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Resumen

En el presente trabajo fue explorada la actividad bactericida de sistemas compuestos basados en
Hidréxidos dobles Laminares (HDL) intercambiados con aniones yoduro. Los sistemas laminares
anfitriones, HDL, fueron sintetizados por el método de coprecipitacién a partir de la mezcla de sal
sulfatada resultante del aprovechamiento de polvo de aceria e hidréxido de sodio. Los HDL resultantes
fueron intercambiados con aniones yoduro a través del mecanismo de adsorcion para obtener sistemas
compuestos del tipo HDL-I. La evaluacion del efecto bactericida se valoré a través de curvas de letalidad
contra el microorganismo Shigella sp. en muestras de agua contaminada utilizando diferentes
concentraciones en relaciones m/v del sistema compuesto sintetizado (HDL-1). Los resultados obtenidos
evidenciaron que para concentraciones de 0.010 y 0.018 g/mL agua contaminada, la accién bactericida
sobre el microorganismo Shigella sp. fue superior a la obtenida para cantidades inferiores del sistema
compuesto.

Abstract

In the present work, the bactericidal activity of composite systems based on double laminar
hydroxides (HDL) exchanged with iodide anions was explored. The host laminar systems, HDL, were
synthesized by the coprecipitation method from the sulfated salt mixture resulting from the use of steel
dust and sodium hydroxide. The resulting HDLs were exchanged with iodide anions through the
adsorption mechanism to obtain HDL-I type composite systems. The evaluation of the bactericidal effect
was evaluated through lethality curves against the microorganism Shigella sp. in contaminated water
samples using different concentrations in m /v ratios of the synthesized composite system (HDL-I). The
results obtained showed that for concentrations of 0.010 and 0.018 g / mL contaminated water, the
bactericidal action on the microorganism Shigella sp. it was higher than that obtained for lower amounts

of the composite system.
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1.Fundamentos Teodricos

1.1. Introduccidn

Los Hidroxidos Dobles Laminares (HDL) son una familia de materiales con estructura laminar que
ha tomado gran interés investigativo en las Ultimas décadas debido a sus caracteristicas estructurales que
les confieren interesantes propiedades fisicas y quimicas. Estos materiales tienen como féormula general:
M M" 5 (OH)2** [A™*/ n - yH20] ¥, donde M" y M" son cationes metélicos divalentes y trivalentes,
respectivamente, y A" es un anion valente (Zimreoglu & Nedim, 2011). Dentro los campos de aplicacion
de los HDL se encuentra el area ambiental donde han sido aplicados como adsorbentes de pesticidas
anionicos, contaminantes inorganicos y radionucleidos anionicos en fuentes acuosas, también en la
liberacién controlada de moléculas, biomoléculas, fdrmacos e incluso material genético en el campo de la
medicina y la biologia, y en la catdlisis, como soportes cataliticos o precursores de éxidos catalizadores.
Esto debido principalmente a sus caracteristicas estructurales, que esta constituida por ldminas cargadas
positivamente con cationes divalentes y trivalentes y, una zona interlaminar en donde coexisten aniones y
moléculas de agua que pueden ser intercambiados por otros compatibles con la carga de las ldminas

(Bejar, 2016).

En la lista de aniones intercambiables en la regiéon interlaminar de los HDL estd el yoduro, no solo
por su afinidad electrénica con la carga de las ldminas de los HDL (Kenjono & Irawal, 2004) sino por su
capacidad inactivadora de microorganismos presentes en agua de mala calidad (Tandon & Vasudevan,

2009) a través del deterioro de proteinas y acidos nucleicos de los microorganismos (Xuan, y otros, 2018).



investigaciones previas desarrolladas por Kenjono et.al (Kenjono & Irawal, 2004), donde se
evalud la capacidad de HDL para adsorber yodo los resultados desde isotermas de adsorcion evidenciaron
una adsorcion de aniones yodo (I7) rapida y viable. En el trabajo de Kentjono et al., donde se utilizdé (Mg —
Al) - HDL para tratar aguas residuales que contienen altas concentraciones de yodo, los resultados
revelaron una alta eficiencia en la remocién de yodo, especialmente en un pH de 9,0 a 9,2 ( Kentjono et

al., 2009).

Las curvas de letalidad son una herramienta Util para la evaluacién de la capacidad bactericida de
un compuesto frente a un microorganismo a través del conteo de las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) después de poner en contando a diferentes a tiempos y concentraciones el material inhibidor con

el microorganismo a evaluar.

Considerando la alta capacidad de intercambio de los HDL y la alta afinidad de estos sistemas con
el anién yoduro (I) existe alto potencial de formar sistemas compuestos del tipo HDL-I a través del
intercambio anidnico como una alternativa viable en el tratamiento bioldgico de aguas contaminadas
aprovechando la capacidad bactericida del yoduro (I"). Por lo cual, en este trabajo se evalla la actividad
bactericida de sistemas compuestos HDL-I sobre el microorganismo Shigella sp a través de curvas de

letalidad.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar de la actividad bactericida sobre Shigella sp. de sistemas compuestos basados en

Hidroxidos dobles laminares y Yoduro de Potasio (HDL-I).

1.2.2. Objetivos Especificos

Emplear polvo de aceria para la preparacion de los Hidroxidos dobles Laminares utilizados como
matriz laminar.

Realizar el proceso de intercambio en la matriz laminar (HDL) de aniones yoduro (I") a partir de
Yoduro de Potasio.

Describir la actividad bactericida en funcion de la concentracion de sistemas compuestos HDL-

contra Shigella sp a partir de curvas de letalidad.

11



1.3. Planteamiento del Problema

El agua se almacena naturalmente de forma superficial, subterrdnea o de manera artificial, a
través de tanques o recipientes de almacenamiento. Durante este proceso, el agua se expone al contacto
con microorganismos potencialmente perjudiciales que se encuentran presentes en el medio (Thomas,
Loret, Jousset, & Greub, 2008). Los riesgos para la salud relacionados con el agua de consumo mas
comunes y extendidos son las enfermedades infecciosas ocasionadas por agentes patdgenos como
bacterias, virus y parasitos (OMS, 2017). Se ha reportado que microorganismos patégenos como
Escherichia coli , Shigella spp., Salmonella spp., Vibrio cholerae y enterovirus han sido encontrados en
agua recolectada de manantiales, grifos publicos, canales de drenaje y agua superficial (Sadik, y otros,
2017). Particularmente, el microorganismo Shigella sp. produce una infeccién invasiva del intestino
(Herndndeza, y otros, 2008), que recibe el nombre de “Shigelosis”. Se ha estimado que dicho sindrome
causa al menos 80 millones de casos de diarrea sanguinolenta en todo el mundo, incluidas unas 700.000
muertes al afio (Tai, y otros, 2016). Lo anterior evidencia la necesidad de nuevas estrategias y tecnologias
para el tratamiento de agua para consumo que permitan reducir la presencia de dichos microrganismos

patdgenos y sus efectos sobre la salud humana.

12



1.4. Hipdtesis

Las hipdtesis propuestas para el presente trabajo investigativo son:

e |as caracteristicas estructurales de los hidréxidos dobles laminares favorecen el
intercambio de especies compatibles con la carga de sus laminas a través de procesos de
adsorcién para la formacion de sistemas compuestos.

e |os aniones yoduro (I") intercambiados juegan un rol importante en la actividad

bactericida de los materiales compuestos.
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1.5. Justificacion

El agua es el recurso basico para garantizar la vida de todos los seres vivos en el planeta. El acceso
a agua, saneamiento e higiene es un derecho fundamental y es uno de los principales retos para el siglo
XXI. El alto nivel de contaminacién de los recursos hidricos por la actividad humana ha ocasionado una
disminucion considerable de agua potable, lo que a su vez pone en peligro la salud humana debido al alto
riesgo de contraer y transmitir enfermedades. El consumo de agua contaminada con heces y malas
practicas higiénicas favorecen la propagacion de microorganismos patégenos, incluidos virus, bacterias y

parasitos (Pichel, Vivar, & Fuentes, 2019).

