC. Se determiné que las cantidades fueron de
0.45, 0.92 y 2.45% en peso respectivamente para Ag 0.5%TNT, Ag 1%TNT y Ag
3%TNT.

En un experimento control las particulas de AgsPOa4 se prepararon por el
meétodo de precipitado de iones. De acuerdo con las imagenes MEB, la mayoria de
las particulas mostraron una forma esférica irregulares con didmetros alrededor de
0.2 a 2 um (Figura 3.9) [80] [95]. Esto se debe a la presencia de AgNOs. Los iones
de Ag* se encuentran libres en el sistema en concentraciones considerables vy el
proceso de crecimiento de los cristales de AgsPOs es directo e incontrolable y
estas condiciones modulan el crecimiento como nucleacion rapida y a diferentes
planos de cristales de AgsPOa4. Esto da como resultado la formacion de esferas
irregulares. Por tal motivo para mejorar la morfologia y el tamafio de las particulas
de AgsPOa es necesario el uso de precursores que liberen gradualmente los iones
Ag* y de esta forma controlar el crecimiento de los cristales para reducir su
tamafo. Para mejorar la actividad fotocatalitica es necesario que los cristales
tengan tamafio nanométrico con grandes areas de superficie [94].

Por tal motivo es necesario buscar parametros optimos de sintesis para

obtener nanoparticulas de menor tamafio de AgsPOa, (Figura 3.9a).
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Figura 3.9. AgsPO4, a) imagen MEB en electrones secundarios, b) andlisis quimico por EDS.

Para comprobar la composicién de las particulas sintetizadas se realiz6 el
andlisis EDS en el cual se identificaron los siguientes elementos Ag, P y O ( Figura
3.9b).

3.5. Reacciones fotocataliticas

3.5.1. Reaccion de degradacion de Eosina amarillenta con TNT y AgXTNT.

La actividad fotocatalitica de los materiales sintetizados se evalué mediante
la fotodegradaciéon de eosina amarillenta bajo irradiacion de luz visible. La banda

de absorcion de eosina se encuentra a 517 nm (Figura 3.10b).

Se determind que el compuesto Agl%TNT fue el mejor catalizador con que
se logro la degradacion de eosina al 89% en 3 horas. Se puede observar que la
concentracion de eosina decrece rapidamente desde los primeros 15 min de
exposicion a la luz visible (Figura 3.10a). La actividad de Agl%TNT es
notablemente mayor en comparacion con los TNT sin funcionalizar. Para
comprobar la actividad de degradacion de Agl%TNT se tomaron muestras cada

15 min para después analizarlos por el espectrofotbmetro UV-Vis. En suma, estos
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resultados indican que los Agl%TNT, Ag0.5%TNT y Ag3%TNT pueden ser
aplicados para la fotodegradacion de colorantes organicos.

La funcionalizacion de los TNT con NPsAg mejord notablemente la absorcion

Optica de la luz en la regién del visible (Figura 3.10a).
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Figura 3.10. Gréficas a) degradacion de eosina amarillenta, b) adsorcion del colorante eosina
amarillenta con el fotocatalizador Ag1%TNT.

3.5.2. Reaccion de degradacion de Eosina amarillenta con TNT y
Ag3PO4XTNT.

El andlisis de la actividad fotocatalitica de los materiales AgsPO4XTNT se
realiz6 con la fotodegradacion de eosina amarillenta en solucién acuosa bajo
irradiacion de luz visible. La fuente de iluminacion fue una lampara LED de color
azul de 3 W. La absorbancia decrece y esto indica que la disminucion de la
concetraciéon de eosina amarillenta es consecuencia de su degradacion (Figura

3.11a). La banda de absorcion de eosina se encuentra a 517 nm (Figura 3.11b).

El decremento de la concentracion del colorante comienza desde los 15 min
de exposicion a la luz visible en presencia de los fotocatalizadores. El rendimiento
fotocatalitico presentd una mejora evidente con la funcionalizacién con AgsPO4 en

especial al emplear AgsPO4 5%TNT. Se alcanzé el 88% de fotodegradacion de
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eosina amarillenta antes de las 3 horas de exposicion. Notoriamente los TNT
funcionalizados presentan mayor actividad fotocatalitica que los TNT sin
funcionalizar. Esto indica que, estos materiales son fotocatalizadores eficaces para

la degradacion de contaminantes organicos.

El AgsPOa fue el mejor catalizador para la degradacion de eosina amarillenta.
Sin embargo, este compuesto no es estable. Cuando el AgsPOa se irradia, la Ag
que se encuentra presente en el compuesto se reduce por los electrones
fotogenerados por la fuente de radiacion. Esto sugiere que AgsPO4 no seria un

fotocatalizador viable para usarse a largo plazo como se menciona [10].
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Figura 3.11. Gréficas a) degradacion de eosina amarillenta, b) adsorcién del colorante eosina
amarillenta con el fotocatalizador AgzPO45%TNT.

Para poder determinar los huecos, radicales hidroxilo y superdxidos se
realizaron experimentos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA), n-butil
alcohol (nBA) y dimetilsulféxido (DMSO) como agentes sacrificantes de radicales

reactivos.

Se afiadid 1 mM de cada eliminador por separado para cada experimento
con el fin de determinar qué especie de oxigeno reactivo es el principal

responsable de la fotodegradacion del colorante [96], [97]. Entre los tres

45



Resultados x discusion

eliminadores utilizados, la adicion de EDTA y nBA disminuyo la fotogeneracion de
eosina del 89 al 80% para el caso de Agl%TNT (Figura 3.12a) y para
AgsPO45%TNT del 88 al 70% para nBA y del 88 al 78% para EDTA (Figura 2.12b).
El rendimiento de EDTA es mas efectivo al comienzo de la degradacion para
ambos casos. Estos datos sugieren que los huecos son los principales radicales
responsables de la degradacién seguido por los hidroxilos tanto para Ag1%TNT vy
Ag3PO45%TNT.
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Figura 3.12. Degradacion fotocatalitica de eosina con la adicion de sacrificantes a) Ag1%TNT, b)
AgsPO45%TNT para identificar especies de oxigeno reactivas responsables de la fotodegradacion.

