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RESUMEN

Con el desarrollo de nuevas tecnologias, en especial aquellas que han dado pie al estudio de
nuevos y mejores instrumentos, se le ha dado nacimiento a una gran variedad de nuevas areas de
investigacidon. Asi, surge, por ejemplo, la nanociencia y la nanotecnologia que son areas de
conocimiento que, tienen que ver con el mundo de lo pequefio pero que tiene grandes efectos
sobre el mundo macroscépico que observamos a diario, y que han experimentado un desarrollo
muy importante en los Ultimos afios. En este proyecto se quiso estudiar cdmo el tamaiio, la forma
y el grado de floculacién de cristales de cloruro de plata se ven afectados por factores como la
concentracion de AgNOs;, NaCl, SDS, TTAB, pH. Para ello se disefiaron varios experimentos
factoriales de modo en facilitar el andlisis de cdmo los factores afectan a las respuestas del sistema
ya mencionadas. Los resultados muestran que la concentracién de AgNOs, NaCl, y la interaccidn
entre ellos tiene un efecto marcado sobre la forma y el grado de floculacién. Para estudiar como
los factores mencionados afectan a la respuesta: tamafio de cristal, se midieron la distribucién de
tamafio de particulas en el Coulter LS320 de cada uno de los sistemas correspondiente a los
distintos tratamientos descritos de acuerdo a los disefios factoriales y haciendo uso del
microscopio éptico. Los resultados muestran que el tamafio de particulas es una respuesta del
sistema que es muy sensible a una gran variedad de factores incluyendo a las interacciones entre
estos. Asi resulté como los factores mads influyente sobre el tamafo de particulas las
concentraciones de AgNOs; y de SDS, ademas se encontré que el pH también afecta a dicha
respuesta. Por otra parte, un experimento factorial bajo condiciones diferentes revela que la
presencia de una mezcla SDS-TTAB en el sistema reaccionante AgNO;-NaCl tiene un efecto
tremendo sobre la forma, el tamafio y el grado de floculacién de los cristales de AgCl resultantes.
Adicionalmente, se encontré que la longitud de la cola del surfactante catidnico tiene un poder
tremendo sobre la forma y el tamafio de los cristales de AgCl. Finalmente, se realizé una aplicacion

inhibitoria sobre la bacteria E.coli de un sistema disperso de particulas de cloruro de plata (AgCl)
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INTRODUCCION

Hoy en dia muchos productos y tecnologias usan particulas para conferirle ciertas propiedades
fisicas y quimicas, o para mejorar la efectividad de un proceso. Entre las caracteristicas mas
importantes de las particulas estdn las de tipo quimico superficial, como su forma, tamafio y
distribucidn. Estas dependen en gran medida de la composicidon quimica de la particula; asi como
también de la composicién quimica y el orden de las sustancias que se adsorben sobre ella. La
forma y el tamafio aunque se ven afectados por la composicién quimica, dependen principalmente

de los multiples aspectos relacionados con el proceso de su formacion.

Hoy mas que nunca el foco de las investigaciones realizadas en sistemas coloidales se encuentran
orientados hacia la determinacién y comprensién de los mecanismos responsables del crecimiento
de las particulas, una vez alcanzado esto, la manipulacién de los factores que pueden perturbar los
mecanismos de crecimiento inducen propiedades deseadas en las particulas como la forma vy el
tamafio. Esto ultimo ha cobrado gran interés en la quimica de superficies por su aplicabilidad en
multiples desarrollos como en la catdlisis, alimentos, pinturas, textiles, conformacion de

materiales, entre otros.

Las propiedades de las particulas pueden variar de acuerdo a su tamafio. Las nanoparticulas, es
decir las particulas que poseen tamafio nanométrico (10° m) son sistemas sumamente
interesantes que poseen cualidades tan utiles como su gran drea interfacial. Existen diversas
formas de producir nanoparticulas, entre las mas usadas se tienen; via reaccidon quimica,
condensacion desde el vapor y deformaciéon mecanica. Dentro del método por via reaccion
guimica se encuentra la técnica de las microemulsiones. Un ejemplo de aplicaciéon de estos
sistemas son las particulas de plata aplicadas en la lucha contra los organismos microbianos, la
capacidad natural bactericida que posee la plata en sinergia con la ventaja desde el punto de vista
de la dosificacion que pueden poseer los sistemas de tamafio nanométrico hacen de las

nanoparticulas de plata una herramienta muy importante en el campo de la bacteriologia.

Los compuestos que poseen en su estructura molecular atomos de plata también son capaces de

reproducir la propiedad bactericida del i6n fundamental (Ag’). Ejemplo de este tipo de compuesto
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es el cloruro de plata (AgCl). Esta investigacion pretende estudiar los efectos que tiene sobre la
forma y el tamafio de particulas de cloruro de plata diferentes factores como lo son: i)
Concentracidn de sales precursoras, ii) pH del medio de reaccidn, iii) Presencia, naturaleza y
concentracién de surfactantes en el sistema de reaccion. Las diferentes respuestas emitidas son
monitoreadas a través del microscopio y el Coulter sizer para posteriormente ser procesadas y
analizadas con el método de disefio de experimentos que permite determinar en qué magnitud,
direccion e importancia acttan los factores antes mencionados sobre el tamafio, forma y grado de

floculacion de las particulas.
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CAPITULO I. El ESTADO COLOIDAL

Una mezcla es un sistema quimico conformado por dos & mads sustancias que también es
denominado también como sistema disperso; En funcidon del tamafio de las particulas que

conforman el sistema se obtiene la siguiente clasificacion:

> Dispersiones macroscépicas o groseras: son sistemas heterogéneos, donde el tamafio de

las particulas es mayor a los 50 mm.

» Dispersiones finas: son sistemas heterogéneos con tamafio de particula comprendido en

una escala menor a 50 mmy mayor a 0,1 mm.

> Dispersiones 6 sistemas coloidales: son sistemas heterogéneos, con tamafios de particula

comprendido entre 0,001y 0,1 mm.

> Soluciones verdaderas: son sistemas homogéneos, donde las particulas dispersas son

basicamente moléculas o iones con tamafo menor a 0,001 mm [1].