Estos microorganismos son responsables de diversas enfermedades transmitidas por el agua. Se
consideran la principal causa de desnutricion debido a la mala digestidn de los alimentos ingeridos por
personas afectadas por bacterias fecales y virus entéricos, ademas ocasionan la reduccion de la
resistencia a las infecciones y el deterioro del crecimiento fisico y el desarrollo cognitivo. Esto pone en
evidencia, que la misma agua que es esencial para vivir, puede ser al mismo tiempo la causa de
enfermedades que pueden conducir al sufrimiento, la discapacidad crénica y la muerte(Pichel et al.,

2019).

En este contexto, lograr el acceso al agua requiere garantizar un suministro adecuado de agua,
saneamiento e higiene no solo por las implicaciones para la salud publica sino también por la seguridad
alimentaria, la reduccioén de la pobrezay la igualdad. Asi, el estudio y desarrollo de nuevas tecnologias
para el tratamiento de agua que garanticen el acceso a agua segura para consumo son obligatorios e

imperiosos.

Dentro de las nuevas tecnologias, la investigacion y desarrollo de nuevos materiales surge como
una alternativa interesante para su aplicacion en el tratamiento de agua y en la remediacién de

14



problematicas medioambientales (Zimreoglu-Karan & Ay, 2012). En este sentido, los materiales
laminares como los Hidréxidos Dobles Laminares (HDL) son de interés particular debido a su versatilidad y
funcionalidad. Estas estructuras tienen como propiedades principales su capacidad de intercambio
aniénico interlaminar, y la posibilidad de variar las composiciones de los cationes que conforman sus
laminas, lo que resulta en una gran variedad de materiales compuestos que pueden ser aplicados en
areas como la catalisis, sorbentes y agentes de liberacién-almacenamiento de medicamentos (Zimreoglu-

Karan & Ay, 2012).

Entre los aniones que se han intercambiado en los Hidroxidos Dobles Laminares (HDL) para la
formacién de sistemas compuestos en diferentes aplicaciones se encuentran los haluros (F’, CI,, Br’, ),
oxoaniones (COs%, NOs', SO4*, CrO4%) y aniones complejos como [Fe(CN)s]*, [NiCls]*](Crepaldi & Valim,
1998) y moléculas activas ( vitamina C(Gao et al., 2013), acido salicilico (Silion, Hritcu, & Popa, 2009),

acido galico (Yeganeh Ghotbi & Bin Hussein, 2010)).

En particular, las investigaciones previas sobre sistemas de HDL y aniones yoduro (I") han
aprovechado las propiedades de adsorcién de la estructura laminar para la remocion de I desde
soluciones acuosas (Theiss, Couperthwaite, Ayoko, & Frost, 2014)(Kentjono, Liu, Chang, & Irawan, 2010),
asi como para la sintesis y caracterizacion de diferentes sistemas basados en HDL-I (Iglesias et al., 2016).
También, para la formacién de sistemas compuestos HDL-l y su caracterizacion para su potencial
aplicacién como electrolito en celdas de combustible a través del intercambio de | (Bastianini et al.,
2014)(Bastianini et al., 2012). La alta afinidad electronica de los aniones | a la estructura laminar de los
Hidréxidos Dobles Laminares es el mecanismo responsable de la formacion de los sistemas compuestos

HDL-I(Iglesias et al., 2016).

Es importante mencionar que el yodo es un elemento esencial para la salud humana,

principalmente debido a su influencia en el funcionamiento adecuado de la tiroides. Este elemento

15



ademads presenta propiedades antimicrobianas por lo que ha sido utilizado en la desinfeccién y

tratamiento de agua (Theiss et al., 2014)(Vasudevan & Tandon, 2010)(Jie, Ying, & Yuyu, 2010).

Para nuestro conocimiento, las propiedades antimicrobianas de sistemas compuestos basados en
HDL y aniones I, han sido poco o nada exploradas, por lo que resulta una oportunidad relevante de
investigacion desde el uso y aplicacion de los materiales, la evaluacion de su actividad antimicrobiana en
bldsqueda de nuevas alternativas para el tratamiento bioldgico de aguas contaminadas con

microorganismos como el Shigella sp.
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2. Marco Tedrico

En el desarrollo del presente trabajo de investigacion se tuvo como referencia articulos cientificos
de las revistas “Nature”, “Industrial & Engineering Chemistry Research” y “Revista Iberoamericana de
Microbiologia”, ademas de multiples tesis de maestria y doctorado de estudiantes en multiples

universidades. Habiendo avanzado en la revisidn bibliografica, se tuvieron presentes los siguientes

articulos fundamentalmente para tener un marco de referencia en la metodologia de la experimentacion.

e (Rodriguez, Ruiter, & Elshof, 2017) sintetizaron hidréxidos dobles laminares mediante el
método de intercalacién y descomposicion de perdxido de hidrogeno, con el propdsito
de que las nanoburbujas de gas oxigeno producto de la reaccién perforaran los orificios
de la estructura en capas del material mediante la acumulacién de presién local.

e (Prasanna & Kamath, 2009) intercambiaron los aniones NO5™ y Cl" en hidréxidos dobles
laminares de Mgy Al a través de la suspensién de cantidades especificas del hidroxido
doble lamiar en soluciones con los aniones mencionados. En condiciones equilibradas
dicha interaccion produjo una isoterma tipo V, lo que indica que se libera con mayor
facilidad el anion CI” que el anion NOs'.

e (Peman & Javier, 1999) explican como realizar una curva de letalidad en antiflngicos,
metodologia aplicable también a antimicrobianos, variando las concentraciones del

compuesto inactivador y haciendo el conteo de UFC en diferentes intervalos de tiempo.

17



2.1. Hidréxidos Dobles Laminares (HDL)

Los Hidréxidos Dobles Laminares (HDL) son estructuras sintéticas formadas por ldminas de
hidroxidos metdlicos cargadas positivamente, las cuales son estabilizadas con aniones interlaminares. La
férmula general de estos materiales es [M?*1x M3* (OH).J** (A")yn-mH,0, donde M?* es un catién
divalente (Ca%, Mg*, Zn?*, Co*, Ni?*, Cu*, Mn%), M3 es un cation trivalente (AlI**, Cr**, Fe3, Co¥,
Ni¥*, Mn3), A™ es un anion (I, CI, NOs, ClOs, COs*, SO.4*) (Martinez & Carbajal, 2012). Estos
materiales también se conocen como material tipo “hidrotalcita” [Mgx1Al(OH)]** por sus semejanzas en

estructura, propiedades y de composicién.

Grdfica 1. Representacion esquemdtica de la estructura de los ZnAl-HDL intercambiado con
yoduro (I') en espacio interlaminar. Imagen tomada de “On the Intercalation of the lodine—lodide Couple
on Layered Double” Fuente: (Maria Bastianini, 2012)

Estos compuestos tienen una estructura cristalina en capas con amplias variaciones en la
naturaleza de los cationes y las relaciones molares M2* / M3*, asi como en el tipo de aniones

interlaminares responsables del balance de carga en la estructura (Zimreoglu & Nedim, 2011).
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Tabla 1. Posibles Composiciones de HDL a través de la variacion de compuestos quimicos. Fuente:

Tomado y adaptado de (Crepaldi & Valim, 1997).

Composicidn Nombre del Mineral
M 2 M3 A™ Romboédrico (3R), R3m Hexagonal (2H), P6smmc
Mg Al COs* Hidrotalcita Manaseita
Mg Cr COs* Estictita Barbetonita
Mg Fe COs* Piruarita Esjogrenita
Ca Al OH" - Hidrocalumita
Ni Al COs* - Tacovita
Ni Fe COs* Reevesita -
Ni Fe SO4* Honessita -

Desde la informacion descrita en la tabla 1 es posible evidenciar que cambiando la naturaleza de
los cationes divalentes y trivalentes, su relacion molar y los aniones localizados en la capa intermedia, es

posible obtener diferentes compuestos que exhiben una amplia variedad de propiedades, lo que hace a

los HDL versatiles y funcionales.

