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Resumen

En la presente investigacion se evaluo la sobrevivencia de Escherichia coli y Candida
albicans, partiendo de los microorganismos de manera individual y en consorcio
(suspendidos en agua potable), frente a una zeolita natural (proveniente del Estado
de Oaxaca, México) acondicionada con Ag y Zn. El material zeolitico natural fue
acondicionado con NaCl denomindndose a este ZNa, posteriormente fue
acondicionado con Ag y Zn en forma independiente, denominandose (ZAgZn1l), por
otro lado, se llevd a cabo el acondicionamiento de Ag y Zn en forma simultanea,
denominandose (ZAgZn2). Los materiales obtenidos se caracterizaron por
microscopia electronica de barrido (MEB) y espectroscopia de energia dispersiva de
rayos-X (EDS), espectroscopia fotoelectronica de rayos-X (XPS) y se determing,
ademas, el area superficial especifica mediante la técnica de BET multipuntos. Los
resultados indicaron que el material mas adecuado para aplicarse en el proceso de
desinfeccion fue el ZAgZn2 con base en su area superficial siendo 1.22 veces superior
asi como tener mayor contenido de Agy Zn comparado con ZAgZnl. El porcentaje
en peso del Zn, en las muestras zeoliticas modificadas fue de 0.18+0.04 para la
ZAgZnly 2.66+1.16 parala ZAgZn2. El de Ag fue similar en ambos materiales, siendo
alrededor del 10. 5 %. Las especies quimicas mas sobresalientes fueron Ag° y [Zn
(OH)]* en ambos materiales. Posterior a la caracterizacion, se determind el
crecimiento microbiano (Escherichia coli, Candida albicans y Escherichia coli-Candida
albicans) frente a la Zeolita ZAgZn2 en agua de pozo del municipio de Zinacantepec,
Estado de México (México), a través de la técnica de filtracibn por membrana. La
velocidad de inhibicibn microbiana y los parametros cinéticos de desinfeccion, se
evaluaron mediante el modelo de Chick. Se encontrd que el proceso de inhibicion
celular para los sistemas microbianos individuales fue mas eficiente que en consorcio
en presencia del material zeolitico modificado con plata y zinc (ZAgZn2). E. coli
suspendida en agua de pozo, se inhibe totalmente a los 60 minutos después de haber
entrado en contacto con el material zeolitico ZAgZn2 y para C. albicans la inhibicién
total se logra a los 180 minutos. El tiempo necesario para la inactivacion total del

consorcio microbiano fue de 300 minutos.
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Acronimos
Ag° Plata metéalica
Ag/Ag Relacion Plata/Plata
AgNOs3 Nitrato de plata
Al Aluminio
ATCC American Type Culture Collection
Ca Calcio
C. albicans Candida albicans
Cl Cloruro
DRX Difraccion de rayos-X
e Electron
EDS Espectroscopia de energia dispersa de rayos-X
E. coli Escherichia coli
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g gramos
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M molar
MEB Microscopia electrénica de barrido
N Numero de organismos al tiempo t
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No Numero inicial de microorganismos
NaCl Cloruro de sodio

nm nanémetro

NOM Norma Oficial Mexicana

np nanoparticula

°C Grados Celsius

pH potencial Hidrégeno

ROS Especies de Oxigeno Reactivo

rpm revoluciones por minuto
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SH Grupos tiol

sp. Especie

t tiempo

TSA Agar Triptisoya Caseina

TSB Caldo Triptisoya Caseina

UFC Unidades Formadoras de Colonias
XPS Espectrometro de fotoelectrones inducidos por rayos-X
Z Zeolita natural

ZNa Zeolita sodica

ZAgZn Zeolita acondicionada con plata y zinc
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Glosario de Términos

Agua efluente: agua residual tratada que se descarga o libera de una planta de

tratamiento.

Agua cruda: agua superficial o profunda que no ha sido tratada de ningiin modo

(también llamada agua no tratada).

Aguas negras: efluentes liquidos contaminados con material fecal de origen humano

0 animal.

Aguas residuales: liquido derivado de fuentes domésticas o industriales que no

puede descargarse sin tratamiento en lagos o rios.

Agua sin tratar: agua superficial o profunda que no ha sido tratada de ningin modo
(también llamada agua cruda).

Agua terminada: agua que se libera al sistema de distribucion tras un tratamiento.

Clarificador (tanque de coagulacion): depésito donde los solidos suspendidos de

un agua cruda sufren coagulacion y son eliminados.

Cloramina: desinfectante quimico producido in situ por combinacion de cloro y

amoniaco en proporciones adecuadas.

Cloro: elemento usado en su estado gaseoso para desinfectar agua; se mantiene un

nivel residual a lo largo de los sistemas de distribucion.

Coagulacion: formacién de grandes particulas insolubles a partir de particulas
coloidales mas pequefias mediante la adicion de sulfato de aluminio y polimeros

amonicos.

Coliformes: bacterias anaerobias facultativas gram negativas, no formadoras de

endosporas y fermentadoras de lactosa.

Demanda bioquimica de oxigeno (DBO): cantidad relativa de oxigeno disuelto que
consumen los microorganismos para la oxidacion completa del material organico e

inorganico de una muestra de agua.

12
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Filtracion: eliminacion de particulas suspendidas en el agua mediante su paso o
transferencia por una o mas membranas permeables o por otros medios (como arena,

antracita o tierra de diatomeas).

Floculacion: tratamiento del agua posterior a la coagulacion que emplea agitacion
suave para inducir que las particulas suspendidas formen agregados de mayor masa

(fléculos).

Polimero: en el proceso de purificacion del agua es una sustancia en forma liquida
gue se emplea como coagulante en el proceso de clarificacion para provocar la

floculacion de una suspension.

Potable: término que se aplica al agua que puede beberse, segura para el consumo

humano.

Quiste: forma infecciosa de un protozoo encerrado en una envoltura gruesa que

posee una notable resistencia fisica y quimica.

Sedimento: suelo, tierra, minerales y otras particulas grandes que se encuentran en

el agua cruda.

Sistema de distribucidn: tuberias de agua, depdsitos de almacenamiento, tanques
y otras instalaciones usadas para suministrar agua potable a los consumidores o para

mantenerla antes del suministro.

Solidos suspendidos: pequeias particulas de material sélido contaminante que no

puede ser separado por métodos fisicos ordinarios.

Turbidez: medida de los sélidos suspendidos en un agua.

13
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Introduccioén

El agua para consumo humano esta sujeta a controles de calidad tanto quimica como
microbiologica [99]. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomendd, que el
agua destinada para beber no debe contener microorganismos indicadores de
contaminacién [102]. La presencia de microorganismos patégenos y agentes
infecciosos en el agua esta restringida, ya sea para beber o para fines recreativos
[99].

Actualmente se sigue careciendo de acceso al agua, saneamiento e higiene.
Alrededor de 2,200 millones de personas en el mundo, no cuentan con servicios de
agua potable gestionados de manera segura; 4,200 millones de personas no cuentan
con servicios de saneamiento y 3,000 millones carecen de instalaciones basicas para
el lavado de manos [98].

El informe del Programa Conjunto de Monitoreo “Progress on drinking water,
sanitation and hygiene: Special focus on inequalities 2000-2017”, indica que, si bien
se han realizado progresos considerables en el logro al acceso del agua, el
saneamiento y la higiene, existen enormes carencias en la calidad de los servicios
prestados. El informe revela que 1,800 millones de personas han obtenido acceso a
los servicios basicos de agua potable desde el afio 2000, pero existen grandes
desigualdades en la accesibilidad, disponibilidad y calidad de estos servicios. Se
estima que 1 de cada 10 personas (785 millones) todavia carecen de servicios
basicos, incluidos los 144 millones que beben agua de superficie, que no ha recibido
tratamiento. Los datos muestran que 8 de cada 10 personas que viven en zonas
rurales carecen de acceso a estos servicios, y en uno de cada cuatro paises para
diferentes grupos de riqueza, la cobertura de los servicios basicos de agua entre los

mAs ricos, es por lo menos dos veces mas, que entre los mas pobres [98].

A nivel global, aproximadamente 842 000 personas mueren cada afio, como
consecuencia de un saneamiento de agua deficiente. Entre las principales
enfermedades transmitidas por el agua, se encuentran: diarrea, gastroenteritis, fiebre
tifoidea, colera y hepatitis viral. La infancia es la etapa de mayor vulnerabilidad, ya
gue se registra la muerte de entre 800 y 1,000 nifios al dia y repercute en 156 millones

gue sufren retraso del crecimiento o malnutricion crénica [98].
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Los principales contaminantes bioldgicos por la ingesta del agua, son los que se
encuentran en heces fecales humanas e incluyen: bacterias, hongos, virus,
protozoarios y helmintos. Estos microorganismos se multiplican en el intestino y se
excretan en las heces; pueden sobrevivir fuera del cuerpo humano, en un medio
acuatico y en el suelo, desde donde contaminan el agua [48, 91, 96].

La Escherichia coli (E. coli) es un microorganismo indicador de contaminacion y puede
representar un serio peligro para la salud del hombre. E. coli es el microorganismo
representante mas destacado de la flora intestinal bacteriana. La mayoria de las
cepas son inofensivas, mientras que algunos serotipos pueden provocar graves
enfermedades [26, 62]. Los reservorios de este patdogeno son el ganado bovino,
rumiantes, aves, agua y alimentos contaminados con materia fecal [62].

En contraste, el género Candida existe en la naturaleza, en toda sustancia rica en
hidratos de carbono simples. Son habitantes de zonas mucocutaneas, del aparato
respiratorio y digestivo de animales domésticos y del hombre. Una dieta rica en dulces
o frutas, representa un factor que controla el aumento de la poblacion de Candida en
el intestino. La Candida albicans (C. albicans) es el agente etiologico de la candidiasis,
infeccion cosmopolita oportunista mas frecuente en seres humanos, es una levadura
comensal que provoca una infeccion superficial de la piel (micosis), infecciones
nosocomiales de la mucosa oral e infeccion llamada algodoncillo (Herrera y Ulloa
1998); afecta a individuos de cualquier edad y sexo. El problema mas comdn de
contaminacion de agua por Candida albicans se presenta en las piscinas, ya que, Si
el agua no se controla adecuadamente, representa un caldo de cultivo idéneo para
diversas infecciones [68].

Por lo tanto, el agua limpia es absolutamente esencial para la salud publica, se
requiere disponer de métodos que coadyuven a mejorar la calidad de ésta. La
desinfeccion del agua, empleando un agente fisico, biolégico o quimico, como la
cloracién, yodacién y ozonacion, contribuye a la eliminacion de los microorganismos
capaces de producir enfermedades [22]. Sin embargo, algunos de estos métodos
tienen la desventaja de ser toxicos, inestables y de alto costo, por lo que es necesario,
buscar alternativas viables y eficaces para el tratamiento de agua, una de ellas es el
uso de las zeolitas naturales acondicionadas con metales [49], debido a que su
estructura tridimensional y su red cristalina tienen la particularidad de presentar una

gran cantidad de cavidades, en las cuales estan contenidos los iones, que pueden
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sustituirse por iones metélicos con propiedades bactericidas y fungicidas tales como
Agy Zn.

En consecuencia, el objetivo del presente trabajo, fue modificar la zeolita natural del
Estado de Oaxaca (México), con especies metélicas tanto de Ag como de Zn, a fin de
obtener una zeolita bimetélica con propiedades bactericidas y microbicidas a la vez,
eligiendo a E. coliy C. albicans como microorganismos indicadores de contaminacion
del agua. Los aspectos que se consideraron fueron el tipo de acondicionamiento para
obtener la zeolita bimetalica; los microorganismos de manera individual y en
consorcio; asi como el tiempo de contacto entre las suspensiones de los

microorganismos en agua de pozo y los materiales zeoliticos modificados.

El contenido del presente trabajo de investigacion se divide en cinco capitulos.

En el capitulo 1, se describe la calidad del agua y el efecto en la salud publica, asi
como la importancia de la potabilizacion y desinfeccion del agua. Se mencionan las
caracteristicas de los microorganismos con los que se trabaj6é en este proyecto. Del
mismo modo se aborda la importancia de las zeolitas, los tipos existentes y usos que
se hace de este mineral, asi como el acondicionamiento de las zeolitas con metales

y las técnicas de caracterizacién que se emplean para su respectivo analisis.

El capitulo 2, contiene el planteamiento del problema, la justificacion, hipotesis y
objetivos del trabajo de investigacion.

En el capitulo 3, se detalla la metodologia experimental que fue desarrollada para
alcanzar los objetivos propuestos.

Y en el capitulo 4, se encuentra el articulo titulado” Antimicrobial evaluation in drinking

water by Ag-Zn exchanged natural zeolite.”, el cual ha sido enviado a una revista

cientifica para su posible publicacion.

Posteriormente, en el capitulo 5 se expone la discusion general de los resultados

obtenidos, se presentan las conclusiones y sugerencias del trabajo de investigacion.

Finalmente, el presente documento muestra las referencias consultadas.
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Capitulo 1
1. Antecedentes
1.1 Calidad del agua

El agua libre de contaminantes bioldgicos y quimicos es esencial para la salud publica
Yy, por tanto, resultan necesarios procedimientos para controlar y comprobar la calidad
del agua. El tratamiento del agua, que incluye la desinfeccién y la remediacion de las
aguas residuales, permite disponer de agua de alta calidad. Sin embargo, el agua
esta a veces en peligro incluso en los sistemas publicos de aguas residuales y de
agua potable a gran escala. Los fallos en la calidad del agua provocan la difusion de

importantes enfermedades infecciosas que pueden amenazar nuestras vidas [48].

El agua es con frecuencia una fuente potencial de enfermedades infecciosas y
también de intoxicaciones quimicas, puede originar efectos adversos a la salud de un
numero representativo de personas debido al crecimiento demografico, desarrollo
industrial y urbanizacion. Estos tres factores evolucionan rapidamente y se dan uno
en funcion del otro. En décadas recientes miles de lagos, rios y mares se han

contaminado alarmantemente debido a las actividades humanas [51].