El estudio de las dispersiones coloidales comprende los sistemas en los que uno ¢ varios de los
componentes que conforma la dispersién tienen una dimension entre 1 nm y 1 um, las
dispersiones coloidales pueden encontrarse en gran variedad de formas y sistemas tales como
emulsiones, dispersiones de proteinas, polisacaridos, polimeros, entre otras, y su caracter
multifacético permite ser aplicado en diversas industrias como la de productos alimenticios,

industria de los plasticos, tejidos, intercambio idnico, catalisis heterogénea, entre otros [2].

En los fendmenos de superficie, las dispersiones coloidales juegan un papel fundamental, debido a
la alta relacion area/volumen del sistema, lo que le permite almacenar una enorme cantidad de
interfase, otra caracteristica de estos sistemas es su estabilidad, es decir, que la dispersion coloidal
pueda mantenerse de tal manera que las particulas que la conforman no se adhieran entre si; pero
existen diferentes fuerzas que actuan en contra de esta estabilidad, tal es el caso de las
atracciones interactivas entre particulas y la fuerza de gravedad. Las particulas como tal no
corresponden a la fuerza de gravedad sino que son regidas por el movimiento browniano; sin
embargo, una vez que las fuerzas interactivas ejercen su efecto sobre las particulas estas tienden a
unirse entre si, formando particulas mas grandes que se encuentran sujetas a la fuerza de

gravedad y que por lo tanto son depositadas en el fondo del recipiente contentivo del coloide [3].



1.1 Fuerzas que actuan en los sistemas coloidales

Las fuerzas entre particulas coloidales se deben al tamano de la superficie y a las cargas que
pueden exhibir estos sistemas. Las fuerzas de interaccién en sistemas coloidales presentan un
cardcter electrostatico y se clasifican de la siguiente manera: Fuerzas de van der Waals, Fuerzas de

tipo I6n-lon y Fuerzas entrdpicas 6 estéricas.
1.1.1 Fuerzas de Van der Waals

Son fuerzas de cardcter atractivo inversamente proporcionales al cuadrado de la distancia que las
separa, son ocasionadas por la interaccién entre dipolos instantdneos asociados a las nubes
electrénicas atémicas, dandose incluso en atomos neutros. Las fuerzas de Van der Waals
presentan un sistema integrado de fuerzas tipo: i) Dipolo-Dipolo. ii) Dipolo-Dipolo inducido v iii)

Fuerzas de dispersién de London [4].
1.1.2 Fuerzas de Tipo Dipolo-Dipolo

Son fuerzas de atraccidn que obedecen la ley de coulomb (Fuerzas entre particulas inversamente
proporcionales al cuadrado de la distancia que las separa) y que actuan sobre moléculas que
presentan momentos dipolares permanentes; Este tipo de fuerza involucra cargas de tipo parcial,
por lo que son mas débiles que las de tipo i6n-idn, y solo es efectiva a distancias muy cortas,
ademds de ser proporcional al momento dipolar exhibido por la molécula, donde a mayor

momento dipolar, mayor es la interaccién presentada.

El enlace de hidrogeno es un ejemplo de esto siendo una interaccion de tipo dipolo-dipolo
particularmente fuerte. Solo algunos elementos pueden participar en este tipo de interaccion,
como entre el dtomo de hidrogeno de un enlace polar, N-H, O-H 6 F-H, y un dtomo electronegativo
O, N o F, y como consecuencia de la energia asociada a este tipo de enlace, los puentes de
hidrogeno tienen un poderoso efecto en la estructura y las propiedades de muchos compuestos

como el amoniaco y el fluoruro de hidrogeno [5].
1.1.3 Fuerzas de Tipo Dipolo-Dipolo inducido

Son fuerzas similares a las de tipo dipolo-dipolo, sin embargo, en este caso participa una molécula
polar y otra apolar. La molécula polar induce un dipolo en su par no polar origindndose con esto la
atraccidn electrostatica. Este tipo de fuerzas son las que se ven involucradas en la disolucién de

algunos gases apolares como (Cl,) en disolventes polares [5].



1.1.4 Fuerzas de Dispersion de London

Son fuerzas de atraccién que se generan por dipolos temporales inducidos en los atomos vy
moléculas. Este tipo de fuerzas son atracciones muy débiles que ejercen su efecto Unicamente a
distancias muy cortas y existen en todo tipo de moléculas de fase condensada (liquidos y sélidos)
siendo débiles en moléculas pequefias, ademas es la Unica presente intermolecularmente en
compuestos que no exhiben momento dipolar y entre especies monoatémicas como los gases

nobles [5].
1.1.5 Fuerzas de Tipo 16n-16n

Son fuerzas de atraccién entre dos iones que obedecen la ley de coulomb, y muestra como la
energia de atraccidon entre dos iones con cargas opuestas es directamente proporcional a las
cargas de los iones involucrados, e inversamente proporcional a la distancia de separacidn. Si los
iones involucrados poseen cargas con signos iguales este tipo de fuerza cambia su caracter de

atractiva a repulsiva.

A medida que las cargas de los iones involucrados se hace mayor, mayor es la energia necesaria
para vencer este tipo de interaccidn, razon por la cual las sustancias idnicas con cargas multiples
como el AI*", Mg**, 0%, tienen puntos de ebullicién y de fusion mads elevados en comparacion con

los compuestos idnicos que solo contienen iones de una sola carga como él Na*, K" [5].
1.1.6 Fuerzas Entrépicas 6 Estéricas

Son un tipo de fuerzas de cardcter atractivo y se deben a los efectos entrdpicos de las particulas
involucradas. En la Figura (1.1) se observa como existe una zona creada entre las particulas
esféricas grandes denominada zona de exclusién que no impide la atraccidén entre particulas pero
que limita su acercamiento evitando el solapamiento de las particulas. Por otra parte también se
observa como las esferas con didametro mucho mas pequefio se encuentran estéricamente

inhabilitadas para penetrar la zona de exclusién limitando su unidn a las esferas mas grandes [6].