2.2. Métodos de sintesis

Existen diferentes métodos para la sintesis de HDL. La aplicacién de uno u otro depende del

material de laboratorio con el que se cuente y la aplicacidén que se le vaya a dar al HDL. A continuacién, se

exponen los métodos mas comunes.
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2.2.1. Co-precipitacion

Es una de las técnicas mas utilizadas para la sintesis de HDL por su simplicidad y porque permite
la preparacion directa de HDL usando una gran variedad de aniones y cationes (divalente y trivalentes).
Esta técnica se desarrolla a través de la adicion de soluciones acuosas con los cationes M?*y M3 y el
anion que se desee en el espacio interlaminar (Jaiswal, Kumar, & Chandra, 2014). Estos compuestos
generalmente se obtienen a través de la combinacion de sales metdlicas y un agente hidroxido a pH
constante, en un rango alcalino, lo cual hace al método de co-precitacidén una de las vias mas simples y
viables econdmicamente (Jaiswal, Kumar, & Chandra, 2014). Dentro del método de coprecipitacion

existen tres variaciones.

Co-precipitacion por Titulacion. Se desarrolla a través de la mezcla de una solucion de sal metalica
con una solucion basica con agitacion constante, con pH controlado, generalmente basico (Wang, L,

Zhao, & Cao, 2012).

Co-precipitacion a Baja Saturacion. Co-precipitacion a pH constante y temperatura entre 60 y
80°C mediante la adicion lenta de una solucién mixta de sales My M*" en la proporcién elegida y la
solucién base. La velocidad de adicién debe controlarse para obtener una fase mas homogénea (He,

2006).

Coprecipitacion a alta saturacion. Se agrega solucién que contiene una mezcla del ion metélico a
la solucidn basica y se mezcla rapidamente. Esto da como resultado la formacién de HDL que
generalmente no son muy cristalinos, pero a veces se obtiene un producto amorfo debido al alto nimero

de formacién de nucleos (Konig, 1997).
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2.2.2. Hidrotermal

El método de sintesis hidrotermal es empleado generalmente para controlar el tamafio y la distribucion
de las particulas. Trabajos de investigacion previos realizados por Sharma et al., demostraron que el
tamafio del cristal de los HDL aumenta cuando la temperatura llega hasta 180 °C, mientras que por
encima de 200 ° C el material comienza a reducir su tamafio. Hay dos rutas para desarrollar este método.
En la primera, los HDL se pueden sinterizar a partir de precursores como MgO y Al,Os 0 de mezclas
obtenidas de la descomposicién de las formas nitrato de estos precursores utilizando una autoclave a
presion. En la segunda ruta, los HDL se sintetizan a bajas temperaturas y se someten a un proceso de
envejecimiento. El envejecimiento implica someter a reflujo el precipitado a una temperatura establecida

durante 18 horas (Jaiswal et al, 2014).

2.2.3. Hidrdlisis de Urea

En la hidrdlisis de urea se utiliza usualmente un pH aproximado de 9 dependiendo de la temperatura de la
mezcla, lo que permite que la urea sea utilizada como agente precipitante en la sintesis de HDL
(Costantino et al, 1998). Trabajos previos han evidenciado que el grado de cristalinidad de los HDL
depende de la temperatura de sintesis y del tiempo de envejecimiento. Las particulas mas grandes se
forman a bajas temperaturas (Kaiho, 2001). Este método permite la preparacién de compuestos con alta

densidad de carga que son dificiles de obtener con otros procedimientos (Costantino et al, 1998).

2.2.4. Intercambio ionico

En este método, hay un intercambio de los aniones de la capa intermedia con moléculas huésped
anionicas, es decir, moléculas que se desean introducir en la estructura de los HDL para producir el
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compuesto deseado (Rodriguez, Ruiter, & Elshof, 2017). El intercambio idnico en los HDL de acuerdo a
William et. al., depende de varios factores, entre ellos, afinidad por el aniéon huésped entrante, el medio
en el que se produce el intercambio, el pH y la composicién quimica de las capas del HDL (Williams,

2017).

2.2.5. Rehidratacion

El método de rehidratacién consiste en la calcinacion del HDL a 500-800°C. De este proceso se
obtiene un oxido metélico mixto que puede ser rehidratado para volver a formar el HDL en presencia de
aniones. Este “efecto memoria” Unico de los HDL proporciona una ruta de sintesis eficaz para obtener los
HDL con los aniones organicos e inorganicos deseados, y evita la incorporacion de contra aniones

inorganicos competidores (Williams, 2017).

2.3. Aplicaciones de los HDL

Los HDL representan compuestos funcionales en varias areas de la ciencia. En el contexto
ambiental, tienen como principal aplicacion ser agentes absorbentes de aniones en fuentes acuosas (Goh
& Dong, 2008). Algunos de esos aniones adsorbidos presentan capacidad bactericida o permiten la
formacién de sistemas compuestos para la remocidn y/o inactivacion de microorganismos patdégenos
presentes. Este proceso se lleva a cabo a través de reacciones de intercambio en los HDL que permiten la
adsorcién de contaminantes organicos o inorganicos que pueden ser carboxilato, sulfonato o fosfonato, o
contaminantes organicos como (fenoles, acidos carboxilicos aromaticos, tensioactivos, colorantes,
herbicidas y pesticidas), los cuales son grupos anidnicos que pueden ser facilmente y eficazmente

adsorbidos (Ulibarri, 2001).
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Los HDL exhiben biocompatibilidad, por lo cual son consideradas también matrices interesantes
para nuevas formulaciones de liberacion controlada. En el &mbito de la medicina y biologia, pueden
intercambiar una amplia variedad de moléculas activas complejas como aminodacidos, nucledsidos,
oligonucledtidos, ADN monocatenario o bicatenario, proteinas, enzimas, incluso, células completas'y,
liberarlas de forma controlada (Choy & Oh, 2006). Ademas de multiples usos en nanocompuestos de
polimeros, en las areas de las foto fisica y fotoquimica y, en la tecnologia farmacéutica y cosmética

(Martinez & Carbajal, 2012).

En aplicaciones agricolas, los HDL pueden ser utilizados debido a su potencial para absorbery
liberar agro aditivos anidnicos, como también por su actividad como captadores de acido y sistemas
tamponadores para la retencién de agua y su desegregacion para actuar como nutrientes de las plantas

(Allou, Saikia, & Goswamee, 2007).

En el drea de catdlisis, las estructuras de los HDL pueden ser utilizadas como catalizadores,
soportes cataliticos o precursores de éxidos catalizadores. La mayoria de las aplicaciones cataliticas
conciernen a los éxidos mixtos por sus importantes caracteristicas: alta superficie especifica (100-300 m?
/ g), dispersion homogénea de los elementos constituyentes y, efecto memoria con reconstruccion

parcial de la estructura laminar (U. Costantinoa, 2013).

2.4. Caracteristicas del Yoduro de Potasio (KI)

El Yoduro de Potasio (Kl) es un compuesto idnico formado por el catién potasio K*y el anién
yoduro I, por lo tanto, entre ambos el enlace es idnico. El estado de oxidacién del potasioes+1vy la

valencia del yodo es -1 (Stea, 2017). Se crea combinando hidréxido de potasio con yodo. Adopta la forma
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de un polvo cristalino blanco e inodoro (Norkem, 2019). Se vuelve amarillo en el aire cuando reacciona

con el oxigeno y se libera yodo libre (Melscience, 2019).

Grdfica 2. Yoduro de Potasio granular. Fuente: (Anmol Chemicals, 2016).