3.5.3. Evaluacion de actividad antimicrobiana de AQXTNT en E. coli

Se evalud la capacidad de los TNT funcionalizados con NPsAg y sin NPs

para inhibicién del crecimiento de E. coli. El nimero de células viables fue menor

con Ag3%TNT cuando este material se irradio con luz visible. La pérdida de

viabilidad se dio a partir desde los 20 min de exposicion y a los 60 min se llego al

100% de la pérdida de la viabilidad en comparacién con los controles que fueron

TNT, NPsAg y los TNT funcionalizados a concentraciones mas bajas de plata,
(Figura 3.13).

Estos datos indican que la funcionalizacion de los TNT con NPsAg inhibe

eficientemente el crecimiento de E. coli. En esta prueba, el control negativo
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Unicamente consiste en células de E. coli a una concentracién de 1x10° cel/mL.
Para comprobar si la luz con la que son irradiadas es o no un factor importante
para la pérdida de viabilidad, se realizé la prueba de fotolisis, que consiste en
tener la misma cantidad de células e irradiarlas con la misma lampara que se

utilizé para activar a los fotocatalizadores (lampara de luz halégena).
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Figura 3.13. Gréfica de viabilidad normalizado a 1 contra tiempo de exposicién, donde 1 es igual a
1x10° cel/mL de de E. cali.

Estos resultados son muy similares a los de la literatura [7], [23], [24], [98],
donde nanocompuestos mostraron una excelente actividad para inhibir el
crecimiento de E. coli. De acuerdo con el informe de Kang et al [99], mediante el
uso de nanotubos de CdS/Pt-TiO2, lograron la fotoinactivacion de E. coli,
alcanzando una viabilidad de pérdida celular del 80% en 120 min por la disrupcion
de la integridad oxidativa de la membrana celular debido a la toxicidad de los

nanotubos de carbono y a la alteracién morfologica en 2 horas [8], [12].

Hasta el momento el mecanismo antimicrobiano de la Ag no se ha

demostrado por completo, sin embargo, muchos reportes de la literatura indican
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que los iones de Ag tienen mudltiples blancos dentro del microorganismo para

inactivar diferentes funciones fisiologicas.

3.5.3.1. Morfologia y estructura de E. coli por microscopia electrénica de

barrido

E. coli es una Enterobacteria Gram.negativa con morfologia de bastén con
dimensiones de 1.1-1.5 pm y 2-6 um. Las células competentes de E. coli TOP10F
son mas pequefias con dimensiones de 0.1-0.3 um y 0.7-1.2 um. Las imagenes
MEB se tomaron a los 45 min de tratamiento, ya que hay pérdida de la mayoria de
viabilidad en este punto (Figura 3.13). La muestra control sin tratamiento tiene
formas densas de bastones rectos de tamafio aproximado de 1 a 1.2 um (Figura
3.14a). En cambio, las células expuestas a fotocatdlisis con Ag3%TNT muestran
células dafadas que en su mayoria perdié la forma de bastones y presentan
ondulaciones en la superficie (Figura 3.14b). Sin embargo, algunas células
mantienen la morfologia normal, incluso después de los 60 min que fue el tiempo
requerido para inhibir el crecimiento de E. coli. Las células expuestas Ag3%TNT
en condiciones de oscuridad no presentaron dafio y algunas aumentaron de
tamafio, y solo un reducido numero de células mostraron alteraciones
morfolégicas en comparacion con las células control (Figura 3.14c) Las células
expuestas a TNT no presentaron dafio salvo el aumento del tamafio en una
pequefia parte de la poblaciébn en comparacion con las células control (Figura
3.14d).
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Figura 3.14. Evaluacion morfolégica de E. coli después de 45 min con diferentes tratamientos por
MEB, A) control, B) Ag3%TNT luz, C) Ag3%TNT en condiciones de oscuridad y D) TNT.

Para continuar con la caracterizacion de la morfologia, las células se
observaron mediante microscopia electrénica de transmisién. EI control sin
tratamiento de E. coli muestra células con forma de bastones rectos, una
membrana externa y una membrana externa bien definida seguidas de una capa
de peptidoglicano limitada por una membrana interna y se pueden observar los
ribosomas en el interior y el ADN (Figura 3.15a). En cambio, en presencia de
Ag3%TNT, la bacteria aument6 en tamafo, la parte central del citoplasma

disminuy6 en densidad y hay poco ADN (Figura 3.15b).

Ademas, pocos cuerpos de inclusién se reorganizaron cerca de la membrana
citoplasmatica. La membrana externa perdié la forma del baston y muestra
vesiculas. Algunas partes estan totalmente alteradas. También la capa de

peptidoglicano se hizo mas ancha. Las células expuestas a Ag3%TNT en
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ausencia de luz presentaron menor dafio y se observa que muchas células
muestran una morfologia normal mientras que otras muestran dafio (Figura 3.15c).
Las células presentan dafio ya que perdieron la integridad de la membrana
externa de la célula y muestran un citoplasma vacio como con las células

fotoactivadas (Figura 3.15d).

Células de E. coli expuestas a TNT presentaron dafio menor, con dafos
similares a las células expuestas a Ag3%TNT, el citoplasma sufri6 una
reorganizacion con pérdida de casi todos los ribosomas y el ADN aparece en la
periferia del citoplasma, algunas de las membranas externa se hincharon y en
algunos casos presentaron dafio mas pronunciado. Ademas las fronteras de la
célula se perdieron. La principal diferencia entre la fotoactivacion con Ag3%TNT
en presencia y ausencia de luz y los TNT es la cantidad de células afectadas.
Imagenes similares de MET fueron reportadas [14] con cultivos de E. coli, donde
las peliculas estudiadas indujeron modificaciones en la permeabilidad de la

membrana, lo que promovié la muerte celular en 24 h.
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b

Ag3%TNT
1

Figura 3.15. Evaluacion morfolégica por MET de E. coli después de 45 min, expuestos a

diferentes tratamientos, a) control, b) Ag3%TNT, ¢) Ag3%TNT en condiciones de oscuridad y d) TNT.