La pureza del agua es, por consiguiente, el factor individual mas importante para
asegurar la salud publica. Los métodos que normalmente se emplean para determinar
la calidad del agua dependen de técnicas microbiolégicas y quimicas estandarizadas.
Ademas de procedimientos fisicos y quimicos de purificacion, el tratamiento del agua
y las estrategias de purificacion hacen uso de microorganismos para identificar,
extraer y degradar las sustancias contaminantes. Incluso cuando el agua parece
totalmente limpia y transparente puede estar contaminada con microorganismos
patégenos y constituir un serio problema para la salud por lo que los suministros de
agua deben ser analizados en cuanto a la presencia de microorganismos indicadores

especificos, cuya existencia sefiala una posible contaminacion con patégenos [48].

Un indicador muy empleado para la contaminacién microbiana del agua es el grupo
de los microorganismos coliformes. Los coliformes son indicadores utiles de
contaminacién microbiana porque muchos de ellos habitan en grandes cantidades el

tracto intestinal del hombre y de otros animales. Por tanto, su presencia en el agua
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indica contaminacion fecal. Los coliformes son bacilos anaerobios facultativos,
gramnegativos, no formadores de endosporas, que fermentan la lactosa con
produccién de gas a las 48 horas en una incubacion a 36 °C. Esta definicion operativa
del grupo coliforme agrupa microorganismos que no estan relacionados
taxonémicamente. Muchos coliformes, sin embargo, son miembros del grupo de
bacterias entéricas. Por ejemplo, el grupo coliforme incluye a Enterobacter que es
normalmente inocuo, al frecuente organismo intestinal Escherichia coli que sélo
ocasionalmente es patdgeno, y a Klebsiella pneumoniae, que es un patdgeno menos
frecuente que habita el intestino. En general, la presencia en una muestra de agua de
coliformes totales, o especialmente de E. coli, indica una contaminacion fecal que
hace el agua no apta para el consumo humano. Cuando los coliformes se liberan al
agua finalmente mueren, pero no tan rapidamente como algunos otros patégenos. El
comportamiento de los coliformes y de los patégenos durante la purificacion del agua

es muy similar [48].

1.1.2 Pruebas para coliformes y para Escherichia coli

Se utilizan varias pruebas para determinar coliformes y E. coli en muestras de aguas.
Todas se basan en el crecimiento de los organismos presentes en las muestras. Los
métodos mas comunes de recuento son el procedimiento del nUmero mas probable
(MPN, del inglés most probable number) y el de la filtracion por membrana (MF, del
inglés membrane filter). El procedimiento del MPN usa medio de cultivo liquido en
tubos a los que se afiaden muestras de agua. El crecimiento en los tubos de cultivo
indica que el agua esta contaminada. En el procedimiento de la MF, se pasan al
menos 100 ml del agua analizada a través de un filtro de membrana estéril, que atrapa
las bacterias sobre la superficie de la membrana. El filtro se coloca luego sobre una
placa con un medio de cultivo con eosina azul de metileno (EMB), que es un medio
selectivo para organismos coliformes. Después de incubar, se cuentan las colonias y
a partir de este valor se calcula el numero de coliformes presentes en la muestra de
agua original. Los métodos actuales con medios selectivos pueden detectar no sélo
los coliformes totales, sino a la vez identificar especificamente a E. coli. Hay pruebas

disefiadas con sustratos especificos que son en general mas rapidas y exactas que
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las pruebas clasicas con agar EMB. Estas pruebas se basan en la capacidad de los

coliformes y de E. coli para metabolizar determinadas sustancias [48].

1.2 Salud publica

A pesar del control y prevencion de enfermedades transmitidas por el agua, en
muchos paises se reportan aguas contaminadas con coliformes, lo que hace que la
calidad del agua no sea la deseada. Si bien muchos paises tienen agua en grandes
cantidades, el aumento poblacional, la contaminacion de las industrias, el uso
excesivo de agroquimicos, la falta de tratamiento de aguas negras y la erosion de
suelos por la deforestacion hacen que ese recurso sea escaso. El agua pura es un
recurso renovable, sin embargo, puede llegar a estar tan contaminada por las
actividades humanas, que ya no sea util, sino nociva, de calidad deficiente. La
evaluacion de la calidad del agua ha tenido un lento desarrollo. Hasta finales del siglo
XIX no se reconoci6 el agua como origen de numerosas enfermedades infecciosas;

sin embargo, es importante tanto la cantidad como la calidad del agua [17].

El agua hace posible un medio ambiente saludable, pero, también puede ser el
principal vehiculo de transmisién de enfermedades, ya que se ha contaminado con
desechos humanos, animales o quimicos [19]. Se considera que el agua esta
contaminada, cuando se ven alteradas sus propiedades quimicas, fisicas, bioldgicas

0 SuU composicion, lo cual provoca la pérdida de su potabilidad [17].

1.3 Potabilizacion fisica y quimica del agua

Se denomina agua potable al agua "bebible" en el sentido que puede ser consumida
por personas y animales sin riesgo de contraer enfermedades. El término se aplica al
agua que ha sido tratada para su consumo humano segun los estandares de calidad
determinados por las autoridades locales e internacionales. Al proceso de conversion
de agua comun en agua potable se le denomina potabilizacién. Suele consistir en
quitar los compuestos voléatiles seguidos de la precipitacion de impurezas con

floculantes, filtracion y desinfeccidn con cloro u ozono [80].
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Los tratamientos para potabilizar el agua, se pueden clasificar de acuerdo con los
componentes o impurezas a eliminar, los pardmetros de calidad y los grados de

tratamientos de agua [80].

En tal sentido, se puede realizar una lista de procesos unitarios necesarios para la

potabilizacion del agua en funciéon de sus componentes:

Tabla 1. Procesos unitarios para la potabilizacion del agua en funcién de los
contaminantes presentes.

TIPO DE CONTAMINANTE OPERACION UNITARIA
Solidos gruesos Desbaste
Particulas coloidales Coagulacién +Floculacion +Decantacion
Solidos en suspension Filtracion
Materia organica Afino con Carbdn Activo
Amoniaco Cloracion al Breakpoint
Gérmenes Patdgenos Desinfeccion
Metales no deseados (Fe, Mn) Precipitacion por Oxidacion

Solidos disueltos (CI, Na*, K*) Osmosis Inversa

Fuente: Calidad y tratamiento del Agua, 2002. American Water Works Association

1.4 Desinfeccién

Fall, 2018 indica que la desinfeccion es un tratamiento que se emplea en la
potabilizacion de aguas para destruir o inactivar principalmente los microorganismos
patégenos, el objetivo de ésta es brindar proteccion a la salud humana. Existen
diversos procesos de desinfeccion como los agentes quimicos los cuales tienen un

potencial de oxidacibn como el cloro, diéxido de cloro, ozono, bromo, yodo y
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permanganato de potasio. También se cuentan con los agentes no quimicos como el

calor y la radiacion UV.

La cloraciéon es el método mas comun de desinfeccion. En dosis suficientes, el cloro
mata a la mayoria de los microorganismos en 30 minutos, oxida y neutraliza

eficazmente muchos compuestos organicos, mejorando el olor y el sabor.

Sin embrago todos los procesos de desinfeccion tienen notables desventajas tales
como la produccion de trihalometanos, poder limitado frente algunos virus vy
protozoarios muy resistentes, son caros e inestables y funcionales en pequefias
cantidades de agua. Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar un desinfectante

gue cumpla con las siguientes caracteristicas:

-No ser toxico para el ser humano y animales

-Debe ser toxico a bajas concentraciones para los microorganismos
-Debe ser soluble en el agua y tejido celular

-Eficaz a temperatura ambiente

-Formar una solucion homogénea

-Conservar su accion en el tiempo

-No debe reaccionar con la materia organica

-Debe ser disponible y no costoso

-De facil manipulacién y poco peligroso

-Debe tener el poder de desodorizar a la vez

-Lograr una facil penetracion en las membranas bacterianas

Lamentablemente ninguno de los desinfectantes cumple con todos los requisitos.
Encontrar al desinfectante ideal permite un gran avance en el estudio del tratamiento

de aguas.
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1.5 Contaminacion biologica del agua potable e Infecciones

Con frecuencia, las enfermedades infecciosas se deben a la contaminacién
microbiana de materiales compartidos por muchos individuos. La via mas importante
de enfermedades infecciosas con un origen comudn es el agua contaminada. Un fallo
en cualquiera de los pasos del proceso de purificacién del agua de bebida puede
suponer la exposicion de miles, o incluso de millones de individuos a un agente
infeccioso. Las enfermedades transmitidas por el agua son una fuente importante de

morbilidad y mortalidad, sobre todo en paises no desarrollados [48].

Las fuentes de contaminacion del agua pueden ser naturales o artificiales, la
contaminacion natural es generada por el ambiente, y la artificial por las actividades
humanas. La importancia que ha cobrado la calidad del agua ha permitido evidenciar
gue entre los factores o agentes que causan su contaminacion estan: agentes
patdogenos, desechos que requieren oxigeno, sustancias quimicas organicas e
inorganicas, nutrientes vegetales que ocasionan crecimiento excesivo de plantas

acuaticas, sedimentos o material suspendido, sustancias radioactivas y el calor [80].

El presente estudio se enfoca principalmente en el andlisis de agua contaminada
intencionalmente con Escherichia coli ATCC-25922 y Candida albicans ATCC-10231,

considerados como indicadores de contaminacion biologica.

1.6 Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli (E. coli) es un microorganismo indicador de contaminacion biolégica
y puede representar un serio peligro para la salud humana. E. coli es el
microorganismo representante mas destacado de la flora intestinal bacteriana. La
mayoria de las cepas son inofensivas, mientras que algunos serotipos (patotipos:
Enterotoxigénicas, Enteroinvasivas, Enterohemorragicas, Enteroagregativas,
Enteropatdgenas) pueden provocar graves enfermedades [26, 62]. Los reservorios
de este patégeno son el ganado bovino, rumiantes, mamiferos, aves, muchos otros

mas animales, agua y alimentos contaminados con materia fecal [62].
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Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo no formador de
esporas, movil por flagelos, aunque existen cepas inmoviles. Este género y especie
pertenece a la Familia Enterobacteriaceae, Generalmente fermenta lactosa, posee
lisina descarboxilasa, produce indol. Se encuentra en una concentracion de entre 107-

108 organismos vivos por gramo de heces fecales [112].

1.7 Candida albicans

Candida albicans es una levadura, hongo unicelular, no flamentoso que se reproduce
principalmente por gemacion y ocasionalmente por fision binaria. Pertenece a la
subdivision Deuteromicota. Presenta una forma pseudofilamentosa, las células se
alargan sin desprenderse, siendo este tipo de morfologia intermedia entre una cadena

de células de levadura y una hifa (Dimorfismo) [35].

El género Candida existe en la naturaleza, en toda sustancia rica en hidratos de
carbono simples. Son habitantes de zonas mucocutaneas, del aparato respiratorio y
digestivo de animales domésticos y del hombre; en éste ultimo tiene una pequefia
poblacién y otros miembros de la microbiota intestinal (lactobacilos y bacterias
anaerobias). Una dieta rica en dulces o frutas, son factores que controlan el aumento
de la poblacion en el intestino. La Candida albicans es el agente etiolégico de la
candidiasis, infeccion cosmopolita oportunista mas frecuente en seres humanos, es
una levadura comensal que provoca una infeccion superficial de la piel (micosis),
infecciones nosocomiales de la mucosa oral, infeccion llamada algodoncillo [35];

afecta a individuos de cualquier edad y sexo.

El agua contaminada con heces humanas y animales, es un vehiculo para la
transmision de microorganismos, que puede ser responsable de enfermedades
mortales, especialmente en areas rurales y otros asentamientos informales, en donde
los habitantes dependen totalmente de fuentes de agua potable. Las enfermedades
diarreicas agudas siguen siendo un problema importante de salud publica en los
paises en desarrollo, en donde los mas afectados, son los grupos con poco

financiamiento y falta de instalaciones higiénicas [13].
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1.8 Zeolitas

Las zeolitas son aluminosilicatos cristalinos hidratados, que pueden ser de origen
natural o sintético. Las zeolitas naturales se forman, como resultado de las erupciones
volcanicas mediante reacciones hidrotérmicas de rocas volcanicas de silicio y ricas
en alcalis. Los antecedentes geoldgicos sugieren, que las zeolitas se generan a partir
de un magma basaltico rico en SiO2, cuando sufre una violenta caida de temperatura
[88].

El término "zeolita" fue utilizado inicialmente para designar a una familia de minerales
naturales que presentaban, propiedades particulares, el intercambio de iones y la
deshidratacion reversible de agua. Esta ultima propiedad dio origen al nombre
genérico de zeolita, el cual deriva de dos palabras griegas, zeo: que ebulle, y lithos:
piedra [31].

Las zeolitas estan conformadas por tetraedros de [SiO4]* y [AIO4]>. La sustitucion
isomorfica del de Si** por AI** da origen a una deficiencia de carga negativa, la cual
se compensa con cationes tales como Na*, Ca?*, Mg?*, entre otros. * [11]. Ademas,
las zeolitas forman redes tridimensionales abiertas que, en general, se ordenan en

canales de tamarfio de orden molecular [11].

Estas dos caracteristicas les confieren numerosas propiedades, entre las que
destacan la adsorcion de gases y vapores y el intercambio de iones. Estas
propiedades, y otras relacionadas han motivado que las zeolitas se utilicen

ampliamente como materiales de investigacion [11].