El KI presenta aplicabilidad en multiples campos. En medicina se emplea a través de tabletas o de
forma liquida para compensar deficiencias de yodo en el cuerpo. Es elemental su presencia en centrales
nucleares para suministrar a personal expuesto a radiaciéon nuclear para impedir que la glandula tiroides
absorba el yodo radiactivo que podria ser liberado durante una emergencia de radiacion nuclear.
Ademas, es empleado en los equipos de analisis con rayos infrarrojos (IR). Funciona como reactivo para el
tratamiento de muestras en quimica analitica (Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, 2017), es
usado como precipitador de plata para fotografia (Franco Mariscal, 2009), y empleado como adictivo de

alimentos (Universidad Nacional de Costa Rica, 2016).

El Kl es usado en espectroscopia para analisis; la determinacion de cloro residual por el método
yodomeétrico es uno de ellos, (Tamayo, 2013), es un elemento con nivel medio respecto a su capacidad
desinfectante. Se caracteriza por ser inactivador irreversible de proteinas y dcidos nucleicos en

microorganismos (Vignoli, 2018).

Estudio realizado por Arnitz et al., 2015 en donde compard la actividad microbicida de la

monocloraminay el yodo contra los microorganismos Escherichia coli.,Staphylococcus aureus o
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Pseudomonas aeruginosa; evidencié que el yodo presentd actividad microbicida al menos 10 veces mas

fuerte que la monocloraminana, esto a través del conteo de UFC/mL (Arnitz & Gottardi, 2015).

La investigacién desarrollada por Jandrey et al., 2004, donde se investigd la accion bactericida del
yodo adsorbido en redes de copolimeros de 2 - vinilpiridina (2VP) y divinilbenceno (DVB) contra E. coli,
incubada a 37 ° Cdurante 24 pudo establecer mediante el conteo de unidades formadoras de colonias
(UFC), que las redes que contenian yodo anclado eran completamente bactericidas a los pocos minutos

(Jandrey, Maria, Aguiar, Aguiar, & Felzenszwalb, 2004).

También,un estudio hecho por Gris et al., para observar la efectividad del cloro y yodéforo en la
destruccién de Vibrio Parahaemolyticus a través de la exposicion del microorganismo a las soluciones con
los compuestos mencionados a 20 ° Cy pH 7, establecidé que el yoddforo demostrod ser un agente
bactericida mas eficaz que el cloro a través del conteo de células sobrevivientes del microorganismo (Gris

& Hsu, 1979).

Los anteriores trabajos de investigacion mencionados evidencian el potencial de la actividad
bactericida del Yodo contra una amplia variedad de microorganismos, lo cual puede ser aprovechado

para la formacion de materiales compuestos.

2.5. Intercalacion de aniones yoduro (I") en los Hidroxidos

Dobles Laminares (HDL)

Principalmente, los tres métodos a través de las cuales se pueden intercalar los aniones yoduro
(I) en el espacio interlaminar de los HDL son: coprecipitacion, intercambio anidnico y reconstruccion. El

método de coprecipitacion en la adicidn paulatina y por goteo de una solucion alcalina (NaOH, NH4OH o
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KOH) a una solucidon que contiene la mezcla de dos sales metalicas (M2* y M*) con anién comun,
controlando la alcalinidad del Ph (Martinez & Carbajal, 2012). El material obtenido se agita por tiempo
prolongado, posteriormente se separa por el método de filtracién o decantacion y finalmente se lava y se

seca en un desecador u horno (Aguirre & Naranjo, 2018).

En el intercambio anidnico el proceso es mas sencillo. Teniendo la matriz laminar anfitriona
sintetizada, es decir el HDL, se pone en contacto por tiempo prolongado con una la soluciéon que contiene
los aniones a incorporar de la matriz laminar. Trascurrido el tiempo, se emplean los procesos de

deshidratacién del material (S. V. Prasanna, 2009).

En la reconstruccion el proceso consiste en lograr la reversibilidad del proceso de
descarbonatacion, lo cual se obtiene al calcinar la hidrotalcita entre 400 y 6009C, y rehidratar el 6xido
mixto formado, en una disolucién acuosa con aniones afines a la interlamina, para dar un nuevo

compuesto tipo HDL (Hashim, y otros, 1986).

2.6. Sistemas compuestos basados en Hidrdxidos Dobles

Laminares
La alta capacidad de intercambio de los HDL les permite incorporar en su estructura una
amplia variedad de aniones, entre ellos los haluros como I, Br, F'y Cl" debido principalmente a la afinidad

electrdnica de estos elementos con la carga de las laminas de la estructura laminar. Entre los sistemas

compuestos sintetizados se encuentran:
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2.6.1. Sistemas compuestos basados — Yodo

El estudio previo desarrollado por Kanga et al., evalud sistemdaticamente materiales
nanoestructurados de HDL basados en MgFe y CoCr con proporciones molares variables de M?*: M3* para
determinar su afinidad los aniones de yodo ambientalmente relevantes, incluidos el yoduro (1) y el
yodato (I05°). Los resultados revelaron que la afinidad por I aumentd significativamente con el aumento
de la relacion molar de Mg: Fe, y tras la calcinacidn debido a la eliminacion de los aniones originales

(COs%).

La investigacién de la adsorcion del Mg-Al HDL calcinado sobre el yoduro (') realizada por Kang et
al. (Kang, et al., 1998) concluyd que la concentracién de | de la solucion de reaccion disminuyd
rdpidamente hasta que alcanzo un valor minimo después de aproximadamente 30 horas, posteriormente
aumentando con el tiempo hasta lograr una concentracién de equilibrio después de 130 h. Dado que
todos los experimentos se continuaron durante al menos 140 h, la concentracion final puede
considerarse como el valor de equilibrio. Los investigadores, Kang et al., explican que el lento aumento de
la concentracion de I después del valor minimo se debe a dos efectos. Primero, el proceso de sorcién
involucra los cambios de la fase sélida en una solucion acuosa. La hidratacion y la disolucién de HDL
calcinada pueden ocurrir. En segundo lugar, la concentracion de OH™ en las soluciones de reaccion estaba
en el rango de 4x10*y 3x1023 mol / L, que es mas alta que la concentracién de I". Por lo tanto, los iones

OH pueden reemplazar a los iones | absorbidos en la capa intermedia de LDH (Kang, Chun, & Do, 1998).

2.6.2. Sistemas compuestos basados HDL— Fldor

Otro elemento utilizado para la formacién de sistemas compuestos utilizando haluros con los
HDL, es el flGor. Este haluro es de gran importancia en la salud dental. Puede encontrarse en alimentos,

agua potable y sal. Las fuentes de agua naturales o antropogénicas en algunas partes del mundo superan
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el valor de referencia para el fltor de acuerdo a Organizacién Mundial de la Salud, el cual es de 1,5 mg/L

(OMS, 2003).

Los métodos de tratamiento y/o eliminacion del fluoruro del agua potable demandan altas y
complejas inversiones econémicas. Debido a la posibilidad de intercambio anidénico que ofrecen los HDL,
estas estructuras laminares pueden proporcionar un método mas simple y econémico para la eliminacién
de fluoruro del agua potable y de otras soluciones acuosas. Un estudio de comparacion realizada por
(L.Theiss., 2013) para conocer la capacidad de adsorcion de fluoruro entre Mg-Al HDL y Zn-Al HDL dio
como resultado que la capacidad de adsorcién de fluoruro de los Zn-Al HDL, era menor que la ofrecida
por Mg-Al HDL. Atribuyendo este efecto al mayor peso atdmico del Zinc (Zn) que reduce la capacidad

total de intercambio anidnico por gramo de HDL

2.6.3. Sistemas compuestos basados HDL— Cloro

Los cloruros son compuestos que llevan un dtomo de cloro en estado de oxidacion -1.
Generalmente el cloruro en el agua no se considera un problema significativo. Sin embargo,
sobrepasando la ingesta adecuada de cloruro, 9mg/kg de masa corporal (OMS, 2004), se han observado
casos de toxicidad por cloruro, particularmente en individuos con alteracién del metabolismo del cloruro
de sodio (L.Theiss, J.Couperthwaite, & L.Frost, 2013). En un estudio previo realizado en sistemas
compuestos basados en HDL-Cl se observd que la eliminacién de cloruro desde una solucién acuosa a
través del intercambio aniénico utilizando Zn-Al HDL en una relacién 2: 1 exhibié la mayor capacidad de
intercambio aniénico de 64,14 mg /g seguida por la Zn-Al HDL 3: 1 (41,00 mg/g) y la Zn-Al HDL 4: 1 (21,08
mg/g) (Sarathy et al, 2010). Esto se podria atribuir a que el compuesto Zn-Al HDL en relacién 2:1 preseta

mavyor afinidad electronica con el anién cloruro.
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2.6.4. Sistemas compuestos basados HDL— Bromo