Estos datos confirman el efecto sinérgico de los compuestos de titanato de
plata sobre E. coli: (i) la generacion de ERO por las propiedades de fotoactividad
del titanato bajo irradiacion [23], [24], [98]-[100], generd el dafio a todas las
células, con el cambio que sufrié la membrana, las células colapsadas y la
formacion de muchos agregados de células muertas, (Figura 3.15b), (ii) el efecto
bactericida de los NPsAg, altamente dispersos en la superficie del titanato que
dafiaron la integridad de la membrana externa; las condiciones en oscuridad
causaron la elongacion del tamafio y la pérdida de densidad en la parte central en
algunas células (Figura 3.15c), (iii) el efecto morfolégico sobre E. coli debido a los
TNT el dafio se produjo a través de la reorganizacion del citoplasma, donde el

centro perdid casi todos los ribosomas y el ADN como un material denso en la
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periferia del citoplasma [101]. La morfologia aguda de los nanotubos de titanato
dafo la pared celular donde la penetracion probablemente causé un dafio mas

grave a la membrana externa y la membrana citoplasmatica (Figura 3.15d).

La presencia de NPsAg sobre la superficie del nanotubo evita eficazmente la
recombinacién del par electrén-hueco. Esto permite la absorcion de la luz visible al
tener interacciones Ag® y Ag*. El comportamiento sinérgico fotocatalitico de los
compuestos de AgXTNT puede beneficiar la inactivacion fotocatalitica de E. coli
principalmente por los huecos y el hidroxilo como los principales radicales
reactivos responsables activados por la radiacion de luz visible. La
funcionalizacién superficial de los TNT con NPsAg puede crear niveles de energia
adicionales entre la banda de conduccion y la banda de valencia de Ag3%TNT.
Esto puede causar un desplazamiento hacia el rojo en el umbral de absorcion del
borde la banda (Figura 3.16).

Luz visible

e e e A

Figura 3.16. Representacion esquematica de los procesos fotocataliticos que permiten la inactivacién
fotocatalitica de E. coli por Ag 3%TNT irradiadas con luz visible: ME: membrana externa, MIl: membrana
interna, CB: banda de conduccién y VB: banda de valencia.

Bajo la irradiacion de luz visible los electrones de las NPsAg se excitan y

pasan a la BC de las NPsAg mientas que los huecos generados en la BV de estas
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pasan a la BV de los TNT. Es por esto que las NPs de metal funcionan como
trampas de electrones para facilitar la transferencia a BC de los TNT.

3.5.4. Evaluacién de actividad antifungica de AgsPO4 XTNT en C. glabrata

Para determinar la actividad antifingica de AgsPOa, realizamos pruebas con

C. glabrata en medio YPD con TNT en presencia y ausencia de luz (Figura 3.17).
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Figura 3.17. Gréfica de viabilidad normalizado a 1 donde 1 es iguala a 2x107 cel/mL de actividad
antimicrobiana de TNT sobre C. glabrata

Este experimento se realiz6 para comprobar la actividad antimicrobiana de
los TNT sin modificar. Los resultados indican que no hubo efecto antifiungico con
los TNT con C. glabrata. Sin embargo, hay una ligera reduccién en la viabilidad en
presencia de TNT con luz (Figura 3.17).

Posteriormente se realizaron las pruebas de sensibilidad con los TNT
funcionalizados al 5% de AgsPOa. Se realizaron las pruebas de sensibilidad con
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los TNT funcionalizados al 5% con AgsPOs, se eligié este catalizador debido a que
contiene menor cantidad de AgsPOu utilizada para inhibir el crecimiento de Botrytis
cinérea [95], ya que hasta el dia de hoy no hay reportes sobre la inhibicion C.
glabrata con AgsPOa.

Ag;PO, 5% TNT
1.2

: I ]

Tiempo (min)

o
)

Vlabilidad (normalizado 1)
=] o
» o

o
)

H Controlluz B Ag;PO,5%TNT luz Control oscuridad Ag3PO,5%TNT osc

Figura 3.18. Gréfica de viabilidad normalizado a 1 donde 1 es igual a 2x10” UFC/mL, de C.
glabrata expuesta a AgsPO45%TNT con y sin irradiacion.

Desde los primeros 30 min hay perdida de la viabilidad de C. glabrata con el
fotocatalizador AgsPO45%TNT en presencia y ausencia de luz. Para determinar si
la activadad de este material se debe Unicamente al AgsPO4 se analiz6 la misma
cantidad de AgQsPOs4 que contiene el AgsPOs5%TNT que se utilizo en el
experimento anterior (1 mg), que es igual a 50 pg de AgsPOa4 (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Gréfica de viabilidad normalizado a 1 donde 1 es igual a 2x107 células/mL, de C.
glabrata expuesta a 50 pg de AgsPOa con y sin irradiacion.

Los datos muestran que la pérdida de viabilidad se debe al AgsPOs4 en

presencia y ausencia de luz (Figura 3.19).

Con base en estos resultados se procedié a buscar la concentracion media

inhibitoria (MIC50) de AgsPOa. El experimento se realizé en obscuridad.
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Figura 3.20. Grafica de crecimiento de C. glabrata a diferentes concentraciones de

AgsPOas.a 1 densida 6ptica de 600 nm.

Los resultados indcan que la concentracion media inhibitoria para C. glabrata
fue de 10.04 pg/mL. Esto muestra que con dicha concentracion de AgsPOas se
inhibe el crecimiento al 50% de la poblaciéon durante 10 horas de exposicion
(Figura 3.20).

Estos datos indican que el AgsPOs presenta actividad antifingica en C.
glabrata con una concentracion de 20 pg/mL. El AgsPOs4 previamente se ha
reportado como un agente generador de estrés oxidante [95],[102] por lo que
decidimos analizar la respuesta en cepas mutantes de C. glabrata en genes que
codifican para enzimas de la respuesta a estrés oxidante como: mutante nula en
catalasa (ctalA), mutante nula en sulforedoxina (srx1A), mutante nula en
tiroredoxina peroxidasa (tsa2A) y mutante nula glutation sintetasa (gsh2A) (Figura

3.21). Donde la cepa gsh2A es mas sensible a la presencia de metales.