— {Zona de : las
esferas de particulas grandes

Atraccion en la zona de
exclusion

Figura 1.1. Interacciones estéricas entre particulas

1.2 Doble Capa Eléctrica

En la naturaleza, la mayoria de las sustancias son capaces de adquirir una carga eléctrica
superficial cuando se ponen en contacto con un medio polar, como el agua, esta carga superficial
puede hacerse efectiva mediante tres mecanismos posibles: i) lonizacién, que depende sobre todo
del pH de la solucion. ii) Adsorcién idnica, que es funcion de la adsorcién desigual de iones con
signos opuestos, por lo que puede ser tanto positiva como negativa vy iii) Disolucion de iones,
donde la disolucién desigual de iones de signo opuesto induce una carga superficial en las

sustancias ionicas.

Las cargas superficiales rigen el comportamiento de los iones vecinos a las particulas en el medio
polar, de manera que los iones que poseen carga opuesta (contra-iones) son atraidos hacia la
superficie y los iones de igual carga (co-iones) son alejados de la superficie por fuerzas de
repulsién, conduciendo a la formacidn de una doble capa eléctrica que se encuentra conformada
por la superficie cargada y su contra parte neutralizante (contra-iones) sobre co-iones distribuidos
de manera difusa en el medio polar. Segun Salager [1998] “Cuando un sdlido 6 liquido apolar esta
en contacto con una solucidn acuosa de electrolito, se puede decir en general que la superficie del
sélido 6 la interfase sdlido-liquido presenta un exceso de carga por unidad de area. Un exceso
equivalente pero de signo contrario estd ubicado en la fase acuosa préxima a la interfase, ambas

Ill

distribuciones constituyen la llamada doble capa eléctrica interfacial”. En la Figura 1.2 se observa

la capa eléctrica de un coloide altamente negativo, la capa difusa y la capa de stern [5].



Contra lon Positive——— 3
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Figura 1.2. Doble capa eléctrica generada alrededor de un coloide [7].

Se puede observar como la doble capa eléctrica se encuentra constituida por dos regiones: una
region que presenta los iones adsorbidos y una regidon que resulta difusa donde los iones se
distribuyen de acuerdo a las fuerzas electrostaticas dominantes. La capa de Stern resulta de un
modelo donde se propone que la doble capa eléctrica se encuentra dividida en dos partes
separadas por un plano, denominado plano de Stern y se encuentra localizado a una distancia de
la superficie préoximamente igual a la del radio idnico hidratado. Es decir los centros de cualquiera

de los iones adsorbidos'sobre la capa eléctrica se encuentran localizados en la capa de Stern [3,8].

1.3 Teoria de Estabilidad de Coloides Liofébicos (DLVO)

Deryagin y Landau desarrollaron por separado en los aiflos 1941 y 1948 respectivamente, una
teoria quimica destinada a comprender la estabilidad de los coloides liofébicos. Esta teoria
relaciona la estabilidad de un coloide liofébico con la energia de interaccion entre particulas,
definiendo la energia de interaccidon entre particulas (V) como una funcién de dos tipos de

interacciones posibles entre particulas: i) El potencial atractivo (VA) y ii) El potencial repulsivo (VR).

Como consecuencia del cambio que experimentan los potenciales atractivos y repulsivos conforme
se modifica la distancia interparticula; la energia de interaccidn interparticula cambia también. Las
fuerzas de atraccién lo hacen como una potencia n (1 a 3) de la distancia, mientras que las fuerzas
de repulsidn decrecen exponencialmente en funcién de la distancia interparticula, la suma de los
potenciales VA y VR definen la energia potencial total de interaccion tal como se muestra a

continuacion:



V=VA+ VR

Los términos VA y VR pueden ser modificados para cambiar la energia potencial total de
interaccion. Asi, por ejemplo: el potencial atractivo, promovido por las fuerzas de Van der Waals
(VA) resulta independiente del medio de la dispersion, pero el potencial repulsivo, promovido por
las fuerzas electrostaticas (VR) resulta bastante sensible a los cambios de concentracidn,

naturaleza y presencia de electrolitos, pH, entre otros [5].

El hecho de que la energia de interaccion entre particulas (V) varie segun el cambio de los
potenciales atractivos y repulsivos pone de manifiesto un valor maximo de magnitud de V donde
el coloide resulta estable y un valor minimo para que ocurra la coagulacién del coloide. A
continuacién se presenta una grafica de la variacion de potenciales de energia segun la teoria

DLVO [9].

— [\

Figura 1.3. Variacion de potenciales de energia segun la teoria DLVO [9].

1.4 Estabilizacion de sistemas coloidales

Las particulas conformantes de un sistema coloidal pueden ser estabilizadas atendiendo dos
mecanismos fundamentales conocidos como estabilizacion electrostatica y estabilizacion estérica.
Por otra parte estos dos mecanismos pueden ser combinados para dar paso a otro mecanismo de

estabilizacion conocido como estabilizacidn electro-estérica [10].



1.4.1 Estabilizacion electrostatica de sistemas coloidales

Las particulas metdlicas que conforman una dispersién coloidal presentan una interfase con cargas
positivas, debido a un defecto de electrones en los atomos de la superficie que pasan al medio que
las circunda, y es neutralizada por iones negativos que generalmente proceden de las sales
empleadas en la preparacion del coloide. Estas interacciones electrostaticas originan una doble

capa eléctrica integrada por iones positivos y negativos como se muestra en la figura 1.4.

Figura 1.4. Distribucidn de los iones sobre la superficie de particulas metdlicas.