El bromo es un elemento que se encuentra naturalmente en fuentes de agua, a temperatura
ambiente es un liquido rojo, volatil y denso. Es de gran beneficio para la salud humana, sin embargo, es
toxico en concentraciones altas. Un estudio desarrollado por Liang et al. donde se investigd la
eliminacién de bromuro (Br’) del agua utilizando Mg-Al HDL y Mg-Al HDL activados térmicamente,
evidencié que las temperaturas de activacién térmica superiores a 500 ° C provocan la descomposicion
parcial de los HDL, lo que reduce la capacidad de eliminar o adsorber el bromuro de la fuente acuosa. La
mayor adsorcién de bromuro fue de 94,0 mg/g, la cual se logré utilizando el HDL activado térmicamente

con una relacién Mg: Alde 4: 1.

2.7. Contaminacion de Agua con Patégenos

El agua es uno de los recursos naturales vitales para la vida al ser indispensable para el
funcionamiento fisiolégico y cotidiano del ser humano, animales, plantas, es decir, en general, los

elementos bidticos y abidticos que se relacionan y comparten el medio.

La mayor reserva de agua estd en los océanos, que contienen el 97% del agua que existe en el
planeta Tierra. Esta reserva es de agua salada, que sélo permite la vida de la flora y fauna marina. La
proporcion restante de agua dulce se distribuye a lo largo y ancho de la tierra a través de cuencas, rios,
lagos, agua subterranea, casquetes polares, glaciares y demas fuentes con denominaciones diferentes

(Food and Agriculture Organization, 2017).
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Se considera contaminada el agua cuando en esta hay presencia de sustancias organicas o
inorganicas que alteran sus caracteristicas fisicoquimicas normales y, por ende, la hacen indtil para el

consumo (Gil et al., 2012).

La contaminacion puede ser fisica, quimica o bioldgica. La contaminacién fisica y quimica se da
cuando el agua tiene contacto con materiales o residuos (sélidos — liquidos) urbanos, industriales,
agrarios, médicos, radioactivos o de otra procedencia, que aportan materiales ajenos a los naturales,
obstruyen el paso de la luz y, alteran las temperaturas y el pH normales del efluente. Mientras que la
contaminacion bioldgica se produce cuando el medio acuoso desarrolla caracteristicas aptas para la
proliferacién de microorganismos, parasitos, hongos, protozoos y virus que afectan a la poblacion a

través de la difusién de enfermedades.

La proliferacion de los microrganismos en un medio depende tanto de las caracteristicas
fisicoquimicas del ecosistema como también de las necesidades de habitad del organismo. Algunos de los
principales patdégenos microbianos transmitidos por el agua son: Campylobacter sp., E. coli., V.
enterocolitica, H. pylori, P. aeruginosa, Aeromonas, Cryptosporidium spp., G. intestinalis, E. histolytica,

Acanthamoeba spp., Salmonella y Shigella sp. (Rios-Tobdn, Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017).

En particular, los géneros Shigella y Salmonella son causantes de disenteria bacilar o shigelosis; y
familias derivadas como Salmonella typhimurium y Salmonella typhi son productoras de gastroenteritis y
fiebre tifoidea, respectivamente (O'Connor, Inquiry, & General, 2001). Esto permite identificar algunas de
las problematicas sanitarias y de salud publica a raiz de cepas patdgenas que afectan al ser humano,
actualmente hay descritas varias cepas como causantes de enfermedades graves, como infecciones de

vias urinarias, bacteriemia y meningitis (Pulido, Navia, Torres, & Prieto, 2005), (Rios & Builes, 2017).

Para efectos investigativos del presente trabajo, el interés se concentra en las caracteristicas y

comportamiento del microorganismo Shigella sp.
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2.7.1. El microorganismo Shigella sp.

El género Shigella se incluye en la familia Enterobacteriaceae; esta constituido por bacilos cortos
gramnegativos sin agrupacién, que miden de 0.7 um x 3 um; son inmaviles, no esporulan ni presentan
capsula (Berrueta, 2015). Shigella crece en 24 h, a 35°C, en condiciones aerobias, formando colonias
blanquecinas o grisdceas de 1 —2 mm de diametro, convexas, de bordes regulares, consistencia butirdcea

y aspecto humedo (Berrueta, 2015).

Grdfica 3. llustracion tridimensional del microorganismo Shigella sp. Fuente: (Hygiena, 2019).

El microorganismo Shigella sp. produce una infeccién invasiva del intestino, con transmision
fecal-oral. Es una de las causas mas frecuentes de diarrea del viajero. La incidencia es mayor en paises en
desarrollo y afecta a nifios con mayor frecuencia que a los adultos. A diferencia de otros
enteropatégenos, su Unico reservorio es el ser humano (Hernandeza, y otros, 2008). La infeccion por el
microrganismo Shigella recibe el nombre de “Shigelosis”. Las practicas higiénicas deficientes dispersan la
infeccion a otras personas por contacto fisico directo o indirecto; por alimentos, agua o leche

contaminados; a través de cucarachas o moscas; como resultado de contaminacion fecal directa; por
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transmisién sexual entre hombres homosexuales (UNAM, 2011). La sintomatologia de la shigelosis trae
consigo calambres abdominales, fiebre, pérdida del apetito, nduseas y movimientos de vientre con dolor.
El microrganismo Shigella sp. todavia se considera una grave amenaza para la salud publica en los paises
del sury sureste de Asia y Africa donde se han informado varios brotes de shigelosis relacionados con el
consumo de agua contaminada durante la Ultima década (Shahin & Bouzaricorres, 2018). Un estudio
realizado por Hsu et al., a muestras de agua ambiental mediante PCR (Polymerase Chain Reaction por sus
siglas en ingles) identificd cepas del microorganismo Shigella sonnei en el fluido, recolectando

multiples muestras de agua ambiental con un ndmero total de bacterias de 384 - 2.84 x 10 7 UFC (Hsu et

al., 2007).

2.8. Actividad Bactericida de los Hidroxidos Dobles

Laminares — Yoduro (HDL-I)

Multiples estudios demuestran que el yoduro de potasio, a través de los aniones yoduro, en
combinacién con otros agentes quimicos, presenta la capacidad inhibitoria de microorganismos tanto
Gram-positivos, como el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA por sus siglas en inglés)

como Gram-negativos, como E. coli. (Zhena, y otros, 2020).

En odontologia, se han realizado estudios con multiples concentraciones de azul de metileno y luz
LED para la inactivacién del microorganismo E. faecalis en estado de biopelicula, pero se evidencié
mejoras en el efecto fotobactericida cuando se combind el azul de metileno con yoduro de potasio (KI).
Los resultados fueron significativos en las pruebas en las que se utilizd el yoduro de potasio (Kl). De los
resultados se pudo inferir que puede usarse para futuros tratamientos de conducto radicular (Yuana, y

otros, 2020).
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Ademas, en un estudio de la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de yoduro de cobre
sobre microorganismos como E. coli, S. aureus, S. dysentry y, B. subtilis; ocurrié a través del dafio del ADN
y de sus membranas celulares, demostrando que todos los microorganismos mencionados fueron
inhibidos, cada uno con una concentracidon minima inhibitoria diferente (Pramanika, Lahaa, & Pramanik,

2012).