56



Resultados vy discusion

0 gsh2A » ctald

0.94 " gShZA 094 | —=—ctala
—®—2ug 1] —e—2

= 08+ 2058+ H9
3 pnd E 1| =4ug
go7] | 7 o 5071+ o
© 064 9”9 g 06 |+ 8ug
f:’ 0.5 ne 2 05 91g
8— ) ] | ——10pg
< B 04|+ 12ug
T 03 2 sl | " 14ng
S c 1| —*—16ug
n © K
2 02+ Ao %29 | 1849
S ] K
A 014 5ae 014 | ———20pg

.!‘.‘.“! .......... T 0.0 ||'|'|'|'|'|'|'|'

50 100 150 200 250 300 350 400 450

— T T T T T
50 100 150 200 250 300 350

Tiempo (min)

srxlAa

— T
400 450

Densidad optica o, ..

Tiempo (min)

o

Tiempo (min)

tsa2A
11
1'0'_ —=—tsa24
0.9 —e— 2 ug
o8] | A 4ng
0r] | 76w
] —e—8ug

067 | —<—9ung
054 | —»— 10 pg
0.4_- —+— 129
0.3 “r 140

<] | —e—16png
0.2- —o— 18 g

0.1+ —+—20pg

0.0 e

T 1 1 '~ T " T " T " T " T 7
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Tiempo (min)

Figura 3.21. Gréfica de densidad 6ptica a 600 nm donde 1 D.O es igual a 2x107 UFC/mL de

se muestras diferentes cepas mutantes de C. glabrata, expuestas a diferentes concentraciones de
AgsPO4 para obtener el MIC50.

El MIC50 de las cepas de C. glabrata mutantes se muestra en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Concentracion media inhibitoria de las diferentes cepas mutantes de C. glabrata.

Cepa MIC50 (pg)
Wt 10.04
tsa2A 10.01
Srx1A 9.782
ctalA 9.218
gsh2A 8.942
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De acuerdo a la Tabla 3.5, podemos observar que la MIC50 de las cepas
mutantes y la silvestre (Wt) son muy similares. Sin embargo, la cepa mostro mayor
sensibilidad a AgsPOas. Fue la cepa gsh2A con un MIC50 de 8.942 pug/mL.
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V. CONCLUSIONES

El método hidrotermal asistido por microondas generdé nanotubos de titanato
de hidrégeno en 6 horas a 150 °C. La metodologia empleada es econdmica,
requiere de menor gasto energético y el tiempo de sintesis es mas corto en

comparacion con lo reportado en la literatura.

Los nanotubos sintetizados fueron de 4 capas, con un diametro de 10 nm. El
area superficial para los TNT funcionalizados con NPsAg fue de 266.209 m?/g
mientras que los TNT funcinalizados con AgsPOa fue de 215.148 m?/g. Por ultimo,

el Eg para los dos TNT estuvo en un rango de 3.3 a 3.19 eV.

La degradacién de 10 ppm de eosina amarillenta bajo radiacion visible se
logré en 3 horas alcanzando un porcentaje de degradacion del 89% con el
catalizador Agl%TNT mientras que con el AgsPOis5%TNT se encontré que
degrada el colorante a 88% en 3 horas. La mejora de la fotoactividad de los TNT al
funcionalizarlos con NPsAg y AgQgs3POs es debida a la reduccion de la

recombinacién el par hueco- electron.

De acuerdo con las pruebas realizadas con Agl1%TNT, AgsPO45%TNT vy los
sacrifiantes DMSO, EDTA y nBA, podemos decir que los materiales son mas

sensible a OH y h+.

Se logro inhibir el crecimiento de E. coli en 1 hora, con el uso de Ag3%TNT
en presencia de luz visible. Mediante las microscopias MEB y MET y usando
protocolos de preparacion reproducibles se determin6 que la generacion
fotoasitida de especies reactivas de oxigeno ademas de un dafio a la membrana

externa de E. coli son los causantes de la inhbicion.

Las caracteristicas de las particulas Ag3PO4 no permitieron una
funcionalizacion analoga a la NPsAg sobre la superficie de los TNT, sin embargo,
si se logré fotodepositar nanoparticulas de AgsPOs4 que mostroraron actividad

fotocatalitica.
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Los TNT no presentaron actividad antifingica en presencia ni ausencia de
luz con C. glabrata. Esto podria deberse a que C. glabrata presenta resistencia a
los TNT. El AgsPOa4 presentd actividad antifangica con C. glabrata. Ademas, el

MIC50 de este material para las cepas mutantes como para la silvestre fue entre

10y 9 pug.
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Pereectivas
Perspectivas

e Evaluar las propiedades de AgXTNT como agentes oxidantes en C.
glabrata y en las diferentes cepas mutantes.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del AgsPO4 en Escherichia coli.

e Evaluar mecanismo antifungico de AgsPOs en C. glabrata por
microscopia electrénica de barrido y de transmision.

e Establecer una metodologia de sintesis para obtener fosfato de plata
en tamafio manométrico.

e Establecer una metodologia para el depositd de nanoparticulas de
AgsPOas sobre los TNT.

e Establecer una metodologia de sintesis para obtener fosfato de plata

en tamafno manométrico, menor a 50 nm.
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Anexos

Anexsos

Se realizaron otros experimentos para probar la actividad agunfica de los
titanatos funcionalizados con menor cantidad de AgsPO4 y funcionalizados con
NPsAg en C. glabrata.
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Figura A.1. Graficas de viabilidad de C. glabrata expuesta a AgsPO41%TNT bajo irradiacion de luz
visible.

La Figura A.1, muesta la perdida de viabilidad de C. glabrata cuando es
expuesta a AgsPO41%TNT irradiado con luz visible.
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Figura A.2. Graficas de viabilidad de C. glabrata expuesta a AgsP040.25%TNT bajo irradiacion de
luz visible.
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La Figura A.2, muestra que el AgsP0O40.5%TNT no presenta inhibicion en C.

glabrata cuando es irradiada bajo luz visible.
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Figura A.3. Graficas de viabilidad de C. glabrata expuesta a Ag3%TNT bajo irradiacion de luz
visible.