Las zeolitas, de manera general, estdn compuestas por aluminio, silicio, sodio, calcio,
magnesio, potasio y agua. Las propiedades fisicas, proveen aspectos Unicos para

una variedad amplia de aplicaciones practicas.
Las zeolitas presentan las siguientes propiedades [11]:

a) Alto grado de hidrataciéon

b) Baja densidad y un gran volumen cuando se deshidrata
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c) Estabilidad

d) Intercambio cationico

e) Canales moleculares uniformes

f) Adsorbentes

g) Cataliticas

Se han caracterizado, aproximadamente 40 zeolitas que existen en la naturaleza,

pero en la busqueda de nuevos materiales se han desarrollado mas de 130

estructuras sintéticas [97]. En la Tabla 2 se muestra la clasificacion de algunas

zeolitas naturales [10].

Tabla 2. Clasificacion de las zeolitas naturales

Clasificacion

Férmula molecular

Volumen de poro

cm?® H>O/cm? cristal

Grupo de las analcimas

Analcimas Na, (Al Si,,O,) 16H,0 0.18
Wairakita Ca, (Al Si,,0,) 16H,0 0.18
Keucita Kie (AI168|32 96) 0
Grupo de las natrolitas

Natrolita Na, (Al Si,,O,) 16H,0 0.21
Edingtonita Ba, (Al Si,O,,) 6H.,0 0.35
Thomsonita Na, (Al,;Si,,O,,) 24H,0 0.32
Grupo de las Filipsitas

Filipsita (K, Na),(AlSi O, ) 10H,0 0.30
Garronita NaCa,, (AlSi, O_)14H0O 0.41
Gismondina Ca, (AlSi,O,,) 16H,0 0.47
Grupo de las heulanditas

Heulandita Ca, (Al;Si,,O_,) 24H,0 0.35
Clinoptilolita Na, (Al Si, O.,) 24H.0 0.34
Estilbita Na Ca (AI Si. O )32H @] 0.38

Grupo de las modernitas

10 26 72
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Modernita Na, (Al,Si, O,,) 24H,0 0.26
Ferrierita Na, Mg (ALSi, O, )18H,0 0.24
Epistilbita Ca, (Al Si ;O,.)16H,0 0.34
Grupo de las Chabacitas
Chabacita Ca, (Al Si0O,,) 13H,0 0.48
Erlonlta (Ca,Mg,Na,K)A_s(AI,Si27O72)27HZO 0.36
Zeolita L K Na_ (Al Si, O )21H0 0.28
Grupo de las faujasitas
FanaSitaS (X, Y) NalzCaleglz(AlsgSi1550584)26H20 0.53
Zeolita A Na (Al ,Si ,0,.) 27H.,0 0.47
Zeolita ZK-5 a, (Al Si O,,,)98H,0 0.45
Grupo de las Laumontitas
Laumontita Ca, (ALSI O,;) 16H,0 0.35
Yugawaralita Ca, (ALSI,O,;) 16H,0 0.30
Grupo de las Pentasil
Zeolita ZSM-5

Na (Al Si,. O,,,) 16H.0 0.32

Zeolita ZSM-11

Del grupo de las Heulanditas, la clinoptilolita presenta una buena capacidad de union
de metales y es una de las zeolitas naturales mas abundantes. Su morfologia con una
estructura de ocho a diez anillos, presenta canales de facil acceso; y debido a que se
encuentra en diversas regiones, su composicion varia y a su vez el comportamiento

de intercambio iénico [10].

El estudio de las zeolitas naturales en México, data de aproximadamente 20 afios
[52]. La historia de las Zeolitas Naturales en México esta estrechamente relacionada

con el intenso trabajo de busqueda del Dr. Frederick Mumpton, quien hizo el primer
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reporte de yacimientos de zeolitas en rocas sedimentarias en México (1973) y que al

descubrir el primer yacimiento importante de zeolitas en Oaxaca (1975), dio inicio

junto con el Dr. Liberto de Pablo (1975, 1978, 1986, 1996), a la prospeccién de nuevos

yacimientos en el pais y sobre todo, a la investigacion de los nuevos materiales

encontrados en cuanto a propiedades y aplicaciones [52].

Las zeolitas se utilizan en [78]:

a)

b)
c)
d)
e)

9)
h)

)
k)

Cargas en la industria del papel para la mejora de la calidad de impresién,
relleno de poros y fibras, aporte de brillo, opacidad, retencién y blancura.
Aridos ligeros en construccion.

Intercambiadores idnicos en purificacion de aguas.

Descontaminantes de residuos solidos, liquidos y gaseosos.

Catalizadores y soportes de catalizadores mediante: craqueo catalitico,
hidrocraqueo, hidroisomerizacion, transformacion del metanol en gasolina,
alquilacién, isomerizacion de aromaticos, polimerizacion, sintesis organica y
guimica inorgéanica.

Soportes de fertilizantes y acondicionadores de suelos en sistemas de
Zzeoponicos.

Adsorbentes resistentes a los acidos en secado de gases.

Trampas para isotopos en efluentes liquidos de instalaciones nucleares y como
materiales de relleno y cubierta de residuos radioactivos en sus
almacenamientos.

Como retenedor-distribuidor del éxido nitrico (NO) en el organismo humano,
para la estabilizacion de la tension arterial, tratamiento de la trombosis
(coagulacion en lo vasos sanguineos).

Como antibidticos, asi como para el control de enfermedades renales.

Como intercambiadores i6nicos mediante: ablandamiento de aguas
industriales y domésticas (remocién de Ca?* y Mg?*); eliminacién de iones de
NH4* del agua residual; soporte de fertilizantes y drogas medicinales; y en el
almacenamiento de desechos radiactivos.

En la fabricacion de vidrios sodico-célcicos.
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m) En la fabricacibn de cosméticos y en la industria de los farmacos para la
elaboracion de productos donde actlan como sustancias portadoras-
liberadoras de principios activos.

n) Adsorcion e intercambiador cationico.

México tiene la preminencia de que el 50 % del territorio nacional esta formado por
secuencias volcanicas del tipo plioceno, la cuales afloran extensivamente en estados
del noroccidente (Sonora, Sinaloa, Chihuahua, Durango) y occidente de México
(Jalisco y Nayarit), en México central (Zacatecas, Guanajuato, San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo) y sur de México (Guerrero, Oaxaca) [63]; por lo tanto, es de
esperarse que en nuestro pais existan grandes yacimientos de zeolitas naturales, en

su mayoria del tipo clinoptilolita.

Es importante sefialar que las zeolitas naturales acondicionadas con metales [56],
pueden ser un material viable y eficaz en el tratamiento de agua, debido a su gran

capacidad de intercambio ionico, logrando beneficios como:

i) La reduccion de la contaminacion ambiental en las aguas residuales industriales y
municipales; ii) el proceso de reduccion de la dureza del agua,; iii) el mejoramiento de

la productividad agricola, como fertilizantes [18].

1.8.1 Zeolitas acondicionadas con Plata

Se han realizado diversas investigaciones relacionadas con zeolitas intercambiadas
con metales y su actividad antimicrobiana. Hay varios trabajos publicados que han
reportado zeolitas que soportan iones como Ag, Cu, Zn, Hg, Sn, Pb, Bi, Cd, Cr, Ti
[94], esta propiedad de las zeolitas las hace altamente funcional en procesos de
intercambio iénico, catdlisis y adsorcidn. Sin embargo, en los procesos de purificacion
de agua es una técnica prometedora debido a que la calidad del agua que ingresa a
la desinfeccion cambia segun los procesos naturales o las actividades
antropogénicas. Estudios anteriores han revelado que los iones Ag pueden inhibir

una gran variedad de microorganismos [69].
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Chiericatti et al. (2014) emplearon mordenita intercambiada con iones plata, para
describir sus propiedades antifingicas. Inoue (2002) encuentra que la actividad
bactericida de la zeolita de plata, se ve favorecida en presencia de radicales
hidroxilos, estos radicales se forman por la reduccion de peréxido de hidrégeno. Shi
et al. (2013), fabricaron una membrana antibacterial que contenia zeolitas
intercambiadas con plata. Mientras que Nagy et al. (2011); Flores-Lo6pez et al. (2012)
y Rai et al. (2009), emplean las zeolitas intercambiadas con plata para la generacion

de nanoparticulas y para evaluar su efecto antimicrobiano

1.8.2 Zeolitas Acondicionadas con Zinc

El Zn y otros metales han sido reconocidos con propiedades antimicrobianas y se han
utilizado para prevenir infecciones antes de los antibidticos [105, 111].

Pérez y Calafa en 1995, realizaron un estudio con 40 pacientes que padecian
onicomicosis. A dichos pacientes se les realizé una intervencion quirdrgica seguida
de la aplicacion local de zeolita esterilizada. Dicho estudio se realizé en el Servicio de
Dermatologia del Hospital Provincial Clinico quirdrgico "Celia Sanchez Manduley" en
el periodo comprendido entre mayo de 1992 y mayo de 1993, en la Habana Cuba. El
30% de la onicomicosis correspondio a candidiasis ungueal y el 70% a tifia ungueal.
Se observaron resultados excelentes en el 96,8% de los casos. El tiempo minimo de

curacion fue de 3 meses y el maximo de observacion de 6 meses.

En este estudio se demostrd la capacidad de la zeolita para adsorber grandes

cantidades de agua, cambiar el pH y el intercambio iénico [71].

A partir de la zeolita natural cubana (clinoptilolita-heulandita) procedente del
yacimiento de Tasajeras, en la provincia de Villa Clara, se obtuvo un producto activo
zeolitico denominado ZZ. El proceso de obtencion se realizé mediante el intercambio
i6nico en condiciones hidrotermales, lo que permitié la inclusién de iones zinc (Zn*?)
en su composicidn ionica. La caracterizacién del principio activo obtenido y su
comparacioén con la zeolita natural de partida, permitieron comprobar que la técnica

gue se utilizé no provocéd cambios estructurales. Por tanto, dicho producto responde
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a la misma clinoptilolita-heulandita de origen, con la Unica diferencia que aparece el
elemento zinc en su composicion quimica. Se determind que este principio activo
zeolitico tiene una marcada actividad antimicrobiana frente a 27 cepas, que incluyen

bacterias Gram (+), Gram (-) y varias cepas de Candida albicans.

Con la técnica desarrollada se produjeron varios lotes de ZZ a nivel de laboratorio y
a escala industrial, los cuales cumplieron con todos los parametros de calidad
exigidos para su generalizacion en producciones farmacéuticas. Posteriormente, se
desarrollaron con este principio activo dos medicamentos de uso externo, en forma
de ungiento y tabletas vaginales. Los dos medicamentos ofrecieron ventajas

economicas sobre otros similares [70].

Por lo que se ha sugerido el 6xido de zinc (ZnO) para luchar contra el crecimiento

indeseable de bacterias y hongos [54, 86].

En México se tienen los trabajos realizados por Rivera (2000), De la Rosa (2001) y
Burrola (2004), quienes determinaron el efecto antibacteriano de zeolitas naturales
mexicanas intercambiadas con plata, cobre o zinc, frente a bacterias patdogenas
oportunistas e indicadoras de contaminacion fecal. En estos trabajos se encontrd que
los materiales zeoliticos poseen actividad microbicida, del orden de 99% bajo las
condiciones experimentales propuestas.

Sin embargo, aun no se tienen reportes de una evaluacion de sobrevivencia de
Escherichia coli y Candida albicans en consorcio frente a una zeolita natural
modificada con Ag y Zn, para comparar el comportamiento, en términos de eficiencia
de desinfeccién y cinética del proceso, cuando se parte de los microorganismos de

manera individual.

1.9 Plata como desinfectante

La plata ha sido empleada como agente antibacterial a lo largo de la historia y en
diversas ramas de la industria, entre ellas en aplicaciones biomédicas. Fue en la
época de los 40°s cuando la revolucion de los antibiéticos inicié y con ello el uso de

la plata con fines terapéuticos se redujo. Sin embargo, afios después surgen cepas
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resistentes a antibiéticos que en la actualidad son tratadas con una gran cantidad de
antimicrobianos entre ellos penicilina, vancomicina y tetraciclinas, quienes exhiben
eficacia y a su vez comparten responsabilidad en el desarrollo de las resistencias [2,
57]. A medida que aumenta la cantidad de antibiéticos a los que los microorganismos
son resistentes, ha aumentado el interés en el uso de metales, principalmente la plata,

como agentes bactericidas [37, 75].

Uno de los mecanismos por el cual la plata inhibe el crecimiento bacteriano, se lleva
a cabo a partir de la union de los atomos de Ag* con los grupos tiol (-SH). En la Tabla
2, se muestra la afinidad de la plata a polisacaridos sulfatados y aminoacidos. Estas
moléculas son las principales constituyentes de enzimas respiratorias y la union de la
plata a estos grupos propicia su inactivacion, al inhibir la incorporacion de fosfatos y
liberando manitol, succinato, prolina y glutamina de la célula [75].

Tabla 3. Grupos funcionales de union involucrados en la biosorcion de plata [101].
Grupo de Férmula pKa Atomo Ocurrencia en

union estructural Ligando biomoléculas

seleccionadas

Sulfidril (Tiol) -SH 8.3y 10.3 S Aminoacidos (AA)
Sulfonato O 1.3 O Polisacaridos Sulfatados
i (SPS)
S-O
|
o

Las especies de plata que forman enlaces estables S-Ag con compuestos que
contienen grupos tiol en la membrana celular, interrumpe la generacion de energia
transmembranal y el transporte de iones al interior de la célula. Ademas, forman parte
de la accién catalitica de oxidacién que da como resultado enlaces disulfuro (R-S-S-
R) los cuales modifican la forma de la célula. Estos enlaces pueden modificar

estructuras proteicas y enzimaticas de vital importancia tales como ribosomales o
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relacionadas con la respiracion celular y generacién de ATP, lo que puede ocasionar
la muerte de la célula [25, 44, 75].

Hossain et al. (2014) y Eckhardt et al. (2013) proponen que las nanoparticulas de
plata se acumulan en la pared celular bacteriana. Se unen al &cido
desoxirribonucleico, interactian con enzimas y proteinas de membrana y forman

especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) inducidas por plata.

Las ROS son oxidantes reactivos de vida corta, los cuales incluyen al radical

superoxido, radical hidroxilo (OH), peréxido de hidrogeno (H202) y oxigeno (O2).