En otro estudio, nanoparticulas de yoduro de plata fueron sintetizadas por el método de ablacién
y aplicadas a soluciones acuosas con cepas de los microorganismos Gram positivos y Gram negativos
como E. coli, P. aeruginosa y S. aureus. Los resultados de las pruebas de actividad bactericida empleando
el método de difusion de agar sugieren el aumento de la concentracion de Agl” incrementa la capacidad
de inhibicién de las bacterias patdgenas, ademas, las bacterias Gram negativas presentan mayor

sensibilidad a las nanoparticulas - compuesto que las bacterias Gram positivas

3. Experimentacion

En esta seccion se describe la metodologia utilizada para el desarrollo del estudio, a través del
detalle de tres secciones: Sintesis de HDL a través de sal sulfata obtenida desde el aprovechamiento de
polvo de aceria, descripcion de intercambio anidnico del yoduro para la formacion de los sistemas

compuestos basados en HDL-l y, evaluacion de su actividad bactericida.

3.1. Materiales

En el proceso de sintesis de los HDL fueron empleados los siguientes materiales:
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- Sal sulfatada, preparada en el laboratorio a partir del polvo de aceria
- Hidréxido de sodio, comercial, 90% de pureza

- Agua destilada y desionizada

- Beakersdell

- Buretasde 25mL

- Agitador magnético

- pH metro

- Centrifuga

- Horno

Desecador de laboratorio

Para el desarrollo del intercambio anidnico se usé:

- Yoduro de potasio tipo comercial

- Hidréxidos dobles laminares sintetizados previamente
- Agua destilada y desionizada

- Agitador magnético

- BeakersdellL

Desecador de laboratorio

Y, para la evaluacion de la actividad bactericida fue necesario:

- Cepa de microorganismo Shigella sp.
- Beakersde 1L

- Incubadora de laboratorio

- Frascos ISO tapa azul

- Balanza analitica
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- Cajas de Petri con agar Cromocult

3.2. Métodos

Tomando como referencia trabajos previos dirigidos a la valorizacién de residuos industriales
realizados por estudiantes de la Universidad Catdlica de Manizales bajo la modalidad de asistentes de
investigacion, se decidid sintetizar HDL, intercalarlos con aniones yoduro vy, evaluar su actividad
bactericida sobre el microorganismo Shigella sp. con el fin de continuar la linea de investigacién

desarrollada y avanzada hasta el momento.

Para la sintesis de los Hidréxidos Dobles Laminares (HDL), inicialmente fue necesario realizar la
obtencion de los materiales precursores como la sal sulfatada. Este proceso implicd gestionar una
cantidad significativa de polvo de aceria (residuo peligroso) derivado de la industria siderurgica con una
compafiia que desarrolla sus actividades industriales en Manizales para para ser usada como materia
prima en la sintesis de la sal sulfatada dado la amplia variedad de elementos metalicos que lo componen
y le confieren propiedades interesantes para ser aprovechadas (Sefias, Maiza, & Valea, 2003). La sal
sulfatada fue sintetizada en el laboratorio a través de las metodologias de alcalinizacién y sulfatacion

descritas por (Garcia et al., 2018), y siguiendo el procedimiento sugerido por (Aguirre et al., 2018).

Después de obtener la sal sulfatada, se prepararon los HDL a través del método de
coprecipitacion, siguiendo paso a paso las instrucciones enunciadas por Romero et al.; quien en su
informe denominado “Valorizacidon de Residuos Peligrosos Industriales en la Obtencién de Materiales
Nanoestructurados Tipo Hidrotalcita” caracterizd el material por técnicas como la de Difraccién Rayos X
(DRX) vy Espectroscopia Electronica de Barrido (SEM) y concluydé que el material resultante de la sintesis

fue Hidréxido Doble Laminar (Romero, 2019).
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Teniendo presentes los trabajos previos realizados y aprovechando los resultados obtenidos en el
grupo de investigacion; en el presente trabajo se sintetiza, intercala y evalla la actividad bactericida de

los sistemas compuestos basados en HDL-I sobre el microorganismo Shigella sp. para su potencial uso en

la desinfeccion bioldgica de agua.

3.2.1. Sintesis hidroxidos dobles laminares (HDL)

La sintesis de los hidroxidos dobles laminares se realizo a través del método de coprecipitacion a
pH constante. Se toma como referencia la metodologia desarrollada por (Romero, 2019) y (Rodriguez et
al., 2017), haciendo algunas modificaciones en las relaciones masicas de los precursores empleados y

materiales de laboratorio usados. A continuacion, se describe el paso a paso.

A. Se dispersaron 60g de sal sulfatada en 1L de agua destilada, la sal sulfatada fue producto de
la aplicacién de la metodologia empleada en trabajos de investigacién previos, donde se
aprovecho polvo de aceria como precursor para su sintesis. Se prepard una solucién con 89, 9
de hidroxido de sodio en 0,250L de agua destilada. Se mezclaron la solucién y la suspension
preparadas, gota a gota, al mismo tiempo y, manteniendo el pH en el intervalo de 8 a 9,

como se observa en el montaje de la imagen a continuacion.

Grdfica 4. Montaje para la sintesis por el método de coprecipitacion de los HDL.
sal sulfatada [izquierda], hidrdxido de sodio [derecha]
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B. Con agitacién constante usando un agitador magnético a 500rpm, se esperd acabar la
solucion de sal sulfatada, y dar lugar a la formacion de los solidos (HDL) en suspension.

Durante 30 min se dejo precipitar los sélidos sobre la superficie del beaker.

Grdfica 5. a) Mezcla de sal sulfatada e hidréxido de sodio, controlando pH en continua agitacion,
b) Solucién con HDL en proceso de precipitacion.

C. Setrasvaso el agua a otro beaker a través del proceso de decantacion para posteriormente
desecharlay, los HDL precipitados se lavaron tres veces con agua destilada a través de

centrifugacion.
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Grdfica 6. HDL sintetizados en el laboratorio de investigacion de la UCM.

D. Se deshidrato el material en un desecador durante 5 dias.

Grdfica 7. HDL sintetizados deshidratados en desecador durante 5 dias.
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Grdfica 8. HDLs en proceso de trituracion.

En la grafica 8 se observan los HDL en proceso de macerado, con el fin de transformarlos en

polvo, puesto que después de deshidratados toman una consistencia dura que evitada su manipulacion

Para el proceso de intercalacién de aniones yoduro, se tuvo como referente el procedimiento
reportado en el trabajo realizado por (Prasanna et al., 2009) en el cual se intercambiaron los aniones NOs’
por CI en Mg-Al HDL a través de la suspension de cantidades especificas de la matriz laminar (Mg-Al HDL)
en soluciones que contenian el anidon de interés para el estudio. Para el presente estudio se realizaron,
algunas modificaciones a las relaciones masicas de los precursores y reactivos de laboratorio. Siguiendo la
metodologia reportada, el intercambio de los aniones | a partir del Yoduro de Potasio (KI) en los HDL se

desarrollé de la siguiente manera.

A. Se prepard una solucién con 2,09g de yoduro de potasio en 0,400L de agua destilada. La solucién
se mantuvo bajo agitacion constante 24 horas a 500rpm. Transcurrido el tiempo, se tomaron
2,10g de HDL preparado previamente, y se adicionaron y mezclaron con la solucién de yoduro de

potasio.
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B. Dicha mezcla se agité constantemente durante 7 dias usando un agitador magnético a 500rpm.
Luego de la agitacidn, se esperd durante 6 horas a que los sélidos suspendidos del compuesto
intercalado del tipo HDL-I precipitara sobre la superficie del beaker.

C. Seseparo la fase liquida de la sélida. El sélido resultante decantado se deshidratd en un

desecador durante 4 dias.