La Figura A.3, muestra la exposicion de C. glabrata con Ag3%TNT, el mismo
fotocatalizador empleado para la inhibicién de E. coli en 1 h. Lo cual muestra que
este material no es efectivo para C. glabrata.
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Doml'nguez—Espl'ndoIa3, V. Rodriguez—GonzéIezz*

One-dimensional titanate nanotubes (H,Ti,0s.H,0) functionalized with silver nanoparticles (AgNPs) exhibited unique

properties for the effective inactivation of the gram-negative Escherichia coli within 45 minutes under irradiation using a

65-W halogen lamp. The pathway of the photoassisted catalytic inactivation was examined by SEM and TEM using a

reproducible biological protocol for sample preparations. The membrane integrity of the bacteria was damaged due to the

oxidative stress caused by the reactive oxygen species, the bacteriostatic effect of the highly-dispersed-surface AgNPs (~5

nm) and the sharp nanotube penetration that induced the cell death.

Introduction

Escherichia coli (E. coli) is a valuable model microorganism to
study the persistence, evolution and inactivation of
microorganisms in water sources,
surfaces such as stainless steel, wood, concrete and plastic.l'3
E. coli is a gram-negative Enterobacter species that is widely
distributed in water, food and mammals, where it naturally
colonizes the colon, being pathogenic in some cases. Several E.
coli strains cause diverse intestinal and extra intestinal
diseases by means of virulence, which affects a wide range of
cellular processes.l'z. Infections by Escherichia coli hazardous
strains could happen through farming products and occur
often from manure-contaminated soil and irrigation water. In
cities, the infections may be originated from communal
surfaces in public transport, supermarkets, schools, streets, or
in public parks from feces of domestic animals. Also by means
of old potable water system networks and by damaged
wastewater drain systems, among others that affect the public
health.”?

Novel friendly nanotechnologies have been developed in order
to study the deactivation of pathogenic microorganisms.“’5
These microorganisms require environmental conditions in
order to survive and reproduce, usually 37 °C, humid surfaces,
aerobic conditions and food sources like carbohydrates,

soil and on common
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proteins, and fats.® The thermal inactivation of E. coli. is linked
with the irreversible denaturation of membranes, ribosomes,
and nucleic acids’, and the cell membrane rupture of the
bacteria through a direct contact killing mechanism has been
proposed for the annihilation of E. Coli.’ On the other hand,
electrochemical reactions have been conducted on the surface
of aligned-multi-wall-carbon
AgNPs.8 In sonoelectrocatalytic disinfection using TiO, as
electrode, the direct and indirect oxidation of E. coli cells takes
place on the TiO, surface in 60 min.’ The irradiation of sol-gel
TiO,-N dense films has shown bactericidal activity in 24 h
against E. coli*® The activity was correlated with the irradiation
time, which also showed a detrimental effect due to the
generated heat. The catalytic and photocatalytic inactivation
of pathogenic microorganisms are adequate and promising
techniques that can work under this conditions. The use of
nanomaterials with high-surface-to-volume ratio, photoactive,
hydrophilic and antibacterial properties has been widely
explored.“'15 Titanium dioxide-based nanomaterials have been
the most studied for photoactive microorganism inactivation
among other semiconductor oxides.” 7?2 The addition of silver
or copper nanoparticles enhances the biocidal
bacteriostatic properties for a whole range of pathogenic
microorganisms.lz'u' 1819, 22 Titanate materials have structural
similarities that are close to those of titanium dioxide, but
with the advantage of sharp 1D morphologies such as
nanofibers, nanowires, nanoribbons and nanotubes.’®*” The
layered nanomaterials ensure high surface-to-volume ratios,
structural defects and oxygen vacancies that can be positive
for the deactivation of harmful microorganisms. Protonated
nanotubes are mainly synthesized by hydrothermal processes
using TiO, as precursor.4’ 17 There are some reports about
using nanotubes or nanotube blocks based on TiO, with the

nanotubes decorated with

and
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incorporation of AgNPs which exhibit a long-term antibacterial
ability4'5‘ 12,18, 2224 44 jpactivate and prevent the bacterial
adhesion of pathogenic microorganisms.

In the present study, the pathway of E. coli inactivation by
means of silver nanoparticles functionalized on titanate
nanotubes used as photoactive catalysts is investigated. The
damage and killing effects upon E. coli were observed and
evaluated by SEM and TEM. N, physisorption, XRD and UV-vis-
DRS were used to perform the physicochemical
characterization of the AgNP/Titanate nanocomposites.

Experimental
Hydrothermal synthesis of H,Ti,05.H,0

H,Ti,05.H,0 nanotubes were synthesized by a practical
hydrothermal method in a microwave reactor (Eyela MWO-
1000 Wave Magic) by following our earlier procedure.20 The
protonated titanate nanotubes were obtained in only 4 h
under a maximal microwave radiation of 180 W at 150 °C. The
precipitated materials were neutralized with a 5M HCI
solution. Then, the resulting powders were filtered and dried
for 10 h at 80 °C. The obtained powders were referred to as
TNs.

Catalysts

Photodeposition of silver nanoparticles was carried out into an
ethanolic solution of AgNO;3, keeping three loads (0.5, 1 and 3
wt. %), and 50 mg of either TNs or P25 (commercial TiO, from
Evonik) were placed in a small glass reactor. The suspension
was placed under vigorous stirring for 5 min and then in
ultrasonic bath for 5 min to ensure the complete
disaggregation of precursor particles. Afterwards, the slurry
was maintained under magnetic stirring for 1 h and, at the
same time, irradiated with a 17 W UVC lamp (Tecnolite G15T8S,
254 nm, 1168 W/cmz). Then, the suspension was filtered by
using a hydrophilic polypropylene filter (Pall, 0.2 um) in a
vacuum system. The solids were completely dried overnight in
an oven at 80 °C. The obtained composites were referred to as
AgXTNs, where X denotes different silver contents in wt. %.
The silver functionalized nanotubes (AgTNs) were
characterized by means of a transmission electron microscope
(TEM); the HRTEM and HAADF images were obtained with a
FEI Tecnai F30 microscope equipped with a tungsten field
emission gun operated at 300 keV. UV-vis-DRS molecular
spectra were obtained using a UV-vis-NIR Agilent Technologies
Cary 5000 spectrophotometer equipped with an integration
sphere. X-ray diffraction patterns were obtained using a Bruker
discover X-ray diffractometer with Cu Ka radiation of 1.5406 A,
operated at 35 kV and 25 mA. N, adsorption-desorption at -
196 °C was carried out using a NOVA 3 instrument on
previously out-gassed samples at 150 °C. The Brunauer-
Emmett-Teller method (BET method) was used to calculate the
specific surface area.