Como consecuencia de la distribucion de cargas positivas y negativas sobre la superficie, la
particula metdlica presenta una carga neta negativa. La estabilidad de estos sistemas esta
gobernada por fuerzas de repulsidn entre particulas de cargas eléctricas similares que dependen
de la distancia segun 1/r’. Generalmente compuestos de caracter iénico como haluros,
carboxilatos 6 polioxoaniones originan la interfase que permite realizar la estabilizacion

electrostatica [10] [4].
1.4.2 Estabilizacion estérica de sistemas coloidales

Las macromoléculas como polimeros y oligdmeros proveen otra manera de evitar que los coloides
de caracter metdlico floculen. La adsorcién de estas moléculas sobre la superficie de las particulas
proporciona una capa protectora, sin embargo uno de los efectos que produce este recubrimiento
es la restriccion del movimiento en los espacios interparticula de las moléculas adsorbidas,
implicando una disminucion en la entropia del sistema asociada a un aumento en la energia libre.
Un segundo efecto se produce en consecuencia de un aumento en la concentracién de las
macromoléculas adsorbidas las capas protectoras comienzan a inter-penetrarse entre si, lo que
causa una repulsién osmatica ya que el solvente establecera el equilibrio diluyendo las moléculas

grandes y separando de este modo las particulas dispersas [10].
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Figura 1.5. Localizacion de macromolécula interparticula
1.4.3 Estabilizacion electro-estérica de sistemas coloidales

La estabilizacion electrostatica y la estabilizacion estérica pueden combinarse para mantener las
particulas estables en solucion, esta combinacidén se conoce como estabilizacidon electro-estérica.
Los compuestos que poseen actividad interfacial (surfactantes) generalmente proporcionan este
tipo de estabilizacion. Los surfactantes se caracterizan por poseer una estructura molecular
contentiva de dos grupos, uno apolar con poca afinidad al solvente llamado liofilico junto a otro
grupo polar con gran afinidad al solvente llamado grupo liofdbico. El grupo polar, es el responsable
de la generacidn de la doble capa eléctrica que induce la repulsién de tipo electrostatico, y el
grupo apolar es el responsable de proporcionar la repulsion estérica, un ejemplo tipico de este

tipo de compuestos son los polioxianiones tales como el BuyN+/P>W15Nb305, [10].



CAPITULO IIl. EMULSIONES

Una emulsién es un sistema constituido como minimo por dos fases liquidas inmiscibles, una de
las cuales se encuentra dispersada en forma de pequefias gotas dentro de la otra, y cuya
estructura es estabilizada por un agente surfactante denominado emulsionante. Este tipo de
sistema es termodindmicamente inestable dado que la energia libre interfacial es de tal magnitud
que existe una fuerte tendencia a minimizar la superficie de contacto y, en consecuencia, a
producir la separacién de fases. La presencia de un surfactante produce la reduccion de esta
energia libre, lo que permite la estabilizacion de una extensa superficie de contacto, no obstante,
estos sistemas siguen siendo termodinamicamente inestables y tienden eventualmente a

separarse con el tiempo [11].
Para formar una emulsion se requieren las siguientes condiciones:
» Que los liquidos sean inmiscibles.

» La presencia de un surfactante, para estabilizar la fase dispersa al formar una pelicula

elastica que rodee la superficie de las gotas.

»  La agitacion por un determinado tiempo e intensidad para dispersar un liquido en el otro

[11].

Los liquidos inmiscibles que conforman una emulsién pueden mezclarse por medio de agitacion
mecanica formandose un sistema de tipo coloidal, es decir, un sistema en el cual coexisten
especies quimicas del orden de tamafio de los nanémetros (10° m) y los micrémetros (10° m) [1].
El resultado de esta mezcla constituye un sistema donde los liquidos inmiscibles involucrados
pueden permanecer juntos aun sin el medio de agitacion. En la mayoria de los casos, para las
diferentes aplicaciones donde se requiere un producto emulsionado se debe satisfacer ciertos

parametros de estabilidad como tamafio de gota, viscosidad y composicion [12].
1.1 Clasificacidn de las Emulsiones

En una emulsién se encuentran involucradas dos fases liquidas inmiscibles, lo anterior induce la
existencia de una fase denominada continua que sirve de matriz, donde se encuentran
suspendidas gotas de otra fase denominada fase dispersa, discontinua 6 interna. Las fases

presentes en una emulsidn estan denotadas por las siglas (O) para el aceite y (W) para el agua. Las



propiedades de una emulsion cambian notablemente dependiendo de cual sea la fase continua
por lo que es oportuno clasificar las emulsiones en funcion de la naturaleza de la fase continua.
Por otra parte, es posible clasificar las emulsiones atendiendo el contenido de fase interna
(relacion volumen de fase externa y volumen total) asi como también en funcidn de la distribucidn

de tamafio de la dispersidn de particulas 6 gotas [13].
11.1.1 Segun la naturaleza de la fase continua

Dentro de esta clasificacion es posible encontrar tres tipos de emulsiones: i) emulsiones simples, ii)

biemulsiones y iii) emulsiones mdultiples.

Las emulsiones simples son aquellas en las que la fase continua es el agua 06 el aceite. Aquellas en
las que la fase continua es agua son denominadas emulsiones “aceite en agua” (O/W); si la fase
continua es aceite la emulsidn es denominada “agua en aceite” (W/0O). En este tipo de emulsiones
el agente emulsificante (surfactante) juega un papel fundamental ya que la formacién de una u
otra emulsién (O/W) 6 (W/O) dependerd si el surfactante es mas soluble en la fase acuosa 6 en la

fase oleica [6].

Las biemulsiones son emulsiones capaces de poseer dos fases internas diferentes que pueden ser
de la misma naturaleza pero de diferentes tamafios 6 de naturaleza diferentes con cualquier
tamanio, este tipo de sistemas son utilizados para inducir transferencia de masa entre dos fases

internas 6 controlar ciertas propiedades de la emulsién como por ejemplo la viscosidad [11].

Las emulsiones muiltiples son simbolizadas por las siglas W/O/W agua en aceite en agua 6 O/W/0O
aceite en agua en aceite y son sistemas en los que la fase dispersa contiene gotas dispersadas
contentivas de la misma fase continua, es decir son emulsiones que estan localizadas dentro de

emulsiones [14].
11.1.2 Segun el Contenido de Fase Interna

Ciertas propiedades de las emulsiones como la viscosidad, estabilidad y tamafio de gota varian de
acuerdo a la relacién masica existentes entre la fase dispersa y la fase continua, de esta forma se

obtienen:
» Emulsiones de muy bajo contenido de fase interna

Este tipo de emulsiones puede contener de 0 a 5% de fase dispersa, donde las gotas del liquido

disperso no presentan practicamente interacciones y no suelen ser sistemas muy estables ya que
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tienden a conformar aglomerados.
» Emulsiones de bajo contenido de fase interna