3.2.2. Actividad bactericida

La evaluacion de la actividad bactericida del sistema compuesto HDI-I se realizé a través de curvas
de letalidad. Las curvas de letalidad son una metodologia ampliamente conocida por lo Util y funcional de
la actividad bactericida de un compuesto sobre microorganismos u hongos especificos. Esta metodologia
valora la capacidad de los sistemas de matar a los microorganismos en relacion con el tiempo y con
distintas concentraciones (Rodriguez, y otros, 2000). Dichas curvas se realizan poniendo en contacto el
inoculo o microrganismo con el compuesto bactericida y, midiendo la cantidad de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) en los agares en los que se sembrd la solucion acuosa contaminada con la

concentracion del microbicida, esto, en periodos de tiempo especificos (Ramirez & Castafio, 2009).

Una vez determinadas las UFC en cada tiempo y concentracién, se debe buscar la funcion
matematica que mejor se ajusta a los datos obtenidos. Normalmente, los antibidticos siguen una cinética

monoexponencial de primer orden (Peman & Javier, 1999), cuya formula es:

N; = Ny x e K3t

In(N;) = Ln(Ny * —K * t)

N0=1
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In(Ny) = —K =t

_Lnt(Nt) — K

En donde N representa el nimero de UFC en un determinado tiempo vy, a su vez depende del
inéculo (No) y de una serie de factores que vienen determinados por una constante, K, representa la tasa
de letalidad o crecimiento, y el valor de esta variable depende de las condiciones de incubacion, del

medio de cultivo, de la concentracion del antimicrobiano, del microorganismo, etc.

En caso de que el agente microbicida sea un compuesto en estado de investigacion avanzado y/o
comercial, previo a toda la experimentacidn se hace necesaria la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI), que es la concentracion mas baja (en pg/ml) de un antibidtico que inhibe el
crecimiento de una determinada cepa bacteriana, por lo cual con base a estos valores se puede
determinar la concentracion de compuesto necesaria para inhibir el crecimiento de los microorganismos.
Hay casos en los que no se precisa determinar dicha variable, uno de ellos es cuando se trata de

antibidticos que no estan comercialmente disponibles (Idexx, 2018).

En el presente estudio se tomaron diferentes concentraciones (relacién m/v) para la evaluacion
de la actividad bactericida del sistema compuesto HDL-I contra Shigella sp. Ademas de la concentracién
del sistema compuesto HDL-I, la evaluacién de actividad bactericida de este sistema fue tomado en
funcién del tiempo, y la respuesta en términos del UFC. Desde estas variables se recopilaron datos Utiles
para la representacién grafica de las curvas de letalidad, que permitirian describir la accidén bactericida de
los HDL-KI sobre el microorganismo Shigella sp. Para el tratamiento de las variables antes mencionadas se

consideraron los estudios previos realizados por Kaur et al. y Peman et al., quienes explican cémo realizar
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una curva de letalidad en antifungicos, metodologia aplicable también a antimicrobianos (Kaur, Takhar,

Smith, & Brashears, 2008) (Peman & Javier, 1999).

En el presente trabajo, para conocer el efecto bactericida de los HDL-I se consideraron como
factores la concentracion y el tiempo, empleando cinco concentraciones distintas para el estudio y cuatro
tiempos diferentes para la verificacién del crecimiento o inhibicidon a través del conteo de las Unidades
Formadoras de Colonia (UFC), que representan la respuesta del estudio. Con la recopilacion y
procesamiento de estos datos se realizd la curva de letalidad, desde la cual es posible hacer la descripcion
del comportamiento de los microorganismos frente al agente microbicida, en este caso el sistema

compuesto HDL-I.

De manera general, se describe a continuacion el procedimiento realizado para la evaluacién de

la actividad bactericida del material.

A. Inicialmente se tomd 1L de agua de la llave y se inoculé el microorganismo Shigella sp. Dicho
volumen de agua, se agitd vigorosamente durante 15 minutos. Posteriormente, se dejo el
agua contaminada durante 24 horas en la incubadora a 37°C.

B. Se dispusieron cinco frascos ISO tapdn azul, cada uno con 40 mL de agua contaminada.

Grdfica 9. Medicion y disposicion de 40 mL de agua contaminada con cepa de Shigella sp.
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C. Se agregaron 0.00g, 0.20g, 0.30g, 0.41gy, 0.71g del sistema compuesto HDL-I
respectivamente a cada uno de los frascos. Estos fueron agitados vigorosamente durante 15

minutos. Las concentraciones resultantes fueron: 0.00, 0.005, 0.007, 0.010y, 0.018 g/mL.

Grdfica 10. Adicion de las cantidades: 0.00g, 0.20g, 0.30g, 0.41g y, 0.71g del sistema compuesto
HDL, a los frascos ISO tapa azul con agua contaminada; y agitacion vigorosa (de izquierda a derecha).

D. Posteriormente se dejaron los frascos con el agua contaminada y el sistema compuesto HDL

durante 24 horas en la incubadora a 37°C.

Grdfica 11. Agua residual contaminada con cepa de Shigella sp. en contacto durante 24 horas con
HDL-I.
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E. Serealizd la siembra del microorganismo a través del método de siembra en superficie. Se
tomd 1 gota de agua contaminada con HDL-KI de cada frasco y se espacié en diferentes cajas
de Petri con agar Cromocult, las cuales se incubaron durante 24 horas a 37°C. Tiempo

transcurrido se realizé el recuento de UFC.

4. Resultados

En el presente apartado del trabajo se describen y analizan los resultados obtenidos de la sintesis
de HDL, el proceso de intercambio aniénico con yoduro () y los resultados de la prueba de actividad

bactericida del sistema compuesto HDL-I sobre el microorganismo Shigella sp.

4.1. Sintesis Hidréxidos Dobles Laminares (HDL)

La masa de los reactivos empleada y la cantidad de HDL obtenidos a partir de la metodologia

descrita anteriormente se resume en la siguiente tabla.

Tabla 2. Cantidad de reactivos de sintesis y HDL obtenida.

Sal HDL
No. sulf[aét]ada desioﬁ?zu;ia [L] producidos|g]

1 60,107 1 19,783 0,250 0,495 1,98 1,23
2 61,403 1 89,977 0,250 2,250 9,00 1,18
3 60,182 1 89,977 0,250 2,250 9,00 1,23
4 61,551 1 89,977 0,250 2,250 9,00 1,24
5 63,763 1 89,977 0,250 2,250 9,00 1,24
TOTAL 6,12
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Durante la sintesis de HDL por el método de coprecipitacidon a partir de sal sulfatada e hidroxido

de sodio, se logré determinar que el gasto de sal sulfatada fue mayor que el del hidréxido de sodio.

La cantidad de HDL obtenidos a partir de reactivos es similar en todas las sintesis. Se evidencia
gue en las ultimas sintesis hay miligramos de mas de HDL en comparacion con las sintesis anteriores, esto
como resultado de un mayor consumo de sal sulfatada durante estas sintesis que en comparacion con las

primeras sintesis que se realizaron en este estudio.

Grdfica 12. Producto. HDL. Diferentes tiempos y métodos de secado.

Los polvos secos del material sintetizado de HDL exhibieron un cambio de color, esto
posiblemente como resultado de diferentes tratamientos, principalmente termicos durante el proceso de

secado de las muestras debido a la disponibilidad de recursos para el proceso.

Las muestras de material (a) y (c) se obtuvieron a partir del secado a una temperatura ambiente
(19°C) durante 4 dias, mientras que los materiales (b) y (d) se secaron en el horno a 30°C durante 40

minutos.
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4.2. Intercambio Anidnico de Yoduro en los Hidréxidos

Dobles Lamiares (HDL)

Grdfica 13. HDL en proceso de intercambio anidnico de los HDL usando Kl

En el proceso de intercambio aniénico de los aniones interlaminares de partida en el HDL
sintetizado por los aniones de Yoduro (I) a partir de Kl no se observaron variaciones significativas en el

material. Durante el proceso no hubo reaccidn brusca cuando se mezclaron los reactivos.