Escherichia coli
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E. coli was grown in LB medium for 24 h at 30 °C. The culture
was centrifuged twice at 4500 rpm for 10 min, the supernatant
discarded and bacterial pellets resuspended in M9 liquid
medium and adjusted at a concentration of ~1 x10° CFU/mL.
This concentration of Escherichia coli TOP10F strain was used
for all the experiments.

Photocatalytic deactivation of Escherichia coli

The photocatalytic deactivation experiment was carried out in 24
well-cell culture plates with constant magnetic stirring (350 rpm),
irradiated with a halogen lamp (Smart halogen 65W, Panasonic
Corporation) to provide visible light radiation in the presence of 1
mg/mL of photoactive silver-nanotubes. Identical conditions were
set in all the experiments related to change the composite in order
to test AgXTNs, TNs, P25 or AgNPs at the optimal concentration
used for AgXTNs. After each treatment time (5, 15, 30, 45 and 60
min), 0.1 mL was taken for dilution and 0.1 mL was plated on LB.
After 24 h of incubation at 30 °C, the colonies at each dilution and
each time were visually identified and counted. The photocatalytic
deactivation of E. coli was reported as colony forming units per
milliliter (CFU/mL), which is a measure of viable bacterial cells.

Photodegradation of Eosin Y dye

The photocatalytic degradation of Eosin Y dye (LeMont Productos
Quimicos, indicator grade) was achieved under visible radiation
(Philips Halogen lamp, Halotone UV Block, 50 W). The test was
performed in a borosilicate home-made reactor, with 250 mL of
capacity. 20 mg of composites were added into the reactor
containing 200 mL of a solution of 10 mg L™ of Eosin Y dye. Before
the solution was exposed to visible radiation, the system was
placed in the darkness for 60 min in order to achieve the
adsorption—desorption equilibrium. The photoactivity degradation
rate was recorded by measuring the intensity of the main
absorption band of Eosin Y (517 nm) as a function of the irradiation
time. At given time intervals, samples were extracted and filtered
through a 0.45 um nylon filter and then monitored with an UV-vis-
NIR Agilent Technologies Cary 5000 spectrophotometer.

Morphological E. coli characterization

E. coli was characterized by using SEM. Cell samples were
collected at representative time intervals during deactivation.
The pellets of bacteria were fixed in 3 % glutaraldehyde in a
sodium phosphate buffer, 100 mM, at pH 7.4 and 4 °C for 1 h;
the samples were washed four times with the buffer for 15
min each time. Afterwards, the samples were post-fixed with 1
% 0sO, in buffer for 2 h at 4 °C and washed 4 times. The
samples were progressively dehydrated with absolute ethanol
from 30 to 100 % for 10 min with each concentration, and
washed twice with 100 % absolute ethanol, each washing
lasting 15 min. The critical point drying process was performed
in a Tousimis Samdri-PVT-3D, and the dry samples were
mounted and gold sputter coated in a Cressington apparatus
Model 108 auto and examined in an FEI model Quanta 250

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx
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SEM. The SEM was adjusted at 25kV, spot 4.5 and WD 10 mm,
taking the micrographs with an Everhart Thornley Detector
(ETD).

The ultrastructure of E. coli was evaluated by TEM. The
bacteria were fixed, post-fixed and progressively dehydrated
with absolute ethanol until 100 % as previously described for
SEM characterization. Then, the pre-inclusion was done in
LRW:Absolute ethanol 1:1 for 2 h, and then in pure LRW
overnight. The cell pellets were embedded in gelatine capsules
and polymerized at 50 °C for 48 h. Ultrathin sections were
obtained in a ultramicrotome (RMC) and placed in FCF -100 Cu
and contrasted with 2 % uranyl acetate for 10 min, followed by
2 % lead citrate for 5 min. Finally, the samples were examined
in a JEM-200 CX (JEOL) transmission electron microscope at
100 kV and equipped with a digital camera (SIA, Germany).

Results and discussion
Physicochemical characterization of H,Ti,05.H,0

The XRD patterns show low crystallinity materials, and all the
reflections can be ascribed to the orthorhombic phase of
H,Ti,05.H,O (JCPDS 47-0124) and metallic silver crystalline
phases (JCPDS 04-0783), Fig. 1A. Titanic acid is the main
crystalline phase in the nanocomposites. At low content of
silver loads, no reflection peak characteristic of metallic silver
was detected, presumably due to the nanometric size of the
highly dispersed silver particles. For the 3 wt. % of AgNPs, two
peaks ascribed to metallic silver were observed. Surface
specific areas of the nanocomposites were 300 mz/g and only
a loss of 15 % of area occurred when 3 wt. % of AgNPs were
functionalized. The textural characteristics of the materials
were those of mesoporous materials with a Type IV
adsorption-desorption isotherm, common for layered
materials, Fig 1B. The absorbed N, volume decreased slightly
as the silver load was increased due to the P/Po thin hysteresis
range H2 with the thin region from low P/Po values (0.2) to
high P/Po (0.95), according to the IUPAC classification'®™” %°,
The pore size distribution inset in Fig. 1B shows the maximum
pore size at 5 nm in an interval ranging from 2 to 10 nm. UV—
vis spectra with surface procedures confirmed the presence of
AgNPs (~5 nm) on the surface of one-dimensional
nanostructures, see Fig. 1C-E, respectively, which is
appropriate for visible excitation. The values of the energy
band gap (Eg) were calculated with the equation
a(hv)=A(hv—Eg)m/2, where a is the absorption coefficient, hv is
the photon energy, A is a constant and m= 2 for a direct
transition between the valence band and the conduction band.
For the estimation of the Eg from the UV—vis spectra, a straight
line was extrapolated from the absorption curve to the
abscissa axis. When a is zero, Eg=hv. The Eg energy of a silver
titanate is 3.35 eV and 3.3 eV for Ag3NTs, on average. The
surface plasmon resonance of AgNPs enhances the visible light
absorption (Fig. 1C). The thickness of the H,Ti,05.H,0
nanotubes was found to be ~10 nm with four layers. Layered
nanotubes have a tendency to agglomerate, forming bundles,
as it can be seen in Fig. 1D-F. The as-synthesized nanotubes

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

ARTICLE

presented sharp open-ended structures. The HAADF images
show the highly dispersed AgNPs all over the titanate surface
of the Ag3NTs composite, Fig 1E. The HRTEM image for the
Ag0.5NTs shows an interlayer separation of ~ 0.73 nm of
titanate nanotube, Fig 1F.