Estos pueden ser generados dentro o fuera de la célula producto del metabolismo
aerobio y su produccion depende del ambiente al que estan expuestos y la toxicidad
del oxigeno ocurre, cuando el estrés oxidativo supera los sistemas de defensa de la
célula [25].

1.10 Zinc como antimicotico

La terapia contra los hongos ha estado presente desde principios del siglo XIX.
Algunos tratamientos, tales como los basados en compuestos de zinc, han perdurado

a través del tiempo, por su efectividad, escasos efectos colaterales y bajo costo [9].

Ademas de su actividad antimicrobiana y antimicoética, el zinc es un nutrimento
indispensable en el organismo humano (se recomienda la ingesta de 15 mg/dia), y su
deficiencia o0 excesiva exposicion (inhalacién, oral o dérmica) pueden ocasionar

problemas de salud.

El zinc es necesario para la correcta funcion de un gran nimero de metaloenzimas.
Dentro de estas enzimas se encuentran: alcohol deshidrogenasa, fosfatasa alcalina,
anhidrasa  carbonica, leucinaminopeptidasa, superoxidodismutasa, acido
desoxirribonucleico (DNA) y &cido ribonucleico (RNA) polimerasa. De la misma
manera, el zinc es requerido para un metabolismo normal de los &cidos nucleicos,
proteinas y membrana, asi como para el crecimiento y division celular. De acuerdo al

Department of health and human cervices, su deficiencia ha sido asociada con
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dermatitis, anorexia, crecimiento retardado, lenta cicatrizacion de heridas,
hipogonadismo con capacidad reproductiva disminuida, funcién inmunoldgica
disminuida, baja funcién mental y un incremento en la incidencia de malformaciones
congénitas y problemas durante el embarazo. Y asi como la deficiencia de zinc ha
sido asociada con efectos adversos, la sobreexposicién al zinc se ha asociado con
efectos toxicos, tales como: fiebre, leucocitos elevados en sangre, disminucion de la
funcién pulmonar y fluido broncoalveolar, al inhalar altas concentraciones de vapores
de Oxido de zinc; dolor abdominal, vomito, anemia, dafios en el pancreas y
decremento de colesterol, después de exposicidén oral e irritacion de leve a severa

como respuesta a exposicion dérmica.

Por lo tanto, los materiales zeoliticos son empleados como intercambiadores idnicos,
debido a su composicion de redes tridimensionales tetraédricas. Esta red permite el
acomodo de moléculas de tamarfo diverso entre ellas farmacos y a su vez permite la
liberacién de estas moléculas con la capacidad oligodinamica propia de las zeolitas.
Para conocer una aproximacion del mecanismo mediante el cual se lleva a cabo el

proceso de desinfeccion, los resultados se ajustan a modelos matematicos.

1.11 Modelo de Chick

En el presente estudio la velocidad de inhibicion microbiana y los parametros cinéticos
de la desinfeccién de agua de pozo por la zeolita natural acondicionada con plata y

zinc, se ajustan al modelo de Chick.

En el modelo de Chick, la inactivaciéon de un microorganismo se representa en una
cinética de primer orden, considerando que la concentracion del desinfectante es
constante [15]. La forma linearizada de este modelo, se expresa mediante la siguiente

ecuacion.

En dénde:
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Nt = concentracion de microorganismos en el tiempo t (nimero de bacterias o

levaduras/volumen)

No= concentracién inicial de microorganismos (numero de bacterias Yy

levaduras/volumen)
k = constante cinética, que muestra la velocidad de decaimiento celular (1/tiempo)

t = tiempo
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1.12 Técnicas de caracterizacion

1.12. 1 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y Espectroscopia de Energia
Dispersiva de rayos-X

La microscopia electrénica de barrido (MEB) y analisis elemental por espectroscopia
de rayos X de Energia Dispersa (EDS) se emplea para conocer la morfologia y
composicion elemental de los materiales. El fundamento de la microscopia electronica
de barrido, SEM, radica en que los electrones emitidos por un catodo de tungsteno
pasan a través de una columna en la que se ha hecho un vacio alrededor de 107 Torr.
En ella el haz inicial es concentrado por una serie de lentes electromagnéticos que
producen una disminucion de su diametro hasta hacerse casi puntual (hasta unos 10
nm). Al mismo tiempo, la intensidad de corriente se disminuye, lo que implica una
menor cantidad de electrones primarios. El haz de electrones con estas ultimas
caracteristicas, es desplazado sobre toda la superficie de la muestra a modo de un

pincel que va barriendo la muestra con continuas idas y venidas [100].

Filamento

Lentes
electromagnéticas

Lentes
alectromagnéticas

Baobinas
de barrido

Bobinas
de barrido

Detector de @
secundarios

A la bomba de vacio

Fig. 1. Esquema de microscopio electrénico donde se muestra las componentes
principales [100].

Las imagenes que se obtienen en el microscopio electronico de barrido corresponden
a electrones secundarios o electrones retro dispersados emitidos tras la interaccién
con la muestra del haz incidente de entre 5y 30 KeV. El haz de electrones se desplaza
sobre la muestra realizando un barrido en las direcciones X e Y de tal modo que la

posicion en la que se encuentra el haz en cada momento coincide con la aparicion de
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brillo, proporcionalmente a la sefial emitida, en un determinado punto de la pantalla.
Esta particularidad otorga a esta sefial la posibilidad de aportar informacion “en
relieve”. La emision de electrones retro dispersados depende fuertemente del nimero
atomico de la muestra. Esto implica que dos partes de la muestra que tengan distinta
composicion se revelan con distinta intensidad, aunque no exista ninguna diferencia
de topografia entre ellas.

Los rayos X que se generan en una muestra sometida a bombardeo electrénico

permiten identificar los elementos presentes y establecer su concentracién [100].

1.12. 2 Espectroscopia fotoelectronica de rayos-X.

La Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X (X ray Photoelectron Spectroscopy), es
una técnica de andlisis quimico superficial virtualmente aplicable a todas aquellas
muestras estables en condiciones de Ultra Alto Vacio (UAV). Actualmente representa
una de las mas importantes técnicas de caracterizacion de superficies de materiales.
Es esencial en la determinacion de la compaosicion quimica, tanto desde el punto de
vista cualitativo como cuantitativo de la superficie de diferentes materiales, estos
involucran ceramicos, microelectréonicos, semiconductores, plasticos y polimeros,

catalizadores, repuestos, partes mecanicas, entre otros [79].

1.12. 3 Area superficial especifica por la técnica de BET multipuntos

El método BET se basa en el calculo del niumero de moléculas de adsorbato, en este
caso de nitrogeno, adsorbidas en monocapa, es decir, el numero de moléculas
necesario para cubrir la pared del sélido con una Unica capa. Al ponerse en contacto
un gas con la superficie de un sdlido se produce un equilibrio entre las moléculas
adsorbidas y las moléculas en fase gaseosa, que depende de la presion del gas y de
la temperatura. La relacion entre las moléculas adsorbidas y la presion a temperatura
constante se puede recoger en una isoterma de adsorcién. Estas isotermas informan
directamente el volumen adsorbido a una determinada presién y permiten también

calcular el area superficial del sélido, el tamafio y forma de poro, su distribucion, los
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calores de adsorcidn, etc. Hay seis isotermas de adsorcion estdndares para gases en

soélidos como se muestra en la Fig. 2.

orbudo

11 I\

'_l as .!\l\

Cantidad de
\

Presion relativa (pp,)

Fig. 2. Isotermas de adsorcion [76].

El tipo I, se asocia con solidos microporosos que tienen superficies externas
relativamente pequefas (por ejemplo, carbén activado, zeolitas moleculares y ciertos
tipos de 6xidos). La cantidad limitante de adsorcidon es gobernada por el volumen

accesible de micro poros en lugar del area superficial interna.

El tipo 11, es la forma normal de una isoterma obtenida con un material adsorbente no
poroso o macroporoso. Este tipo de isoterma representa una adsorcion monocapa-
multicapa. El punto B de la Figura 2. es usualmente interpretado como la formacion

completa de la monocapa y el inicio de una adsorcion en multicapas.

El tipo Ill, no es muy comun, pero hay un nimero de sistemas (por ejemplo, nitrogeno
en polietileno) que dan isotermas con curvatura gradual. Indica interacciones

adsorbato-adsorbentes débiles.

El tipo IV, se caracteriza por una curva de histéresis causada por condensacion
capilar en mesoporos. Este tipo de isotermas se da en muchos adsorbentes

mesoporosos industriales.
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Una isoterma tipo V no es comun. Esta relacionada a la isoterma tipo Il en donde las
interacciones adsorbato-adsorbente son débiles. Se obtiene con ciertos adsorbentes
porosos. Una isoterma tipo VI, donde la forma de los escalones depende del sistema
y la temperatura, representa una adsorcion en multicapas sobre una superficie

uniforme no porosa [76].
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Capitulo 2

2.1. Planteamiento del Problema

La Organizacion Mundial de la Salud (2018), indica que el agua contaminada y el
saneamiento deficiente, estan relacionados con la transmision de enfermedades
como el cdlera, la disenteria, la hepatitis A, la fiebre tifoidea y la poliomielitis. Los
servicios de agua y saneamiento inexistentes, insuficientes o gestionados de forma

inapropiada, exponen a la poblacion a riesgos prevenibles para su salud.

La gestidén inadecuada de las aguas residuales urbanas, industriales y agricolas
conlleva que el agua que beben cientos de millones de personas se vea
peligrosamente contaminada. Se calcula, que unas 842 000 personas mueren cada
afo de diarrea, como consecuencia de la insalubridad del agua, de un saneamiento
insuficiente o de una mala higiene de las manos [102]. Sin embargo, la diarrea se
puede prevenir y con ello la muerte de unos 361 000 nifilos menores de cinco anos, si
se abordaran estos factores de riesgo [103]. La diarrea es la enfermedad mas

conocida que guarda relacion con el consumo de alimentos 0 agua contaminados.

El aspecto mas importante para mejorar la salud de las personas, es proporcionar a
las comunidades agua limpia. En este siglo XXI se estima que 1.1 billones de
personas de todo el mundo, todavia no tienen acceso al agua potable, especialmente

en zonas rurales y comunidades de bajos ingresos [102].

El agua potable es esencial para la salud del hombre, por lo que es necesario disponer
de métodos para tener agua de calidad, desafortunadamente ésta puede verse
alterada facilmente, siendo la fuente de las enfermedades infecciosas mas

importante.

Cabe destacar que actualmente, se desarrollan investigaciones para contribuir a la
desinfeccion del agua, ya que éstas tienen como objetivo la eliminacién de

microorganismos patdgenos, la Tabla 4 resume los métodos existentes.
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de los métodos de desinfeccion del agua (Fall, 2018).

Método Ventaja Desventaja
Cloro Disponibilidad, econdémico, THM, poder limitado
estabilidad. frente algunos virus vy
protozoarios muy
resistentes
Ozono Mas poderoso y sin producir THM Caro e inestable
Dioxido de Mas poderoso que el cloro Caro e inestable
cloro
Calor Esterilizar # desinfeccidn y caro
uv Inactivacion rapida y eficiente de Pequefas cantidades de
los microorganismos agua
Zeolitas No toxico, eficaz a temperatura AUn son materia de

ambiente, disponible vy

costoso, facil de manipulacién y

poco peligroso, estabilidad

estudio

Recientemente han surgido nuevos proyectos, a fin de encontrar un agente

microbicida eficiente, basado en zeolitas, para el tratamiento del agua contaminada

con microorganismos patdgenos ya que las zeolitas son un grupo de compuestos con

infinidad de aplicaciones y usos, tanto a escala doméstica, como a escala industrial o

de investigacion. Sus caracteristicas las hacen materiales muy versatiles en cuanto a

la finalidad de su uso.
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2.2. Justificacion

El tratamiento de aguas es un componente esencial dentro de los servicios que el
sector del saneamiento brinda a la sociedad. Durante siglos, el saneamiento consistio
principalmente en llevar aguas limpias a las ciudades y a la vez transportar los
desechos fuera de las comunidades para descargarlos en el medio natural. Sin
embargo, con el incremento de la poblacion en las ciudades como resultado de la
Revolucion Industrial en el siglo XIX, esta practica no pudo sostenerse. La ocurrencia
de enfermedades que trascendieron en epidemias impulsé la necesidad del desarrollo
e implementacion de tecnologias para el tratamiento de aguas desde los inicios del
siglo XX. [62]

La contaminacion microbioldgica de agua de consumo humano es preocupante. Se
ha documentado la existencia de enfermedades de origen hidrico, por la presencia de
microorganismos patdégenos (bacterias indicadoras de contaminacion fecal,
Pseudomona aureginosa, Legionella pneumophilia, Acanthamoeba, por mencionar
algunas). De los 3.575 millones de muertes referentes a agua, saneamiento e higiene,
el 42.6% se deben a la diarrea y representan mas de 4 billones del producto bruto, a

nivel mundial [113].

La enfermedad diarreica aguda es un problema de salud publica en el mundo, pero
sobre todo en los paises en desarrollo como México. La Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) estima que esta enfermedad origina 1.5 millones de muertes de nifios
al afo, relacionadas con agua contaminada y saneamiento inadecuado. México se
encuentra en los primeros lugares a nivel mundial de mortalidad en menores de 5

afios [77].