4.3. Evaluacion de la Actividad Bactericida

Los resultados cuantitativos de la actividad antibacteriana de los HDL-I se recopila a través de la
siguiente tabla. En la tabla 3, hace la diferenciacion de los factores considerados para la experimentacién
(concentracion y tiempo), los niveles, diferentes concentraciones en relaciones m/v y tiempos en los

cuales se hizo la lectura de las UFC, y la respuesta, es decir las UFC.
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Tabla 3. Tabla de resultados No. UFC Shigella sp.

UFC
0 12 18 24
0,005 0 21 28 34
0,007 0 56 75 83
0,010 0 1
0,018 0 1 2 3

- Niveles | Variables de respuesta [UFC]

En la tabla 4, se resumen los datos calculados de la tasa de letalidad, K, determinados a partir del
modelo matematico tomado como referencia de (Peman & Javier, 1999) para la descripcién del

comportamiento del sistema compuesto.

Tabla 4. Tabla de resultados K=[(-Ln(Ny))/t] - Shigella sp.

K=[(-Ln(Ny))/1]
0,005 - -0,25 -0,19 -0,15
0,007 - -0,34 -0,24 -0,18
0,010 - 0,00 0,00 0,00
0,018 - 0,00 -0,04 -0,05

-I Niveles | Variables de respuesta [K=[(-Ln(N:))/t]]
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Curva de letalidad Shigella sp.

0,00 0,00 0,00 0,00
0 0,5 1 Ti5 2 2,5 3 3,5
-0,04 ~
-0,05 005 @ 0,005 g HDL-I/mL agua
contaminada
-0,10
—@— 0,007 g HDL-I/mL agua
. 015 -0,15 contaminada
=
z 0,18 ©
< 0,20
S @— 0,010 g HDL-I/mL agua
N contaminada
-0,25
-0,30 @—0,018 g'HDL—I/mL agua
contaminada
-0,35
-0,40

Tiempo [h]

Grdfica 14. Representacion de las curvas de Letalidad contra el Shigella sp del sistema compuesto
HDL-I a diferentes concentraciones en funcion de los diferentes tiempos

En la Gréfica 14 se muestra la respuesta de la variacién de la tasa de letalidad K=-Ln(Ny)/t, en el
eje de las ordenadas, con respecto al tiempo (12, 18 y 24 horas transcurridas desde el inicio de la

incubacion); en el eje de las abscisas.

Desde la grafica se puede observar que en los tiempos estudiados la accion bactericida de la
concentracion mas baja, esto es 0,005g/mL fue deficiente. Los valores de K evidencian un incremento en

la velocidad de crecimiento de las UFC desde -0,25 a -0,19 y finalmente a -0,15.

La concentracion de 0,007g/mL, pese a tener mayor cantidad del sistema compuesto de HDL-I, no
presenta mejor accién bactericida que para concentracion mas baja antes mencionada. Ademas, las
velocidades de crecimiento de UFC fueron menores que la primera, variando desde -0,34, -0,24 y

posteriormente a -0,18 para 12, 18 y 24 horas respectivamente.
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Con la concentraciéon de 0,010 g/mL, se observa un cambio del comportamiento de la curva, que
sugiere actividad inhibidora contra el crecimiento del microorganismo Shigella sp. en cada uno de los
tiempos considerados; 12, 18 y 24 horas, puesto que la velocidad de crecimiento en cada momento fue
de 0. Este resultado estaria asociado a que no hay division o reproduccién celular durante el proceso de

incubacion.

Para la concentracion mas alta, es decir 0,018 g/mL se observd actividad inhibidora contra el
microorganismo hasta las primeras 12 horas. Sin embargo, a las 18 y 24 horas; el cambio en las
velocidades de crecimiento del microorganismo de -0,04 y -0,05 estaria asociado a una pérdida de la

capacidad bactericida del material.

Los mecanismos de accién de agentes bactericidas pueden analizarse a través de parametros
como: la concentracién del agente microbicida; tiempo de exposicion; temperatura y; pH microbicida.
Particularmente, para el caso presente de HDL-I sobre Shigella sp. analizando el comportamiento del
microrganismo para las diferentes concentraciones, se identifica que hay mejor actividad bactericida y/o
inhibitoria en las dos concentraciones mas altas 0,010 y 0,018gl/mL. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Tandon et al., quienes exponen que a medida que aumentan la concentracion de sal
comercial yodada, aumenta la inhibicion del crecimiento de cepa del microorganismo Escherichia coli

(Tandon & Vasudevan, 2009).
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Concentraciones (g/mL) de HDL-l en agua contaminada
0.00 [Agar control] 0.005 0.007 0.010 0.018

Grdfica 15. Sequimiento fotogrdfico a la accion inhibitoria del sistema compuesto HDL-I contra
Shigella sp. a diferentes concentraciones, 24 horas después de iniciado el proceso de incubacion.

En la Gréfica 15 se evidencia el seguimiento fotografico de la accion inhibitoria del sistema
compuesto HDL-I contra Shigella sp. Se puede evidenciar que en el agar en donde no se agrega en
material bactericida hay crecimiento normal del microorganismo en la regién inoculada. Caso contrario
en los agares en donde se agregan concentraciones paulatinamente superiores, en donde se evidencia

gue a medida que aumentan las concentraciones de HDL-I, hay ausencia significativa de las UFC.
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La mejor respuesta de inhibicidn contra el Shigella sp. obtenidas para el sistema compuesto HDL-I
a mayores relaciones de m/V estudiadas en este trabajo, puede estar relacionado a la mayor cantidad de
aniones yodo intercambiados en el sistema para estas concentraciones, por lo cual existe mayor
disponibilidad de aniones para ser liberados al medio, que inhiban el crecimiento del microorganismo,
quie puede ocurrir lesionando la membrana celular o afectando el ADN y biomoléculas criticas (lipidos,
proteinas, acidos nucleicos) de los microorganismos hasta causarles la muerte (Xuan, y otros, 2018). Este
comportamiento también fue evidenciado en estudio desarrollado por Pramanika eta al., en donde los
microorganismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y

Acinetobacter baumannii; fueron inhibidos, cada uno con una concentracién minima inhibitoria diferente
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5. Conclusiones

El desarrollo de este trabajo de investigacion, permitié evidenciar actividad bactericida de los
sistemas compuestos HDL-I contra el microrganismo Shigella sp. La actividad inhibidora en el crecimiento
del microorganismo desde la variacion de la tasa de crecimiento — letalidad (K) evidencioé una mejor
respuesta empleando una concentraciéon de 0,010 g HDL-I/mL agua contaminada 12, 18 y 24 horas, la
respuesta indicd que no hubo reproduccion celular del microorganismo, posiblemente como resultado
del alto contenido de aniones yoduro (I) intercambiado en los HDL con capacidad para ser liberado y

atacar la estructura celular del microorganismo.
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6. Recomendaciones

La sintesis de hidrdéxidos dobles lamiares a partir de sal sulfatada, a su vez sintetizada con polvo
de aceria; material de complejo tratamiento, deja resultados positivos frente al aprovechamiento del
residuo en tratamientos de desinfeccidn de fuentes acuosas. Por razones de fuerza mayor no fue posible
realizar la caracterizacion de los compuestos sintetizados, pero la metodologia seguida y sus resultados
obtenidos al ser contrastados con la literatura, permiten concluir que el estudio fue exitoso. A
continuacion, se sugieren estudios y lineas de investigacion que se recomiendan para completary

mejorar la informacion con relacion al tema.

e Sintetizar hidréxidos dobles laminares con compuestos cuyos aniones correspondan a los
intercalables en el espacio interlaminar.

e Realizar estudios de caracterizacion tales como: Difraccidon de Rayos X (DRX), Microscopia
electrdnica de barrido (SEM), Absorcién atdmica (AA), Analisis termogravimétrico (TGA).

e Realizar pruebas de desinfeccién o actividad bactericida en otros microorganismos

patdgenos, indicadores de aguas contaminadas.
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