To verify the Ag content in the titanate nanotubes, inductively
coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES) with a
730-ES spectrometer from Varian Inc. was used. It was
determined as 0.45, 0.92 and 2.45 wt. %, respectively.

-=TNs (B)
—a-Ag 05THs
~+=Ag 1Ths
~-—Ag 3Tls

(A)

H,Ti, 00,0

g

dVidD (cm3/nmig)

Volume (cc/g)
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© —Ag3TNs
—— AgiTNs
——Ag0ETNs
—TNs
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Surface Plamon Superficial (SPR)

T
700
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Fig. 1 A) XRD patterns of TNs and Ag3NTs, B) Adsorption-desorption
of N, isotherms with inside pore size distribution, C) UV-vis spectra of
AgXTN composites and TNs, D)-E) selected HRTEM and HAADF images
of the Ag3TN composite and F) HRTEM image of TNs.

E. coli deactivation as a function of time by AgNT nanocomposites

The survival of E. coli in the plates was evaluated at 5, 15, 30,
45 and 60 min; the CFU/mL obtained at each time was plotted,
obtaining the logarithmic decay of the bacterial growth, Fig. 2.
The control test that consists only of E. coli colonies as a
function of time guarantees the sterilization of the material.
The radiation (60 W) without catalyst, identified as photolysis,
showed negligible inactivation, suggesting that the halogen
radiation had no influence on the fatal damage of E. coli, Fig. 2.
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During the first 30 min of photocatalytic treatment, the
photoinactivation was at a very low level in comparison with
the control and Ag3TNs under dark conditions; after 15 min, a
strong decrease in the CFU was observed. The complete
photoinactivation was reached at 60 min; thereafter no cell
growth in the plate was observed. The treatment with Ag3TNs
under dark conditions and control without treatment did not
show viability changes, Fig. 2. In order to clearly exhibit the
inactivation differences, the plot shows a magnification from
Log10"9 to Log 10" interval in a graph of Log CFU/mL from 10°
to 10 that might be overestimated if it were plotted only
from 1X10°. Although the control and photolysis were not
affected, a small change was seen in each of the tested
nanocomposites; it was only the Ag3TNs which achieved the
total inactivation after 60 min (Fig. 2). The obtained results are
in good agreement with the literature™ 2. The
nanocomposites displayed excellent photo-activity and
biocidal properties, which is in contrast with the report by
Kang et al.** who by using an electrode of CdS/Pt-TiO,
nanotubes achieved the photoelectro-inactivation of E. coli in
60 min. Carbon nanotubes showed biotoxicity against E. coli
bacteria, achieving cell loss viability of 80 % in 120 min by the
oxidative cellular membrane integrity disruption due to the
toxicity of single wall carbon nanotubes (SWCNT) and to
morphological alteration in 2 h.>®

Survival of E coli
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Fig. 2 Logarithmic graph of CFU/mL versus time of E coli after
photocatalytic inactivation using AgXTN composites. (A) At
different time (B) Behavior at 60 min.

Morphology and structure of E. coli by SEM

Escherichia coli is a gram-negative, rod-shaped enterobacter
species with dimensions of 1.1-1.5 um and 2.0-6.0 p.m25 and
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belongs to peritrichous bacteria. Escherichia coli TOP10F
competent cells are smaller with dimensions of 0.1-0.3 um and
0.7-1.2 um. Fig. 3A shows control E. coli without treatment;
the cells show dense straight rod shapes with EPS
(Extracellular Polymeric Substances) secretions; Fig. 3B
displays E. coli exposed to photoinactivation with the Ag3NT
sample; the damage in the bacteria is shown by surface
undulations, membrane depressions, EPS decreased and
increased sizes; although most of the populations are dead,
the morphology was never totally lost, even after 60 min of
treatment, however, in this case, many cells collapsed (data
not shown), Fig. 3C. E. coli was exposed to Ag3TNs under dark
conditions and as expected, there was little damage; some
bacteria increased their sizes and EPS secretions disappeared,
but only few cells showed morphological alterations in their
membranes or completely collapsed, Fig. 3D. Some cells
exposed to titanate nanotube treatment suffered important
damage in the capsule and cytoplasmic membrane.

Fig. 3 Morphological evaluation of E. coli after 45min through
different treatments (SEM): (A) Control, (B) Photoactivated silver
titanate nanotubes, Ag3NTs, (C) Ag3TNs under dark conditions, (D)
Titanate nanotubes only. EPS, Extracellular Polymeric Substances, +
collapsed cells; the black arrow shows NTs; the white arrow shows
aggregates of NTs; < elongation size cells; white ¢ capsule damage. A-D
bars represent 1 um.