Debido a esta problematica, los procesos de desinfeccion de agua son de gran
importancia, para garantizar la salud de la poblacion. Los procesos mas utilizados en
la desinfeccidn de agua son la cloracion, radiacion UV, ozonificacién, osmosis inversa
y los procesos fisicos llamados operaciones unitarias. A pesar de ello, estos procesos
generan subproductos téxicos para el ser humano, ademas de ser procesos caros.
Por esta razon, surgen nuevos proyectos a fin de encontrar un agente microbicida

eficiente.
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Las zeolitas por sus caracteristicas y propiedades se estudian para el tratamiento del
agua contaminada con microorganismos patdgenos, considerando aspectos
importantes tales como caracteristicas estructurales de las zeolitas, el tipo de ion
metalico y su concentracion en la red cristalina de los materiales, el tipo de
microorganismo, la calidad del agua a tratar, entre otros. Una de las zeolitas mas
abundantes es la clinoptilolita, no obstante, las investigaciones sobre sus
propiedades, ha sido muy limitado. Para la investigacion detallada de este mineral, es
preciso el conocimiento de las caracteristicas estructurales y morfolégicas de su fase
pura, pues en la naturaleza ocurren como mezclas con otras fases zeoliticas como la
heulandita y mordenita, ademas de otros silicatos, lo que dificulta la comprension del
comportamiento del material [30].

El uso de las zeolitas naturales acondicionadas con metales brinda alternativas
viables y eficaces para el tratamiento de agua, actualmente existen diferentes
métodos de sintesis de zeolitas intercambiadas con metales. Sin embargo, no se sabe
de manera clara como las variables de acondicionamiento influyen sobre sus
propiedades, por lo que es necesario profundizar en ellas. En la presente
investigacion, resulta de interés combinar las propiedades bactericidas de la plata y
fungicidas del zinc, para que, de esta manera, se genere una zeolita natural
modificada con Ag-Zn, que sea eficiente el proceso de desinfeccion del agua en

presencia tanto de bacterias como de levaduras.
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2.3. Hipotesis

El comportamiento de la sobrevivencia de los microorganismos de un consorcio
microbiano integrado por Escherichia coli y Candida albicans suspendido en agua, es
similar que cuando se parte de cada uno de los microorganismos de manera
individual, empleando una zeolita natural modificada con Ag y Zn, como agente

microbicida.

2.4. Objetivo General

Evaluar la sobrevivencia de Escherichia coli ATCC25922 y Candida albicans
ATCC10231 en consorcio frente a la zeolita natural modificada con Ag y Zn, para
comparar el comportamiento, en términos de eficiencia de desinfeccion y cinética del
proceso, cuando se parte de suspensiones con los microorganismos de manera

individual.

2.5. Objetivos Especificos

1) Obtener los materiales zeoliticos: Zeolita natural, Zeolita-Na, Zeolita-Ag-Zn.

2) Caracterizar a la zeolita natural, zeolita natural-Na, y zeolita natural Ag-Zn mediante
MEB, EDS, XPS, BET.

3) Determinar la eficiencia de la desinfeccion de la zeolita natural-Ag-Zn, a través de
la inhibicion microbiana de Escherichia coli ATCC25922 y Candida albicans
ATCC10231, partiendo de los microorganismos de manera individual y en consorcio

en agua de pozo.

4) Aplicar modelos matematicos para describir el comportamiento mortandad

microbiana en funcién del tiempo.
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Capitulo 3
3. Metodologia

3.1. Material y método

Diagrama del desarrollo experimental
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3.1.1 Material zeolitico

Se utilizé una zeolita natural (ZN) proveniente del estado de Oaxaca (México), la cual

se tritur6 mecéanicamente, hasta obtener un tamafio de particula de 12 mallas.

3.1.2 Acondicionamiento del material zeolitico con una solucién de NaCl

Con el proposito de obtener una zeolita natural homoidnica, 50 gramos de zeolita
natural (ZN, tamafio 12 mallas), se pusieron en contacto con 250 mL de una solucién
de NaCl 0.1 M, manteniendo la mezcla a reflujo durante 8 h. Esto se repitié 3 veces,
posteriormente el solido se lavd con agua desionizada, hasta la eliminacion de los
iones cloruros. Para ello, al agua de lavado, se le agrego unas gotas de nitrato de
plata, para comprobar la ausencia de los iones cloruros, los cuales precipitan como
cloruro de plata. La zeolita acondicionada con cloruro de sodio (ZNa) se seco en una
estufa a 85 °C, durante 3 h.

3.1.3 Modificacion del material zeolitico con Agy Zn

La modificacion del material zeolitico con Ag y Zn (Z-AgZn) se realizd empleando dos

técnicas, las cuales se mencionan a continuacion:

a) Se pesaron 25 gramos de la zeolita sédica (ZNa), a los cuales se les agregaron
250 mL de una solucion de nitrato de plata (0.1 M), la mezcla se llevé a reflujo de 12
h. Posteriormente, se adicionaron 250 mL de nitrato de zinc (0.1 M) y se dio inicio al
segundo reflujo durante 12 h, obteniéndose asi la zeolita modificada con Ag y Zn, la

cual se etiqueté como ZAgZnl.

b) Se colocaron 25 gramos de la zeolita sédica en un matraz y se le agregaron 250
mL de una solucion de nitrato de plata y 250 mL de una solucién de nitrato de zinc, la
mezcla se llevé a reflujo de 12 h. Terminado el tiempo, se realizaron lavados con agua
desionizada, hasta la eliminacion del NOs". La muestra se seco en una estufa a 85 °C,

durante 3 h. A este material se le etiquetd como ZAgZn..
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3.2. Caracterizacidn de los materiales zeoliticos

3.2.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y Espectroscopia de Energia

Dispersiva de rayos-X

Los materiales no modificados y modificados con Ag y Zn, se caracterizaron mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) con un equipo JEOL modelo LV-5900, a fin
de observar la morfologia de cada uno de ellos. Asi mismo, se determing, la
composicion elemental por Espectroscopia de Energia Dispersiva de rayos-X (EDS),
utilizando un sistema OXFORD® EDS acoplado al microscopio electrénico para
conocer la composicion de los materiales zeoliticos antes y después de los diferentes

acondicionamientos.

3.2.2 Espectroscopia fotoelectrénica de rayos-X

Se empleo un espectrometro de fotoelectrones inducidos por rayos-X (XPS) Thermo
Scientific modelo K-Alpha, para determinar el contenido elemental y conocer los
estados quimicos de los componentes en superficie de muestras sélidas. El equipo
emplea una fuente monocromada de rayos-X Al Ka (1486 eV) y trabaja a ultra alto
vacio, en el intervalo de 1E-10 - 5E-9 mbar. El sistema cuenta con compensacion de
cargas estaticas por flujo de iones Ar, para analizar muestras no conductoras y una
platina para analisis angular en el intervalo de +90° con respecto a la superficie de
analisis. Las energias fueron determinadas y se cuantificaron las sefiales de los
espectros generales de XPS, asi como las deconvoluciones y los ajustes de los
espectros detallados del oxigeno, silicio, aluminio, plata y zinc, en los materiales que
los contenian. El andlisis de los datos se llevé a cabo empleando el software OriginPro
8.1, se deconvolucionaron los datos y se ajustaron de acuerdo al valor de ancho de

linea (FWHM), de cada elemento analizado.

3.2.3 Area superficial especifica por la técnica de BET multipuntos

Para determinar el area superficial especifica, el diAmetro promedio de poro y el

volumen total de poros de las muestras zeoliticas, se us6 el método de Brunauer,
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Emmet & Teller (BET), empleando un quipo Micrometrics model 2362. El radio del

poro se calculd con base en la ecuacién propuesta por Gregg y Sing (1982).

3.3. Caracterizacién de agua de pozo

El agua de pozo se recolectdé en el municipio de Zinacantepec, Estado de México
(México) y se caracteriz6 con base a la NOM-127-SSA-1994. Se tomaron dos
muestras antes del proceso de desinfeccion. Para los andlisis fisicoquimicos se
recogieron muestras de agua en botellas de polietileno con tapones de rosca
herméticos, las cuales se lavaron previamente con una solucion al 1% de detergente
no iénico (Extran), se trataron con una solucion de HCI al 5% y abundante agua y
luego se enjuagaron con agua desionizada. Las muestras fueron almacenadas en
hielo y transportadas al laboratorio donde se procesaron los fisicoquimicos. Los
parametros (cloruros, dureza total, fluoruro, hierro, nitratos, nitritos, sodio, solidos
disueltos totales y sulfatos) se analizaron en el laboratorio acreditado del IITCA. Por
otro lado, las muestras de agua fueron esterilizadas previamente para su uso en el

proceso de desinfeccion.

3.4. Proceso de desinfeccioén

3.4.1 Ensayos Microbiolégicos

Partiendo de las cepas de referencia ATCC25922 de Escherichia coliy ATCC10231
de Candida albicans, se tomaron muestras para sembrarlas en agar MacConkey o de
papa y dextrosa (PDA), segun fuera el caso. Posteriormente, una muestra de cada
cultivo, se sembraron en 15 mL de caldo triptisoya caseina-TSB, las cuales se
incubaron durante una noche en un bafio Maria con agitacion (Shaker Water Bath), a
temperatura de 28°C para el caso de C. albicans y de 37°C para E. coli. Cabe
mencionar que, mediante la tincion de Gram, se verifico la viabilidad y pureza de la E.
coli. Las suspensiones microbianas se colocaron en una centrifuga Roto-Uni Il a
10,000 rpm, durante 10 min y se re-suspendieron en agua desionizada estéril usando
un equipo Vortex-2 Genie. Posteriormente las diferentes suspensiones de los

microorganismos se ajustaron al patrén de turbidez 0.5, en la escala de McFarland.
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3.4.2 Cinéticas de desinfeccion

Para evaluar la cinética de la desinfeccion del agua de pozo por la zeolita natural-
AgZn2, a través de la inhibicion microbiana de Escherichia coli y Candida albicans,
partiendo de los microorganismos de manera individual y en consorcio, se colocaron
20 mg del mineral zeolitico acondicionado con plata y zinc en un matraz Erlenmeyer
de 250 mL con 100 mL de agua de pozo, previamente esterilizada e inoculada con
los microorganismos de prueba.

Los matraces fueron inoculados de manera independiente, con 1 mL de E. coli, C.
albicans y el consorcio E. coli-C. albicans, respectivamente. Se incubaron a 37°C en
un bafio Maria con agitacion (Shaker Water Bath) y se tomaron muestras a 0, 20, 30,
45, 60, 120, 180, 240, 300 min. Para cada tiempo, se tomaron alicuotas de 0.1 mL de
los matraces (agua de pozo+ bacteria y/o levadura + mineral zeolitico), determinando
la inhibicion celular de E. coli y C. albicans, mediante el método de filtracion por
membrana, establecido en la NOM-041-SSA1-1993. La filtracion de la alicuota de las
diferentes suspensiones, concentré las células viables sobre la superficie de la
membrana de celulosa estéril y cuadriculada (Sartorius stedim biotech, de 0.45 pm x
47 mm). Una vez concluido el proceso de filtracién, se quitdé la membrana, para
colocarla en cajas de Petri con el medio de cultivo agar triptisoya caseina-TSA
destinado para E. coli, C. albicans y el consorcio (el agar se esterilizé en la autoclave
durante 15 min a 15 Ib de presion y a 120°C). Para distinguir el comportamiento de
las bacterias y levaduras en consorcio frente a los materiales zeoliticos modificados
con Ag y Zn, se prepararon cajas Petri con amikacina a una concentracion de 30 ug
en agar triptisoya caseina-TSA. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Las cajas sembradas se incubaron (Incubadora Dry type bacteriological BLUE M) a
37°C para las bacterias y para las levaduras a 28°C, durante 24 h, y éstas se
mantuvieron en observacion durante 3, 4 y 5 dias. Posteriormente se contaron las
unidades formadoras de colonias (UFC), en cada placa, a fin de realizar los calculos

correspondientes de la sobrevivencia microbiana.
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3.4.3 Modelo de Chick
La velocidad de inhibicion microbiana y los pardmetros cinéticos de la desinfeccion
de agua de pozo por la ZAgZn2, se obtuvieron al ajustar los datos experimentales al
modelo de Chick.
En el modelo de Chick, la inactivaciébn de un microorganismo se representa en una

cinética de primer orden, considerando que la concentracion del desinfectante es

constante [15]. La forma linealizada de este modelo, se expresa mediante la siguiente

L (Nt)— kt
n No)
En ddénde:

Nt = concentracion de microorganismos en el tiempo t (nimero de bacterias o

ecuacion.

levaduras/volumen)

No= concentracion inicial de microorganismos (nimero de bacterias vy
levaduras/volumen)

k = constante cinética, que muestra la velocidad de decaimiento celular (1/tiempo)

t = tiempo
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Antimicrobial evaluation of Ag-Zn modified natural zeolite in drinking water
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Abstract

Ag and Zn natural zeolites were obtained through two methodologies (AgZnZ: and AgZnZy).
The modified zeolitic materials were characterized using Scanning Electron Microscopy and
Energy-dispersive X-ray spectroscopy (SEM-EDS), N adsorption/desorption isotherms (BET
surface area, mean diameter pore, total pore volume), and X-ray photoelectron spectrometry
(XPS). The kinetic of the antimicrobial activity of the AgZnZ, for E. coli and C. albicans
(individual and consortium) in well water samples were evaluated to know the efficiency as
microbicide for bacteria and yeasts. It was found that the morphology of the modified natural
zeolites did not change after treatments. However, contrast point was observed corresponding
to Ag deposited on their surfaces. The elemental composition of these materials showed the
preference of zeolite for Ag than Zn, in both AgZnZ; and AgZnZ, systems. The textural
parameters changed according with the methodology to obtain the Ag-Zn modified natural
zeolites. Ag® and [Zn(OH)]* were considered as main chemical species present in the zeolitic
network. The cell decay of E. coli and C. albicans in contact with AgZnZ; followed the pseudo-
first-order kinetic model and the behavior of the mortality depended on the characteristics of
each microorganism and the individuality or consortium of them. The k value is 4 times higher
for E. coli than C. albicans in individual conditions and 1.8 times higher for the C. albicans in
comparison with its behavior in the consortium (E. coli and C. albicans). The mortality of E.
coli in consortium no follows the pseudo-first order kinetic model using AgZnZ, as

microbicide.