El contenido de fase interna de estas emulsiones se encuentra entre el 5 y 30%.
» Emulsiones de contenido medio de fase interna

Estas emulsiones contienen de 30 a 70% de fase interna y sus propiedades son dependientes de la
formulacién y de los métodos de producciéon de las mismas. Desde el punto de vista practico, este
tipo de emulsiones es el mas frecuente en la industria. El surfactante debe tener gran poder

solubilizante de tal manera en asegurar la estabilidad de la emulsion.
» Emulsiones de alto contenido de fase interna o HIPR (High Internal Phase Ratio)

Son aquellas que contienen por encima del 70% de fase interna, y su comportamiento es
altamente impredecible. Este tipo de emulsién no es muy comun, aunque puede hallarse en

emulsiones alimenticias, productos farmacéuticos y emulsiones asfalticas y bituminosas [11].
11.1.3 Segun el Tamaiio de Gotas

Dentro de esta clasificacion se encuentran las emulsiones de tamafio macro (macroemulsiones) y
las emulsiones de tamafio nano (nanoemulsiones). Las microemulsiones también se encuentran
catalogadas dentro de esta clasificacion y a menudo son confundidas con emulsiones que poseen

distribucién de tamano micrométrico de particula.

Las macroemulsiones son sistemas que presentan particulas con didametros que varian entre 1y
100 um, son facilmente visibles al microscopio y las gotas que conforman estos sistemas son lo

suficientemente pesadas como para asentarse por efecto de la fuerza de gravedad [5]

Las nanoemulsiones son sistemas de dos fases en los que el tamafio de gota estd comprendida
entre 50 — 500 nm. Son emulsiones que no requieren alta concentracion de surfactantes para su
formacion y que como el resto de las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables,

traslucidos y presentan alta estabilidad cinética [5,15].
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11.1.4 Microemulsiones

De acuerdo a lo expresado por Salager (1999): “En el campo de los coloides se encuentran las
macromoléculas (coloides liofilicos), las suspensiones sélidas (soles) y los agregados de surfactante
(micelas). Cuando una micela solubiliza aceite en su interior, tiende a hincharse; en cuanto la
solubilizacién alcance una fraccion notable del sistema, se produce una estructura llamada
microemulsion. Una microemulsién es una solucion micelar "hinchada", y es por lo tanto no una
emulsion sino un sistema monoféasico” (p. 4). Por lo tanto, una microemulsion puede ser vista
como pequeiios compartimientos o pequeiios tubos de ensayo producto de la interaccidon
surfactante-agua-aceite, las microemulsiones de acuerdo al ordenamiento de sus micelas pueden
ser directas, inversas y bicontinuas (Ver Figura 3.3). Una de las propiedades mds importantes de
los sistemas micelares es su disponibilidad para solubilizar una gran variedad de especies y llevar a
cabo dentro de estos sistemas reacciones tanto organicas como inorganicas. De esta manera, es
posible inducir fendmenos dentro de este pequefio compartimiento de manera que, en su interior
puedan disolverse materiales, tales como metales de transicién y sales precursoras de la particula

de metal requerida [16].
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Figura 2.1. Posibilidades de ordenamiento de micelas en una microemulsion [16]

En la actualidad el estudio de la sintesis de nanoparticulas empleando microemulsiones es muy
diverso; sin embargo, no siempre es facil determinar el mecanismo por el cual se lleva a cabo la
formacion de la particula en el interior del sistema micelar, por lo tanto, es necesario realizar un
analisis detallado a partir de la formacion de complejos en solucién de las sales que formaran la
particula, para relacionar las propiedades de tales complejos con el tipo de microemulsién

requerida, tomando en cuenta las posibles interacciones de los complejos con las moléculas de
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surfactante y la fase organica utilizada [10].
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CAPITULO I1l. SURFACTANTES

Los surfactantes, son sustancias quimicas caracterizadas por poseer en la misma molécula dos
grupos que difieren ampliamente en sus relaciones de solubilidad. El grupo que tiene afinidad por
compuestos polares tales como el agua, se conoce como parte hidrofilica, mientras que la parte
lipofilica es aquella parte de la molécula del surfactante tiene afinidad por compuestos no polares,

(generalmente una cadena hidrocarbonada con 12 a 20 atomos de carbono) [17].

e

Grupe Grupe
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Figura 3.1 Estructura del Surfactante SDS

Los surfactantes, tienden a concentrarse como una monocapa en la interfase, tal como la de agua-
aire o la de aceite-agua. El término interfase, se refiere a la frontera entre dos fases inmiscibles,
mientras que él término superficie, se utiliza para denotar la interfase liquido-gas. En la interfase,
las moléculas de los surfactantes se ordenan en forma tal que la parte hidrofilica permanece en el
agua mientras que la parte lipofilica penetra la fase no-polar del sistema. Esta orientacion
molecular de los surfactantes, puede comprobarse experimentalmente en varias formas,

especialmente a través de medidas de tensiones interfaciales [1].

poste A/ Parte lipdfilica
SN N
00000
Agua '\ Parte hidrofflica

Figura 3.2. Distribucion del Surfactante en la interfase

El hecho de adsorberse en interfases, le confiere a los surfactantes propiedades muy particulares.
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Convirtiéndolos, tal vez, en las sustancias mas versatiles que existen en la industria quimica. En
general los surfactantes son utilizados en la produccién de emulsiones y en la estabilizaciéon de

espumas.
I11.1 Clasificacion de los Surfactantes

De acuerdo a sus afinidades los surfactantes pueden clasificarse de la siguiente forma: Hidrofilicos,

que tienen mayor afinidad por el agua, y Lipofilicos que tienen mayor afinidad por el aceite [17].