Fig. 4A. Control of E. coli without treatment shows cells with
straight rod shape, capsule, well-defined outer membrane
followed by a peptidoglycan layer limited by a cytoplasmic
membrane with plenty of ribosomes inside, inclusion bodies
and DNA; Fig. 4B. E. coli deactivated with silver titanate
nanotubes, Ag3NTs: the bacteria increased their sizes, the
central part of the cytoplasm decreased in density, and as it
can be seen, there is little DNA along the cell. Few inclusion
bodies were reorganized near the cytoplasmic membrane. The
capsule lost the rod shape and shows blebs: some parts are
totally disrupted. Prior to total damage in the cell, the
peptidoglycan layer became anomalously wide. Fig. 4C, E. coli
exposed to silver titanate nanotubes without light were less
damaged; many cells show normal morphology whereas
others were damaged, the capsule of the cell lost its integrity,

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx
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and shows an empty cytoplasm like the photoactivated ones,
Fig. 4D. In the case of the morphological effect of NTs on E.
coli, the damage under this condition is similar to the
photoactive performance of Ag3TNs; the cytoplasm suffered a
reorganization with its center losing almost all ribosomes and
DNA, with remains showing up at the periphery of the
cytoplasm; some capsules swelled and, in some cases, with
more pronounced damage, the frontiers of the cell were lost.
The main difference between Ag3TN photoactivation versus
Ag3TNs under dark conditions or only TN treatment is the
number of affected cells. Similar TEM images were reported by
Vacaroiu et aI.,10 using cultivated E. coli where the
investigated films induced modification in the membrane
permeability, which promoted the cell death in 24 h.

\
Pgl.

Fig. 4 Morphological evaluation of E. coli after 45min through
different treatments (TEM): (A) Control, (B) Photoactivated
silver titanate nanotubes, Ag3TNs, (C) Ag3TNs under dark
conditions, (D) Titanate nanotubes only. Cps, capsule; PgL,
proteoglycan layer; CM, cytoplasm membrane; Rb, ribosome;
IB, inclusion body; AgTNs, silver titanate nanotubes; TNs,
titanate nanotubes, A-D bars represent 0.5 um.

These observations confirm the synergistic effect of silver-
titanate composites on E. coli: (i) the generation of reactive
oxygen species (ROS) by titanate photoactivity properties
under irradiation that stresses the bacterian'ze, the damage in
all the cells was observed by damage in the membrane,
collapsed cells, inhibition of EPS and formation of many
aggregates of dead cells, Fig 3B; (ii) the bacteriostatic effect of
AgNPs, highly dispersed on the titanate surface that damaged
the integrity of the capsule; the dark conditions caused the
elongation of cell sizes and density loss in the central body of
the cell in some cells, Fig 4B; (iii) the morphological effect of
the sharp TNs on E. coli; the damage occurred through
cytoplasm reorganization, where the center lost almost all
ribosomes and DNA, remaining some dense material at the
periphery of the cytoplasm27. The sharp morphology of the
titanate nanotubes damaged the cell wall, where penetration

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx
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probably caused more serious damage in the capsule and
cytoplasmic membrane, Fig 4D.

The results observed by Warnes et al.”® about a noble metal
surface toxicity in E. coli involved copper ionic species and the
generation of reactive oxygen species, which resulted in
immediate cytoplasmic membrane depolarization followed by
respiration inhibition, DNA degradation and death.

The AgINT composite was identified to be the best catalyst for
Eosin Y degradation, Fig 5A. Ethylene diamine tetraacetic acid
(EDTA), n butyl alcohol (nBA), and dimethyl sulphoxide (DMSO)
were used as reactive radical scavengers for the determination of
the influence of holes, hydroxyl and superoxide radicals,
respectively. 1 mM of each scavenger was added separately for
each experiment in order to determine which reactive oxygen
species is most responsible for the dye photodegradation.zg"29
Among the three scavengers used, addition of EDTA and nBA
decreased the visible photodegradation of Eosin Y to from 89 to 80
%, as shown in Fig. 5B; the performance of EDTA is more effective
at the start of the degradation. This shows that holes are the main
responsible reactive radicals followed by hydroxyl.
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Fig. 5. Photocatalytic degradation of Eosin Y, (A) using AgXNT
composites and (B) with the addition of scavenger
experiments to identify responsible reactive oxygen species for
the photodegradation.

The presence of low loads of AgNPs on the titanate nanotube
surface efficiently prevents the electron-hole recombination,
allowing the visible light absorption by having Ag® and Ag'
interactions in addition to the bactericidal effect of AgNPs. The
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photocatalytic synergic behavior of composites can benefit the
photocatalytic inactivation of E. coli mainly by holes and hydroxyl as
major responsible reactive radicals activated by visible radiation®®.
The surface functionalization of AgNPs may create additional
energy levels between the conduction band and valence edge of
Ag3TNs that can cause a red-shift in the band edge absorption
threshold, Fig 6.

H' +'OH

Fig. 6. Schematic representation of the photocatalytic
processes that allow the photocatalytic inactivation of E. coli
by Ag3TNs radiated with visible-light: Cps, capsule; CM,
cytoplasm membrane.

The synergistic effect of silver titanate nanocomposites caused
the annihilation of E. coli under direct contact with the cell as
shown in the TEM images. Ag3TN morphologies caused the
death of all cells by damaging the capsule and cytoplasmic
membrane.'® There is the formation of some inclusion bodies
near the cytoplasmic membrane and large central areas of
empty cells. The pathway discovered in this research work is in
good agreement with the one previously reported by Saito et
al.** who proposed that a TiO, semiconductor caused disorder
in the cell permeability, achieving the decomposition of the
cell wall and cell destruction. Later, Matsugngana et al.?
proposed the oxidation of the intracellular membrane by cell
stress respiration that caused the cell death.

The photoactive properties of these nanocomposites
promoted by 65-W halogen lamps enhanced enormously the
bactericidal and morphological biotoxicity properties of the
nanotubes functionalized with AgNPs on the titanate surface.

Conclusions

The practical hydrothermal synthesis of titanate nanotubes
and their functionalization with ~5 nm AgNPs allowed the
irreversible deactivation of the gram-negative enterobacter E.
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coli. in a nutritive medium. The high dispersion of AgNPs,
mainly in the reduced state (Ag°) all over de titanate
nanotubes, enhanced the charge separation to generate ROS
species that stressed the bacteria. The sharp nanotube
morphology favored the damage or penetration of the cell,
accelerating the fatal inactivation of the E coli under mild
conditions, 65-W-halogen-lamp radiation, and without using
any scavenger.

This practical synthesis of silver nanotube composites has
promising green applications that can kill the human
pathogenic microorganisms with visible
approximately 45-60 min.

radiation in
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