Keywords: Natural zeolite; Escherichia coli; Candida albicans; well water; silver; zinc.
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1. Introduction

The water for human consumption is essential that it does not present microbial or chemical
pollutant [1]. According to World Health Organization (WHO), there are 844 million people
in the world that have limited access to drinking water, including 159 million people in rural
areas who consume surface water without prior treatment [2]. Drinking water is easily polluted
by biological contaminants, and the disinfection process during the purification treatment of
drinking water has the purpose of eliminating pathogenic microorganisms contained in the
water [3]. The disinfectants most commonly utilized in the surface water and wastewater
disinfection are physical (heat, ionizing irradiation, ultraviolet light and membrane filtration)
and chemical agents (chlorine and iodine by-products, ozone, hydrogen peroxide, and ammonia
derivatives) [4,5]. Additionally, these chemical disinfectants can react with chemical
substances from water and produce toxic by-products for the environment [6]. Photocatalysis
(TiO2, ZNnO, ZrO3, V20s, Fe203, SN0, CdS and ZnS) is considered an alternative disinfectant
process, their mechanism is based in the use sunlight to produce reactive hydroxyl radical,
which is capable of inactivating microorganisms and virus [7,8]. Furthermore, the cations such
as Ag"@ Cu?*, zn?*, Sn?*, Pb?*, Ti** and Cd?*, are considered antimicrobial agents. It is
important to mention that the chemical and thermal stability, the safety of use and long duration
are advantages that inorganic materials have over organic materials used as antimicrobial
agents [1]. Carbon nanoparticles (CNP) and chitosan (CHIT) in the form of CHIT-CNP
composite have been investigated for their disinfection capability against E. coli under sunlight
in water. The research showed that the materials achieved similar disinfection potential as
compared only with the sunlight when the same dose of CNP in the two materials was applied.
Diverse sorbents including Ag/GAC, Ag/zeolite and Ag/TiO2 have been investigated for their
capability of disinfecting E. coli (Gram-negative bacteria), S. aureus (Gram-positive bacteria)
and C. albicans (yeast). The study showed that the best disinfectant was Ag/zeolite against S.
aureus and E. coli (98.8 and 93.5%) and 15 min of exposure are required, however the
inactivation of C. albicans is not satisfactory for all materials [1]. Furthermore, ZnO has been
used to kill undesirable bacteria and fungi in several media [9,10]. Nevertheless, some studies
have demonstrated that Ag-ZnO NPs obtained by chemically synthesis can be shows
antimicrobial activity and toxicological features, since oxidative stress, cytotoxicity,
genotoxicity until apoptosis [11].

Natural zeolites are sedimentary rocks, that consist in microporous crystalline aluminosilicates

with regular tunnel [12]. For this reason, zeolites are considered as important substrate for
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support metal ions due to their high ion exchange capacity, porosity, great surface area BET,
hydrophilic character, tunable chemical stability, sustainable nature, high thermal stability and
low cost [13] and its gran abundant sources in many areas of the world [14]. For the ion
exchange capacity of the zeolite it is possible to exchange Ag* ions in the zeolitic structure and
subsequently the reduction to nanometric size Ag® [15]. There are several published works that
have reported zeolites supporting ions as Ag*, Cu?*, Zn?* [16]. This ion exchange property of
the zeolites makes it highly functional in different processes among others removal of cations
species from polluted water, catalysis and adsorption. However, in water purification processes
is a promising technique due that the quality of the water incoming the disinfection changing
according to natural processes or anthropogenic activities [17]. Ag, Zn and other metals have
been recognized with antimicrobial properties and have been used to prevent infections before
the antibiotics [18,19].

Previous studies have revealed that Ag ions from Ag NPS can inhibit a grand variety of
microorganisms in aqgueous medium and that their efficiency power depends of several water
conditions such as temperature, pH, organic matter and competition with other ions [6].
Additionally, pH and turbidity should be taken into consideration onto contact time of virus
disinfection process during wastewater treatment [20]. The use of Ag and Zn exchanged natural
zeolites applications remains largely unknown.

Therefore, this work aimed to obtain material based in natural zeolite exchanged with Ag and
Zn considering two methodologies to describe the kinetic of the disinfection process of well
water against Escherichia coli and Candida albicans (individually and in the consortium) as
indicators of microbiological polluted water. It is important to mention that the Ag is efficient

to deactivate the bacteria growth and the Zn also for yeast.

2. Experimental

2.1. Materials and methods

Natural zeolite (NZ) was obtained from Etla, Oaxaca, Mexico, crushed and sieved at 12 mesh
to obtain homogeneous particle sizes around 1.68 mm. All chemicals used in this work were
of analytical grade. In order to obtain a homoionic natural zeolite and to increase its ion
exchanged capacity [14], 50 g of NZ, were contacted with 250 mL of a 0.1 M NaCl solution,
and refluxed for 5 h, the phases were separated and a fresh solution was added again, this

procedure was repeated 3 times (denoted NaZ). Subsequently, the samples of NaZ material
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were washed with deionized water until chloride ions were no detected, using an AgNO3 test.
The NaZ was dried at 358 K for 3 h.

The AgZn-zeolites were prepared by ion exchanged method following two procedures. In the
first of them, 25 g of the NaZ were contacted with 250 mL of 0.1 M AgNOs solution and
refluxed twice with fresh solution for 6 h (denoted AgZ). Later, the samples AgZ were washed
with deionized water and then it was under reflux with 250 mL of 0.1 M Zn(NO3).-6H.0
solution for 6 h. This procedure was carried out twice, in the same way as above. This sample
was denoted as AgZnZ;.

In the second procedure, 25 g of the NaZ were contacted with 250 mL of 0.1 M AgNOs +
Zn(NO3)2-6H20 solution and refluxed twice for 6 h. This sample was named as AgZnZ. In
this case, the metal salt solutions were prepared separately and then mixed so that the total of
volume solution was 250 mL. Then both materials were washed with deionized water until no
presence of nitrate ions was detected. Finally, materials were dried at 358 K for 3 h. All the
above procedures when Ag*™ was used were performed in a dark room and the samples were

stored in vials with aluminum foil.

2.2. Characterization

The morphology and elemental analysis of NZ, NaZ, AgZnZ; and AgZnZ, were determined
using the electron scanning microscope JEOL model LV-5900 at low vacuum coupled with a
sonde DX-4 to determine the chemical composition based on energy dispersive X-ray
spectroscopy (EDS). The specific surface area, mean pore diameter and pore volume of zeolite
samples were obtained from the N2 adsorption/desorption isotherms and Equation of Gregg
and Sing [21] using a Micromeritics model 2362 instrument. The samples previously were
dehydrated at 473 K for 3 h. The elemental compositions of the NaZ, AgZnZ; and AgZnZ;
samples were determined with an X-ray photoelectron spectrometer (XPS), Thermo Scientific
brand model K-Alpha. The equipment uses a monochrome X-ray source Al Ka (1486 ¢V) and
works at ultra-high vacuum, in the range of 1E-10 and 5E-09 mbar. The energies of each of the
present elements were determined. The adjustments of the experimental data were carried out

with the full-width at half maximum height (FWHM) of each element analyzed.

2.3. Water sampling
Well water sample was collected from the outlet of a drinking water supply tank of the

municipality of Zinacantepec, State of Mexico (Mexico). Well water sample was characterized
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in accordance with the Mexican normativity [22] and samples were taken before the
disinfection process in duplicate. Well water samples were collected for the physicochemical
analyzes in polyethylene bottles with hermetic screw caps, pre-washed with a 1% solution of
non-ionic detergent (Extran), treated with a 5% HCI solution and abundant water and then
rinsed with deionized water. The samples were stored on ice and transported to the laboratory
where the physicochemical were processed. The parameters (chlorides, total hardness, fluoride,
iron, nitrates, nitrites, sodium, total dissolved solids and sulphates) were analyzed in a certified
laboratory. On the other hand, well water samples were sterilized previously for their use in
disinfection process.

2.4. Antimicrobial activity

2.4.1. Microorganisms and inoculum preparation

E. coli (E. coli ATCC 25922) and C. albicans (ATCC10231) have been chosen to antimicrobial
test by NaZ and AgZnZ, using the standard test dilution. E. coli and C. albicans were cultivated
and propaged in Mac Conkey and PDA mediums, respectively, with the purpose of verifying
its viability and purity.

For the experiments, 0.1 mL of an overnight culture inoculum of each microorganism was
transferred to 15 mL sterile tryptic soy broth (TSB) and was incubated with constant agitation
in a water bath shaker (New Brunswick Scientific) at 120 rpm for 18 h, at 28 and 37 °C for C.
albicans and E. coli, respectively. After incubation, the formed cells were dyed and observed
under optic microscope with the purpose of verifying its purity. Later, each microorganism was
washed by centrifugation at 10,000 rpm for 10 min (Roto-Uni 1) followed by resuspension in
deionized sterilized water using an equip (Vortex-2 Genie). Further, the bacteria and yeast

suspensions used for inoculation were prepared at McFarland 0.5 density.

2.4.2. Kinetic

The disinfection behavior of NaZ and AgZnZ, against E. coli, and C. albicans, were evaluated
individually and in consortium. For this purpose, 20 mg of each zeolite were added into 100
mL of well water inoculated with each microorganism (E. coli or C. albicans). A 0.1 mL aliquot
of well water sample was taken at 0, 20, 30, 45, 60, 120, 180, 240 and 300 min. This procedure
was carried out, in same way for consortium (E. coli and C. albicans). Immediately, the well
water samples were concentrated by vacuum filtration using nitrocellulose membranes

(Sartorius stedim biotech) with pore size 0.45 um, according to [23]. After, the membranes
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were deposited in sterile a TSB medium, the plates were growth in threes replicates at 37 °C
for 24 h, and the viable CFU on the plate was accounted daily until 3-5 days. To eliminate
interference in quantification of E. coli growth onto C. albicans in consortium, amikacin was
added previously and the CFU were obtained by difference (CFUc. amicans=(CFUE. coii + CFUc.
albicans) - CFUE. coli).

2.4.3. Chick’s model

Kinetic parameters of disinfection of well water by AgZnZ, against E. coli, C. albicans and in
consortium (E. coli - C. albicans) were calculated using linear form of Chick model. This
model is based on first-order kinetics as follows: [24].

n(xe) = —kt Eq. 1

where N: is the concentration of microorganisms (CFU/mL) at time t; No is the initial
concentration of microorganisms (CFU/mL); k is the rate constant (min) and t is the time

(min).

3. Results and discussion

3.1 Characterization

3.1.1 Morphology and elemental composition

The morphology of zeolites type clinoptilolite was not changed after it is exchanged with Na,
Ag and Zn, as it can be observed in Fig. 1a-c. Fig. 1a shows the zeolite from Oaxaca (Mexico)
exchanged with sodium (NaZ), which presented different regions with various sizes, shaped
hexagonal tiles with their imperfections. Similar results were obtained by Rossainz-Castro et
al. [24]. Fig. 1b shows crystal phases in the form of fibers in AgZnZ; typical of mordenite. This
mineral probably contributed to ionic exchange between the Na* from the mordenite to the Ag*
and Zn?* from the corresponding solutions. It was found aggregates of silver deposited on the
surface of this mineral phase, as can be observed in the same figure.

When the NaZ was in contact with the bicomponent solution of AgNO3z and Zn(NOs)2, the
morphology of the obtained modified natural zeolite (AgZnZ;) was not changed (Fig. 1c).
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However, aggregates of Ag were observed on the surface of the zeolitic components in a similar
way than for AgZnZ;.

The elemental composition of NaZ were based in elements such as O, Al, Si and K; however,
Na, Mg, Ca and Fe were found in minor proportion (Table 1 and Fig. 1d). When zeolite was
exchanged with Ag and Zn in two stages, the presence of Zn in this material, was not
outstanding, which indicate a low affinity of zeolite for Zn?* ion than Ag* ion during ionic
exchanged process (Fig. 1e). However, the existence of Ag and Zn was observed when the
modification of the zeolite was done using the bimetallic solution (Fig. 1f), which indicate that
Na* was replaced in the zeolite by both Ag* and Zn?* (Table 1). In zeolites samples exchanged
with Ag-Zn, the proportion of Na, Fe and Ca and Mg decreased respect to NaZ due to ionic
exchanged. The amount of other elements of the zeolite samples were similar considering the
standard deviations.

The Si/Al ratio of the NaZ was > to 5 characteristics of natural zeolites as clinoptilolite [25,26]
and not changes were observed after its modification with Ag and Zn. The relation of Si/Al is
important since the aluminum play a role in the physical and chemical properties and for this
reason the natural zeolites can be used as catalyzers, adsorbents, and ionic exchangers [27].
When the zeolite was modified with Ag and Zn, the data obtained clearly show the preference
of zeolite for Ag than Zn, in both systems, this behavior could be influenced by the ionic
exchanged order and radius of the metal cations (Ag is a monovalent cation and Zn is a divalent
cation). According to Eisenmann theory [16], the Si/Al ratio favor an anionic field that give
higher affinity for cations of minor charge than others, therefore Ag was more retained than Zn
in zeolite structure. Benaliouche et al. [28] explain that the monovalent cation selective ion-
exchange in aqueous solution can be causes minor noticeable alteration than divalent cation in
the zeolite crystalline structure.

Likewise, the analyses EDS indicate that the proportion of Zn in zeolite samples is major in
AgZnZ, (2.66%) than the AgZnZ; (0.18 %); while both zeolite samples presented similar
proportion of Ag (10.5 %). Based on these results, was chosen the AgZnZ, sample for carried

out the antimicrobial evaluation.

3.1.2 Textural properties
The N2 adsorption/desorption isotherms of NaZ, AgZnZ; and AgZnZ is showed in Fig. 2a-c.
The shape of the isotherms for NaZ, AgZnZ; and AgZnZ, corresponds to Type Il according

with the IUPAC classification [21,29] indicating macroporous adsorbents. Nitrogen adsorption
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isotherms show the formation of a monolayer of adsorbed gas at low pressure and multilayer
adsorption at high relative pressure [29]. In contrast, the values of mean pore diameter obtained
to NaZ, AgZnZi, and AgZnZ, (Table 2) were founded in the range of 2-50 nm, according to
IUPAC classification, these values corresponded to mesoporous materials [30].