Por otra parte, existe otra clasificacion que diferencia a los surfactantes dependiendo de la

naturaleza del grupo hidrofilico en:
111.1.1 Anidnicos

La porcidén activa de la superficie del surfactante lleva una carga negativa que generalmente es
acompafiada por un cation que puede ser un metal o un amonio cuaternario, como principal
propiedad se puede mencionar que la solubilidad aumenta con la temperatura. Son los
surfactantes de mayor produccidn y se emplean como detergentes, jabones y agentes espumantes

[18].
111.1.2 Cationicos

La porcidn activa de la superficie del surfactante lleva una carga positiva y generalmente es
acompafiada por un anion halogenuro. La gran mayoria son compuestos nitrogenados del tipo sal
de amina grasa o de amonio cuaternario. Este tipo de surfactantes no son de uso tan extendido,
debido a que su fabricacidon es mds costosa, siendo su utilizacion muy especifica en emulsiones

asfalticas, enjuagues capilares y bactericidas [18].
111.1.3 No iénicos

En solucién acuosa no forman iones, ya que su parte hidrofilica ésta formado por grupos polares
no ionizados como: alcohol, éter o éster. Estos tienen la ventaja de que son estables frente a la
mayoria de los productos quimicos en las concentraciones usuales de empleo, al no ionizarse en
agua, no forman sales con los iones metdlicos y son igualmente efectivos en agua blanda o dura.
Su naturaleza quimica los hace compatibles con otros surfactantes catidnicos, anidénicos y coloides
cargados positiva y negativamente. Por otra parte sus caracteristicas los hacen altamente valiosos
como materias primas, base para formulacion de diversos productos para la industria de la

agricultura, curtido, latex, textiles, procesos de metales, pinturas en emulsion, petréleo, pulpa y
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papel, limpiadores [18].
111.1.4 Anfotéricos o de Pares Idnicos

Los surfactantes de este tipo combinan en una sola molécula un grupo anidnico y otro catidnico,
siendo los aminoacidos y fosfolipidos (lipidos complejos en cuya composicion intervienen carbono,
hidrégeno, oxigeno, fésforo y nitrégeno) ejemplos de este tipo de sustancias. Estos surfactantes

son de poco uso, debido a su alto costo de produccion.

Por otro lado también podemos clasificar los surfactantes de acuerdo a su origen: Sintéticos, que
son los surfactantes que se obtienen mediante reacciones quimicas. Y los Naturales, que se
refieren a aquellos que provienen de fuentes naturales, animales o vegetales, que siguiendo un
proceso de extraccion y purificacion son obtenidos sin sufrir modificaciones quimicas que alteran

estructural y biolégicamente su condicion natural [17].
111.2 Balance hidrofilico lipofilico (HLB)

Griffin, en 1949 introdujo el concepto de HLB al notar que existia una relacién entre la naturaleza
de un surfactante y sus propiedades como agente tensoactivo y emulsionante. El HLB esta basado
en un método experimental, que consiste en asignar un cierto numero a los agentes

emulsionantes mediante la observacion de la estabilidad de una emulsién.

La escala de numeros va desde el 1 hasta el 20, donde se asignd el nimero 1 al acido oléico
(C1gH3405) y el nimero 20 para el oleato de potasio. Todos los otros nimeros en la escala del HLB

se derivaron de estos dos estandares primarios.

Para ciertos tipos de surfactantes, el valor experimental del HLB estd relacionado con la formula
guimica del surfactante. Los surfactantes con valores altos de HLB se relacionan con emulsiones
del tipo O/W o hidrofilicas y surfactantes con HLB bajo se relacionan con emulsiones W/O o
lipofilicas. Especificamente, una emulsion W/O estara comprendida entre un intervalo de 3-9 en la

escala del HLB, mientras que en un rango de 11-18 de HLB, la emulsion serd O/W [5,19,1].
l1l.3 Propiedades de las Soluciones de Surfactantes

Los surfactantes poseen dos propiedades fundamentales: Son capaces de ubicarse en una
interfase segun el fendmeno llamado adsorcion, y también son capaces de asociarse para formar

polimeros de agregacion llamados micelas.
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111.3.1 La Adsorcion

La adsorcidn es un fendmeno espontaneo impulsado por la disminucidn de energia libre del
surfactante al ubicarse en la interfase y satisfacer parcial o totalmente su doble afinidad. Cuando
una molécula de surfactante se ubica en forma orientada en una interfase, se dice que se adsorbe
[3]; es decir como se dijo anteriormente todos los surfactantes poseen una molécula que presenta
a la vez un grupo polar (o hidrofilico) y un grupo apolar (hidrofébico o lipofilico), en vista de su
dualidad polar-apolar, una molécula de surfactante no puede satisfacer su doble afinidad ni en un
solvente polar, ni en un solvente orgdnico. Cuando una molécula de surfactante se coloca en una
interfase agua-aire 6 agua-aceite, ella puede orientarse de manera a que el grupo polar esté en el

agua, mientras que el grupo apolar se ubica "fuera" del agua, en el aire o en el aceite [17].

La adsorcion es un fendmeno dindmico que esta contrarrestado por la desorcién. El equilibrio
adsorcion/desorcion se establece entre la interfase y el seno de las fases inmiscibles. En
consecuencia, se llega muy rapidamente a una saturacion de todo el espacio disponible en la
interfase formandose una capa monomolecular o monocapa, en la cual las moléculas de
surfactante tal y como establece Anton y Salager (1990) “se encuentran dispuestas en forma
geométrica apropiada de acuerdo a su orientacion polar-apolar (interacciones con los solventes) y

a las atracciones o repulsiones (interacciones entre moléculas de surfactantes)” [4,17].
111.3.2 La asociacion micelar

Cuando la concentracion de surfactante aumenta en la fase acuosa, se produce rapidamente la
saturacion del area interfacial y como consecuencia el nimero de moléculas disueltas tiende a
aumentar. A partir de cierta concentracidon, denominada Concentracidon Micelar Critica (CMC), el

surfactante produce estructuras poliméricas de asociacion o agregados denominados micelas.

En una solucién acuosa la fuerza motriz principal que favorece la formaciéon de micelas es el efecto
hidrofdbico, es decir, la sustraccién de la parte apolar del surfactante del contacto con las
moléculas de agua y la formacién de un contacto mads favorable desde el punto de vista energético

con las partes apolares de otras moléculas de surfactante [17].