Three zeolites showed an accelerated increment of adsorbed volume in the range of relative
pressure 0.9 to 1.0 indicating that this behavior is due to the saturation of macropores generated
by interparticle spaces [31].

Natural zeolites contain some impurities, such as clays, quartz, and other minerals which can
be influence onto textural properties of materials [30]. The Ag and Zn incorporation to the NaZ
sample has not affected the shape of N. adsorption-desorption isotherm. Furthermore,
hysteresis loop shown by the samples appears at 0.5 -1.0 relative pressure in the N2 adsorption-
desorption isotherm and correspond to hysteresis type H3 in the IUPAC classification. This
hysteresis is given by non-rigid aggregates solids consisting of plates like-particles but also if
the pore network consists of macropores which are not completely filled with pore condensate
as was mention by Thommes et al. [32]. A low-pressure region of N, adsorption plot of all
samples (Fig. 2d) shows the absence of micropores in zeolites [33]. Benaliouche et al. [28]
found that AgZn-zeolites presented a type la isotherm corresponding to IUPAC classification
and total pore volume corresponding to microporous materials.

The BET surface area, pore volume, mean pore diameter and total pore volume of samples are
given in Table 2. The BET surface area of samples follows the order: NaZget > AgZnZogeT >
AgZnZiget. The BET surface area decreased 7 % for AgZnZ, and 24 % for AgZnZ: with
respect to NaZ. This means that the Ag* and Zn?* ions were incorporated into the zeolite
network and it confirms the modification of the zeolitic material with the two metallic species.
Similar behavior was founded for the Ag" ion exchanged Y-zeolite used for CO2/CH4
separation [34], or in the case of the modification of NaY with ZnS and ZnO to obtain ZnS/NaY
and ZnO/NaY, respectively [35].

It is important to mention that the total pore volume is the highest for the AgZnZ,. The sample
AgZnZ; presents the lowest BET surface area and total pore volume, which could have a
negative effect on its antimicrobial efficiency. The Zn percentage and the textural properties of
AgZnZ; will play an important role in the kinetic process of water disinfection. This point will

be discussed later.

3.1.3 Chemical speciation
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NaZ shows the main binding energies corresponding to Na, Si, Al and O from the crystalline
structure (Fig. 3a). Similar results were found for clinoptilolite analyzed by NAP-XPS [36]. It
also was observed the presence of C in NaZ that could be an impurity of the natural zeolite
because of its origin.

Fig. 3b shows XPS spectrum of the NaZ in the Na 1s region, where a peak at 1072.11 eV was
observed. It was reported by Ruiz-Serrano (2010) that this peak is related to the binding energy
of Na in Na2O; therefore, Na ions are bonded to O ions of zeolite crystalline structure. The
peak at 102.7 eV corresponds to tetrahedral Si 2p of zeolite structure (Fig. 3c), and it is
associated to SiO4 and terminal Si—-OH groups. The binding energy at 74.41 eV in the Al 2p
energy region of zeolite sample (NaZ) corresponds to the tetrahedral AlO4 groups (Fig. 3d).
Fig. 3e shows the deconvolution of O 1s region in the NaZ, and it is observed two main peaks
at 531.36 eV and 532.34 eV, which corresponds to the O-Al and O-Si bindings, respectively
[37]. Therefore, it was presumed that the O element played an important role in the attachment
of Na-O-Si and Na-O-Al.

The modified natural zeolites (AgZnZ; and AgZnZ,) showed the presence of Na, O, Si and Al
in their bonding energy spectrum.

The XPS spectra as well as the energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) data of the
modified natural zeolites (AgZnZ; and AgZnZ:) demonstrate that Ag and Zn coexist in the
zeolitic network (Fig. 4). Fig. 4a-b shows the Ag 3d region of AgZnZ; and AgZnZ,
respectively. In this figure is observed the existence of three species of Ag, Ag* at 367.61 and
367.93 eV, Ag® at 368.47 and 368.74 eV and Ag®, at 369.55 and 369.54 eV, respectively.
According to the literature, the atmospheric oxygen (Oags), lattice oxygen (Oiat), and silanol
groups of NaZ were responsible for produced a kind of specie Ag between the ionic and
metallic form Ag®", during ionic exchange time allowing the type bonds Ag-Oads, Ag-Oat, and
Ag-O-Si [31]. The results of Table 3 indicate that the relation between the areas of Ag*™ and
Ag° was 0.47 and 0.85 for AgZnZ; and AgZnZ,, respectively. The main specie Ag for both
materials was Ag°, this chemical specie could be generated by the photolysis reaction and
thermic reduction during the modification [31,38].

The Zn amounts in the modified natural zeolites indicated that AgZnZ, had a major amount of
Zn exchanged than AgZnZ; (Table 1), and consequently different distribution of the metal Zn
species throughout the zeolite structure. The analysis of the symmetry Zn 2p®? peak centered
at 1022.1 eV, showed that the Zn was present in both zeolitic materials (AgZnZ; and AgZnZ>).

Fig. 4c-d shows the existence of two chemical species for AgZnZi and three chemical species
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for AgZnZ,. Zn-O at 1021.3 eV and 1021.1 eV, [Zn(OH)]* at 1022.2 and 1022.6 eV and Zn**
cations at 1023.5 eV [39-41]. It is important to mention that the main specie in both materials
was [Zn(OH)]" and only the Zn?* ions were founded in the AgZnZ, material. The Zn?* specie
is considered to be the specie exchanged by the Na* from the NaZ [41], and its presence could
have a positive impact on its antimicrobial efficiency.

Fig. 4e-f shows the XPS spectra of O 1s regions for AgZnZ: and AgZnZ,, respectively. The
deconvolution of the peak centered at 532 eV, indicates that exist three chemical species for
AgZnZ: and four chemical species for AgZnZ,. The binding energy observed at 530.7 is
assigned to Ag-Oiat, and Zn-Oi both correspond to bonds with the zeolitic lattice, and Zn-O
bond from ZnO compound [39,42]. Other bonds of oxygen with the components of the zeolitic
material were assigned to Al-O at 531.1 and 531.7 eV, Si-O at 532.15 and 532.59 eV and —OH
of adsorbed H20 onto surface of material at 533.1 and 533.6 eV, respectively. The Al-O and
Si-O bonds were observed in NaZ. Avval et al. [36] reported a main peak at a binding energy
of 531.3 eV in the O 1s region from the XPS spectrum of clinoptilolite. Furthermore, Chandra
et al. [43] observed in the O 1s region of XPS spectrum of nanoparticles of Ag (Ag NPSs), some
peaks in the range between 528 and 532 eV assigned to oxygen in Ag.0 and Ag-O bond
formation.

The selection of suitable zeolitic material for antimicrobial evaluation depends on several
factors such as the quantity of Ag and Zn exchanged, the chemical speciation of the metallic
components and the textural characteristics. All these factors contribute to the disinfection
behavior of the zeolitic microbicide agent. Therefore, in this work the selected material for the
antimicrobial evaluation considering E. coli and C. albicans as indicators of microbiological

polluted well water was AgAnZo.

3.2 Water quality

Table 4 summarizes the results of the parameters of the well water according to the drinking
water quality standards from the Mexican normativity [22]. Well water sample is appropriate
for drinking because only iron exceeded the permissible level (0.3 mg/L) stablish on the
normativity. Iron is present in anaerobic groundwater, and could remain without generating
color until its concentration increases. No health-based guideline value is proposed for this
metal [2].

3.3 Antimicrobial activity
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E. coli and C. albicans are typical representatives of bacteria Gram-negative and yeasts,
respectively. The antimicrobial activity of AgZnZ, was evaluated against the two
microorganisms as individual species or in consortium suspended in well water, the results are
shown in Fig. 5 and Table 5, respectively. NaZ was considered for comparison purposes. It
was found that this zeolitic material in sodium form did not show antimicrobial activity, under
the experimental conditions of this work. Ferreira et al. [44] investigated the antimicrobial
activity of Zn/Ag-NaY zeolite against bacteria (E. coli, B subtilis) and yeast (S. cerevisiae and
C. albicans). They found that there was a synergistic effect of Ag-Zn which increased the
antimicrobial activity compared with that obtained by the silver or zinc monometallic forms of
NaY zeolite.

Fig. 5a shows the antimicrobial activity of AgZnZ, and NaZ in well water samples for E. coli.
The cellular decay of E. coli was higher as individual specie than that when these
microorganisms were in the consortium. The total mortality of E. coli was reached at 60 min
in the first case and 300 min in the second case. Fig. 5b shows that AgZnZ- inhibited the growth
of C. albicans as individual specie more efficiently than C. albicans in consortium over a short
time, the time required to 100 % inhibition for C. albicans as individual specie and C. albicans
in the consortium were 180 and 300 min, respectively.

The Chick’s model was applied to describe cellular mortality kinetics. According to Eq. 1, the
In (N/No) was plotted vs. t for AgZnZ, and the results are shown in Fig. 5¢c-d. From the slope
were obtained the cellular decay rate constants, k (min), and they are shown in Table 5. The
value of k was 0.10 min™ for E. coli as individual specie. However, the rate constant (k) for the
E. coli in consortium was not determined due to the experimental data not was fitted to the
Chick’s model as it can be seen in Fig. 5c. It is important to note that the E. coli gone down at
12.5 % of survival at 25 min and then increased the CUF until it reached a maximum of 37.5
% at 125 min and finally, the total mortality was observed at 300 min.

The cellular decay rate in the case of C. albicans as individual specie was 1.47 times higher
than that for this yeast in the consortium. These results indicate that the cellular decay kinetic
as individual species of microorganisms was faster than that for the microorganism in the
consortium. The Kinetic constant of the cellular decay of E. coli as individual specie in contact
with AgZnZ, was 4 times high than that for C. albicans as individual specie also.

The results confirm that the AgZnZ; had antimicrobial activity on E. coli and C. albicans.
Furthermore, the kinetic constant depended on the type of microorganism and if these

microorganisms were presented as individual species or in consortium suspended in well water.
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Berk [4] reported that the kinetic constant of the disinfection process depends on each
microorganism, the selected disinfectant, the concentration of the disinfectant, the medium pH,
the incubation temperature, among others. Therefore, this Ag-Zn modified zeolitic material
could be considered as promising antimicrobial material for disinfection of the drinking water.
Several studies have evaluated the antimicrobial activity of Ag and Zn for the disinfection
process. Wong et al. [18] investigates the effect of Ag nanoparticles impregnated in TiO2 (N)
films on E. coli, S. pyogenes, S. aureus, and A. baumannii. Their results showed that the
antibacterial properties of these thin films are maintained in both the dark and visible light, due
to the action of photocatalyst added. Clegg et al. [45] demonstrated that the silver/sodium
bentonites have strong antimicrobial activity against E. coli, K. rhizophila and A. niger, their
results showed a significant antimicrobial activity on E. coli since a > 4.4 log reduction against
an initial load of 1.2X10° CFU/mL and that Ag* occupies exchange sites on the bentonite.
Ferreira et al. [44] investigated about the antimicrobial activity caused by bimetallic Zn/Ag-
NaY zeolite against two bacteria and two yeast and found that Ag and Zn are stabled in the
zeolite network maintaining antimicrobial activities during various cycles.

The main mechanisms to explain the antibacterial and antifungal activity of the Ag are the
follows: Ag ions can be exchanged from zeolite by other ions of the aqueous media and in this
way the Ag* attack the microorganisms through six steps [45], i) adsorption onto the negatively
charged bacterial cell membrane (polysaccharides of lipopolysaccharides); ii) penetration of
Ag* through cell wall; iii) union to the cytoplasmic membrane; iv) rupture of the cytoplasmic
membrane; V) release of intracellular constituents such as cations, nucleic acids; and vi) death
of bacteria cells [9]. Previous studies have shown that both metallic species, Ag* and Ag® pose
antimicrobial activity [18]; however, Ag® can be oxidized to Ag*, which could be produced
ROS and Kills the bacteria [19,44].

The antifungal activity of Ag against Fusarium solani was investigated by Khatami et al. [46]
and found that the antifungal activity of Ag nanoparticles is similar to amphotericin B (strong
fungicide), their mechanism consists to damage the cell wall, or total destroy and to create a
cavity in cellular membrane.

The mechanism of antibacterial activity of Zn is similar that for Ag as follows i) the release of
Zn?* (zeta potential = 11.4 mV) which generate alterations on bacterial metabolic processes
including glycolysis and transmembrane proton translocation, also generate to acid tolerance
by the electrostatic attraction with the negatively loaded membrane; ii) The reaction between

ZnO and water to produce H20O>, OH ions, and ROS, which go through the cell wall and damage
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bacterial DNA,; iii) ZnO surface could shows defect and surface charges that contribute to the
antimicrobial activity of Zn-zeolite against bacteria gram-negative [10].

Fungal colonies (Botrytis and Penicillium) treated with or without ZnO NPs were examined by
Raman spectroscopy and revealed that ZnO is able to penetrate the fungal hyphae and destroy
carbohydrates, proteins, lipids and nucleic acids [47]. Other possible mechanisms of the
antifungal activity by ZnO action, is through interaction Zn?* on components of the cell wall
(N-acetylglucosamine or on -1-3-D-glucan synthase) and oxidative stress produced by the
action of ROS [48].

With the base on the interactions between the microorganism and the metallic species of Ag
and Zn described above, it is reasonable to propose that the mechanisms that could be involved
to kill the cells of E. coli and C. albicans using AgZnZ> as an antimicrobial agent are similar.