El nimero de moléculas que forman una micela generalmente es superior a cien y los agregados
tienen formas geométricas que varian entre esféricas y cilindricas. La forma de las micelas
depende de varios factores, siendo los mas importantes, la concentracion del surfactante, la

fuerza idnica de la solucidn y la temperatura [5,6].
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Figura 3.3. Formas Tipicas de las Micelas [20]

La mejor forma de visualizar las micelas es imaginarse que la parte hidrofilica del surfactante esta
en contacto con el agua, mientras que los grupos lipofilicos se unen en el interior del agregado
creando una regién de la cual se encuentra esencialmente excluida. El interior de las micelas se
asemeja a un liquido parafinico. Una situacién similar ocurre cuando el surfactante se disuelve en
un solvente no polar, en este caso las micelas formadas se conocen como micelas inversas, en las
cuales los grupos hidrofdbicos se orientan hacia fuera, es decir, en contacto con el liquido no polar

mientras que las partes hidrofilicas se unen en el interior del agregado.

° e
“Solucion acuosa “Solucion oleica

Figura 3.4. Tipos de Micelas [20]

111.3.2.1 Concentracion Micelar Critica (CMC)

Es la concentracion a partir de la cual las fuerzas que favorecen la formacion de micelas (efecto
hidréfobo), superan a las fuerzas que se oponen a ésta (repulsion entre las partes polares). El
fendmeno de micelacidon es importante, no sélo porque varias propiedades interfaciales como la
solubilizacién dependen de éste, sino también porque afecta la tension interfacial, adsorcion a

interfases y estabilidad de sistemas coloidales, entre otras propiedades [17].
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La concentracién donde ocurre la formacion de micelas, estd bien definida y puede ser identificada
por medio de la observacién del comportamiento de alguna de las propiedades de equilibrio o
transporte de la solucién, la cual cambia abruptamente en un punto dependiente de la
concentracién dada. La concentracion de surfactante a partir de la cual la tensién superficial se
hace constante viene a ser la concentracion micelar critica (CMC), y a partir de ésta se comienzan a
formar las micelas de lo que anteriormente eran sélo mondémeros. Esta se representa al construir
la isoterma de adsorcidon producto de graficar la tensidn interfacial en funcion del logaritmo de la
concentracion de surfactante en una solucidn acuosa. Inicialmente la tensién interfacial de la
solucion decrece casi linealmente con el logaritmo de la concentracion, para luego permanecer

casi practicamente constante [19] [5].

Las micelas parecen formarse en un rango estrecho de concentraciones de surfactantes, no
obstante para fines practicos se considera que la formacién de las micelas se inicia cuando se
alcanza la concentracion micelar critica. Asi, para concentraciones inferiores a la CMC, solo existen
monomeros (moléculas de surfactantes) en solucidén, pero para concentraciones iguales o

superiores a la CMC, existen mondmeros y agregados moleculares en la solucién.
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Figura 3.5. Tension Interfacial en funcion de Log. Concentracion de Surfactante, donde se representa la CMC [20]

11l.4 Tension Superficial e Interfacial

La tension superficial es el resultado de la existencia de una presion interna, una fuerza, que dirige

las moléculas dentro del liquido y es perpendicular a la superficie [21].
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Las moléculas que se encuentran situadas en el seno de un liquido estan sometidas a fuerzas
iguales de atraccion en todas direcciones, mientras que, las que estan situadas en la superficie
experimentan fuerzas atractivas no equilibradas con un empuje resultante hacia el interior. Tantas
moléculas como sea posible abandonaran la superficie para pasar al interior del liquido, con lo cual
la superficie tendrd que contraerse espontdneamente; el efecto resultante de las fuerzas de
contraccién es lo que da origen a la tension superficial [22]. Esta depende de la naturaleza del
liqguido, del medio que le rodea y de la temperatura y es responsable de la resistencia que un
liquido presenta a la penetracién de su superficie, de la tendencia a la forma esférica de las gotas
de un liquido, del ascenso de los liquidos en los tubos capilares y de la flotacion de objetos u

organismos en la superficie de los liquidos [23].

La tensidn interfacial es la fuerza por unidad de longitud que se requiere para crear una nueva
unidad de superficie; entendiéndose por unidad de superficie el area superficial que ocupa una
molécula que se encuentra en la superficie de contacto entre dos liquidos inmiscibles. Esta indica
un limite entre dos liquidos inmiscibles donde las propiedades cambian desde el seno de un
liguido al seno del otro. Se define como el trabajo reversible e isotérmico necesario para aumentar

la interfase en una unidad por area a composicion constante [5].
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Figura 3.6. Fuerzas de Atraccion entre Moléculas en en el interior de un liquido [21]

CAPITULO IV. APLICACIONES PRACTICAS DE LA PLATA COLOIDAL

La plata (Ag) es un elemento quimico que, de manera natural, posee propiedades tan interesantes

y con tanta aplicabilidad como su condicién antiséptica. Este efecto antimicrobiano, le confiere a
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la plata y a los compuestos plateados, es decir a los que en su estructura poseen este elemento
guimico como el cloruro de plata AgCl, un extenso campo de aplicaciéon en varias ramas de la
medicina. Solo por citar algunos: en oftalmologia, el uso de gotas de plata coloidal es un
tratamiento de gran aplicacién contra las infecciones, el empleo de pomadas para urologia-
ginecologia con bases de plata, el uso de astringentes a base de plata para los trastornos
intestinales como consecuencia de la ingesta de alimentos y bebidas contaminados, tratamientos
de quemaduras con nitrato de plata, entre otras aplicaciones. Adicional a estas aplicaciones, han
surgido nuevas usos para la plata como: la elaboracién de catéteres bactericidas, materiales
quirargicos, pinturas y utensilios para hospitales. Asi como en otros campos como lo son la

industria de alimentos, veterinaria, potabilizacion del agua, electrdnica, entre otras [24].

El desarrollo de bactericidas a base de plata es actualmente impulsado por dos factores
importantes, por una parte, las bacterias han ido desarrollando una resistencia ante los
antibiéticos convencionales disponibles en el mercado, y por otra parte, la imposibilidad de la

resistencia bacteriana ante la plata [25].