Conclusions

The morphology of the natural zeolite (from Oaxaca) modified with Ag and Zn is similar to
that of the natural zeolite in this sodium form and clinoptilolite and mordenite are the principal
crystalline phases. The AgZnZ; and AgZnZ, present aggregates of Ag on the surface of the
mineral components. The amount and chemical species of the metallic components in the
modified natural zeolites (AgZnZi and AgZnZ;) depends on the started solutions (AgNOs or
Zn(NOs)2, and AgNOs-Zn(NOs),) to be prepared. The AgZnZ; has 14.7 times more Zn than
AgZnZ; and Zn?* is present in the zeolite network of AgZnZ,. The textural characteristics of
the natural zeolite change after the modification with Ag and Zn and the AgZnZ; has less
surface area than AgZnZo.

The iron in the well water exceeds the permissible level of 0.3 mg/L according with the
Normative. The E. coli and the C. albicans suspended in well water as individual species reach
the total mortality in short time with respect to the consortium when is used AgZnZ, as
microbicide agent. The behavior of the cell decay kinetic using AgZnZ; is best described by
the Chick’s model for E. coli and C. albicans as individual species and C. albicans in
consortium suspended in well water. The E. coli in consortium present a different behavior.
The kinetic constant for E. coli as individual species is 4 times higher than C. albicans as
individual specie. The cell decay kinetic constant for C. albicans in the consortium is affected

by the presence of E. coli.
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Tables

Table 1

Elemental composition of NaZ, AgZnZ; and AgZnZ, materials.

Element Materials
NaZ AQZnZ; AQZnZ;
(% weight)

@) 45.58+1.10 39.85+4.75 41.05+2.64
Na 0.60+0.15 0.40+0.03 0.35+0.03
Mg 1.21+0.16 1.2940.31 0.50+0.30
Al 6.89+0.23 6.17+0.60 4.61+1.12
Si 36.41+0.55 31.86+0.82 34.62+7.15
Cl 0 1.43+0.29 1.38+0.70
K 5.84+1.22 4.7410.51 2.04+0.93
Ca 1.17+0.13 1.34+0.36 0.58+0.62
Fe 2.56+0.97 2.38+1.24 1.4840.16
Zn 0 0.18+0.04 2.66+1.16
Ag 0 10.361+2.21 10.74+4.59
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Table 2

Textural properties of NaZ, ZAgZ; and ZAgZ».
Parameter Material
NaZ AQZnZ; AgZnZ;
BET Surface area m?/g 16.49 12.67 15.45
Vi (cm? STP/g) 3.79 2.91 3.55
Mean pore diameter (nm) 20.25 25.56 22.46
Total pore volume (cm®/g) 0.083 0.081 0.086
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Table 3

Chemical speciation present in the NaZ, AgZnZi and AgZnZ, zeolitic materials.

Materials

Peak NaZ Chemical specie
name BE (V) FWHM Area

Nals 1072.1 3.31 100 Na*

O 1s 531.3 2.0470 39.5 O-Al

O 1s 532.3 2.0163 60.5 O-Si

Peak AgZnZ; AgZnZ; Chemical specie
MM “BEeV) FWHM Area BE (6V) FWHM Area

Ag 3d 367.6 1.4145 27.8 367.9 1.5428 36.8 Ag*

Ag 3d 368.4 1.5024 59.0 368.7 1.4749 45.7 Ag°

Ag 3d 369.5 1.4593 13.2 369.5 1.5202 17.5 Ag®*
Zn?2p 1021.3 1.7022 44.5 1021.1 1.9096 12.9 Zn-0
Zn2p 1022.6  1.6510 55.5 1022.2  2.0519  64.9 [Zn(OH)]*
Zn 2p - - - 1023.5 2.1299 22.2 Zn*

O1s - - - 530.7 1.5955 9.8  Ag-Opat and Zn-Oyq
O1s 531.1 1.7225 29.2 531.7 1.6271 38.6 O-Al

O1s 532.1 1.5695 52.7 532.5 1.5869 40.9 O-Si

O1s 533.1 1.5900 18.1 533.6 1.6228 10.7 O-H
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Table 4

Characterization of well water from municipality of Zinacantepec, State of Mexico (Mexico).

Parameter Well water Permissible level
(mg/L) (mg/L)

Chlorides 13.0 250
Total hardness (as CaCOs) 440.8 500
Fluoride 0.04 1.5
Iron >0.5 0.3
Nitrates 1.99 10
Nitrites ND 0.05
Sodium 19.2 200
Total dissolved solids (TDS) 296 1000
Sulphates 25.7 400

ND= Not detected
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Table 5

Cell decay rates and inhibition time of E. coli and C. albicans in contact with AgZnZ; as
microbicide agent.

Microorganism Inhibition time k R?
(CFU/mL) (min) (min')
E. coli (as individual specie) 60 0.10 0.9637
E. coli (consortium) 300 NA* NA*
C. albicans (as individual specie) 180 0.025 0.9635
C. albicans (consortium) 300 0.014  0.9195

*NA: No applied
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Figures captions

Fig. 1. SEM images of a) NaZ, b) AgZnZ; and c) AgZnZ, and EDS patterns of (d) NaZ, b)
AgZnZ; and c) AgZnZ,.

Fig. 2. N2 adsorption-desorption isotherm of (a) NaZ, (b) AgZnZ; and (c) AgZnZ, and (d)
Low-pressure regions of the N2 adsorption isotherm of the zeolitic materials.

Fig. 3. a) XPS spectrum of the energy range 0-1400 eV, high resolution spectra of the b) Na 1s
region, c) Si 2p, d) Al 2p, and e) O 1s, for NaZ sample.

Fig. 4. XPS high resolution spectra of the regions a) and b) Ag 3d, ¢) and d) Zn 2p®? and e)
and f) O 1s, for AgZnZ; and AgZnZ,, respectively.

Fig. 5. Cellular decay of E. coli (a) C. albicans (b) in contact with AgZnZ,, and Chick’s model

applied to each process(c-d).
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Capitulo 5

5.1. Discusion general

El interés de modificar la zeolita natural, con especies metéalicas de Ag y Zn, a fin de
obtener una zeolita bimetalica con propiedades bactericidas y microbicidas a la vez,
eligiendo a E. coliy C. albicans como microorganismos indicadores de contaminacion
del agua, y utilizando agua de pozo pretende hacer una comparativa del
comportamiento de las zeolitas para la desinfeccion del agua en un consorcio
microbiano, ya que diversos estudios (Doli¢ et al., 2015),(Hrenovic et al., 2012),
(Ferreira et al., 2012), (Top and Ulkl, 2004) reportan andlisis de zeolitas
acondicionadas con un solo metal y evalian su actividad antimicrobiana de manera
individual para cada microorganismo de interés. Es importante conocer el
comportamiento de los microorganismos en un consorcio, esto ayudara a determinar
el metal ideal para ser acondicionado en una zeolita y con ello brindar soluciones

concretas que contribuyan en la desinfeccion del agua.

Parte fundamental del proyecto es la caracterizacion de los materiales zeoliticos, ya
gue través de las técnicas MEB, EDS, XPS y BET se conoce la morfologia y
composicion elemental, el contenido elemental y estado quimico, asi como las

caracteristicas texturales de los materiales zeoliticos.

La morfologia y composicion elemental de la roca zeolitica del estado de Oaxaca
acondicionada con sodio (ZNa), no sufri6 cambios significativos, mostro diversos tipos
de morfologias, una caracteristica de la clinoptilolita que fue en forma de losetas
hexagonales y la otra en forma de fibras (aciculas) caracteristicas de la mordenita. La
composicion elemental de la ZNa fue a base de O, Al, Siy K. Sin embargo, el Na, Mg,

Cay Fe, se encontraron en menor proporcion.

Después de llevar a cabo la modificacion de la roca zeolitica con Ag y Zn, cuando
ésta se realiz6 en dos etapas, se pudo observar pequefios cumulos metalicos
depositados sobre la superficie de la mordenita. La presencia del Zn, no se logré
apreciar claramente, lo que revel6 la baja selectividad de la zeolita por este ion
metalico (Zn?*), durante el proceso de modificacion. La morfologia de los

componentes de la roca zeolitica permanecio inalterada, después de su modificacion
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con una solucion bicomponente de Ag-Zn, debido a que se apreciaron las estructuras
de la clinoptilolita y la mordenita. Los componentes de la roca zeolitica ZAgZn2
variaron después de la modificacién, apreciandose la Ag y Zn, como componentes
del material. Es importante mencionar que el contenido de Zn se aprecié con mayor

claridad, en comparacion con el de la ZAgZn1.

De acuerdo a los porcentajes en peso, de los diferentes componentes de los
materiales zeoliticos en las muestras ZAgZnl y ZAgZn2, la concentracién de Na
disminuyé ligeramente (0.40+0.03 %, 0.35+0.03 %, respectivamente), con respecto al
de la ZNa, esto es debido probablemente al intercambio iénico de Na* por Ag* y Zn?*,
durante el acondicionamiento con AgNO3z y ZnNOs. Es importante mencionar, que el
porcentaje en peso del Mg, Ky Ca, disminuyd con respecto al de la ZNa, al modificar
el material zeolitico con la solucién bicomponente de Ag-Zn, lo que no se aprecia
cuando se parte de las soluciones monocomponentes. Esto se ve reflejado, en una

mayor cantidad de Zn en la ZAgZn2 con respecto a la ZAgZnl.

El porcentaje en peso del Zn, en las muestras zeoliticas modificadas fue de 0.18+0.04
paralaZAgZnly 2.66+1.16 parala ZAgZn2. El de Ag fue similar en ambos materiales,
siendo alrededor del 10.5 %. Con base en estos resultados, se eligié la muestra
ZAgZn2 para la desinfeccion del agua, empleando a E. coli y C. Albicans como

microorganismos de prueba.

La relacion en peso Si/Al es = a 5, para todas las muestras zeoliticas (ZNa, ZAgZn1
y ZAgZn?2). Este resultado concuerda con lo reportado en la literatura (Barragan et al.,

2016) y es caracteristico de las zeolitas ricas en clinoptilolita (Popov et al., 2006).

Los diametros promedio de poros, obtenidos de las diferentes isotermas de sorcion
de N2, para las muestras zeoliticas ZNa, ZAgZnl y ZAgZn2, se encontraron dentro
del intervalo de 2-50 nm, que, de acuerdo con la clasificacién de la IUPAC, estos
valores corresponden a materiales mesoporosos. Con relacion a las areas
superficiales especificas, la zeolita modificada ZAgZn2, fue 1.22 veces mayor que la
del material ZAgZnl y ligeramente menor a la de la ZNa. Es importante mencionatr,

gue el volumen total de poro es el mas alto para la ZAgZn2.

Y el andlisis XPS permiti6 elegir a la ZAgZn2 como el material 6ptimo para desarrollar

los ensayos microbiolégicos.
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El poner a prueba la zeolita natural modificada con plata y zinc frente a Escherichia
coli y Candida albicans en agua de pozo permitié conocer el funcionamiento de la
zeolita en un consorcio microbiano y en condiciones de agua potable. Razon por la
gue se analiz6 la calidad del agua de pozo de acuerdo con los estandares de calidad
del agua potable de la NOM-127-SSA1-1994, México. La muestra de agua de pozo
excedio solo un parametro estandar: hierro (> 0.5 mg / L). No se realizé el conteo
microbiano ya que para los ensayos experimentales las muestras de agua fueron

previamente esterilizadas.

A través del proceso de desinfeccidon se encontrd que la actividad antimicrobiana de
E. coliy C. albicans por ZAgZn2 siguio el Modelo Cinético de Primer Orden de Chick.
Los valores mas rapidos para la actividad antimicrobiana de la zeolita modificada se

lograron para E. coliy C. albicans de forma individual.
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5.2. Conclusiones y Sugerencias

5.2.1 Conclusiones

El material zeolitico natural, es una zeolita tipo clinoptilolita y el intercambio i6nico
Na*/Ag*y Zn* fue eficiente, especialmente con el método establecido en el segundo
equipo de reflujo. La caracterizacion de los materiales zeoliticos modificados y no
modificados permitio elegir a la ZAgZn2 como el material 6ptimo para desarrollar los

ensayos microbioldgicos.

El material zeolitico sédico (ZNa) fue empleado como control experimental debido
a que no tiene efecto negativo en el crecimiento de los microorganismos. Los sistemas
de desinfeccion con ZAgZn2 en agua de pozo, se ajustaron al modelo matematico de
Chick, con curvas de inhibicion de primer orden. El proceso de inhibicion celular para
los sistemas microbianos individuales es mas eficiente que en consorcio en presencia
del material zeolitico modificado con Ag y Zn. E. coli suspendida en agua de pozo, se
inhibe totalmente a los 60 minutos después de haber entrado en contacto con el
material zeolitico ZAgZn2 y para C. albicans la inhibicién total se logra a los 180

minutos.

C. albicans presenta mayor tolerancia a la reaccion de la Ag y Zn de la zeolita
modificada en el agua, tanto de manera individual como en consorcio, en comparacion
con E. coli. En el consorcio, la constante cinética de desinfeccién para E. coli en agua
de pozo frente a la ZAgZn2 es de 0.0049 min! y para C. albicans es de 0.018min™.
El tiempo necesario para la inactivacion total del consorcio microbiano es de 300
minutos.

Es importante el estudio de las zeolitas acondicionadas con metales frente a un
consorcio microbiano, esto permitira encontrar una solucién para el
acondicionamiento 6ptimo e ideal de las zeolitas, con el objetivo de ser eficiente en la

desinfeccién del agua ante cualquier tipo de microorganismos.
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5.2.2 Sugerencias

Con el proposito de mejorar el proceso de desinfeccion, reduciendo los tiempos de
contacto, a partir de estos resultados es necesario una investigacion complementaria
gue ayude a encontrar la selectividad de la zeolita por un ion metalico con propiedades
fungicidas que pueda competir con la plata ya que el zinc no se logré apreciar
claramente, lo que revel6 la baja selectividad de la zeolita por este ion metalico (Zn?*).
Asimismo, es recomendable estudiar con mayor profundidad el proceso de
acondicionamiento de la zeolita natural con las sales metalicas de Ag y Zn, con la
finalidad de favorecer especies quimicas que favorezcan el proceso de desinfeccion

mas rapidamente.
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