Los mecanismos de accion de los bactericidas a base de plata convergen en que la efectividad de
este elemento quimico sobre los sistemas bacteriales es ocasionada por la interaccion especifica
de los iones plata con grupos sulfhidrilo (-SH) ubicados en la pared celular bacteriana. La actividad
antimicrobiana va a depender de la acumulacién intracelular de bajas concentraciones de iones
plata, que interactlan con las enzimas, proteinas y dacidos nucleicos produciendo cambios
estructurales en la pared celular bacteriana, membranas y acidos nucleicos afectando su viabilidad

[25].

Existen diferentes microorganismos sobre los que actualmente, se evalia la plata como agente
bactericida. La Escherichia coli (E. coli) es un ejemplo de ello. E.coli es un microorganismo
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae que representa el grupo mas grande y heterogéneo
de bacilos gramnegativos con importancia clinica. Estos microorganismos se encuentran de forma
universal en el suelo, agua, vegetacion y forman parte de la flora intestinal normal de muchos
animales, entre los que estdn los humanos. Estas bacterias producen un gran numero de
enfermedades al ser humano como: Septicemias, infecciones del tracto urinario y muchas
infecciones intestinales. En la actualidad se presenta el problema de la resistencia bacteriana

como consecuencia del uso indiscriminado de antibidticos lo que hace complicado establecer una
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terapia antibidtica eficaz. Por esta razén se hace necesario desarrollar agentes antimicrobianos
capaces de atacar efectivamente a estos microorganismos y que tengan pocas posibilidades de

desarrollar resistencia bacteriana [25]

Diferentes métodos de laboratorio son usados para determinar in vitro la susceptibilidad de
bacterias ante agentes microbianos. En muchos laboratorios de microbiologia clinica, el test de
difusién en agar es usado en forma rutinaria para bacterias de rapido crecimiento y algunas
bacterias fastidiosas patégenas como la Escherichia coli; el método estandarizado de difusién en
disco (test de difusion en agar “Kirby Bauer”) descrito por el Laboratorio Internacional de
Referencia: National Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS) es uno de los mas usados

actualmente para la determinacion de la susceptibilidad bacteriana [25].
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CAPITULO V. ANTECEDENTES Y PLAN DE TRABAJO

V.1 Antecedentes y justificacion

Desde el punto de vista practico, las caracteristicas mas importantes que poseen los sistemas
coloidales son dos: i) sistemas contenedores de gran nimero de particulas y ii) sistemas de gran
area interfacial. Estas caracteristicas tan particulares inducen en estos sistemas una gran variedad
de propiedades y fendmenos casi Unicos que los distinguen de manera marcada de los demas
sistemas. Asi, las particulas conformantes, debido a su gran nimero, estan presentes de manera
cercana en casi todos los puntos del sistema; Aunado a esto, su gran area interfacial permite una
gran tasa de transferencia de masa. Estas dos propiedades fundamentales le confieren a los
sistemas coloidales un inmenso potencial para ser aplicados en muchas soluciones tecnoldgicas y

cientificas [5,2].

Actualmente, las investigaciones dirigidas a desarrollar nuevos métodos de obtencion de
particulas, la comprensidn de los mecanismos de su crecimiento, asi como también la forma y el
tamafio de las mismas, han cobrado gran interés en la quimica de superficies. Existe una gran
cantidad y variedad de estudios que interpretan las diferentes respuestas emitidas por los
sistemas de particulas coloidales cuando son sometidos a factores como: i) Concentracién de sales
precursoras ii) pH iii) Presencia y naturaleza de surfactantes. Los diferentes y novedosos métodos
de obtencion de particulas como: a) sol-gel b) electrodeposicion c) microemulsiones inversas; han
permitido desarrollar aplicaciones que ya se encuentran disponibles en industrias como:

alimenticia, farmacéutica, pinturas, entre otras [10].

Snigdhamayee y col [26] estudiaron el sistema Au (iii) idnico — metanol — agua, la respuesta
monitoreada fue la forma de la particula, siendo la misma determinada por microscopia de
transmision electrénica. Encontraron que si la polaridad del solvente (agua) permanece constante
asi como la concentracién del reductor-estabilizador, la forma de las particulas dependia
Unicamente de la concentracion del co-solvente (metanol). Snigdhamayee y col determinaron que
para bajas concentraciones de metanol, las particulas adquirian una forma triangular, mientras
gue a medida que se elevaba la concentracién de metanol en el sistema las particulas tomaban
una forma esférica. Asi mismo, observaron que a medida que la concentracién de metanol se

elevaba las particulas de oro se hacian mas pequenas.
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Mohammed Baalousha [27] realizé un estudio sobre la agregacion y la desagregacién de nano-
particulas de 6xido de hierro evaluando dos factores: i) concentracion de oxido de hierro v ii)
presencia 6 no de materia organica. Baalousha encontrd que la agregacion se veia favorecida si la
concentracidon de éxido de hierro se elevaba, asi como también, que bajas concentraciones de
materia organica no causaron efecto alguno en la agregacion de las particulas. En cuanto a la
desagregacion, se estudié a pH= 7 con concentraciones variables de materia orgdanica, resultando
gue una elevacion de la concentracion y por ende de la adsorcion de moléculas de materia
organica produce un aumento de las fuerzas de tipo estérico ocasionando la desagregacion de las
particulas, la desagregacion cambid conforme aumentaba la concentracidon de materia organica y

disminuyd como es de esperarse con el tiempo.

Anthony Ratkovich y col [28] realizaron sobre el sistema precursores de Zinc-Alcohol Isopropilico-
Hidréxido de Zinc, un estudio de crecimiento de particulas de dxido de zinc. Encontré que tanto el
tamafio como la tasa de crecimiento de las particulas eran respuestas muy afectadas por la
presencia y el incremento en la concentracién de hidroxido de Zinc (precursor) y la presencia de
un compuesto surfactante. Esta investigacion evalud dos tipos de surfactante sobre el sistema: i)
Adamantane acido carboxilico y ii) monocarboxilatos (p.ej., el acetato y tribromoacetato). Las
diferencias entre los efectos ocasionados al variar el tipo de surfactante van desde la inhibiciéon de
crecimiento de las particulas (Adamantane) hasta la formacién en solucion homogénea de las
particulas de oxido de zinc. El resultado de esta investigacion sugiere que la presencia y el tipo de
surfactante es un factor controlante en la formacion de las particulas pudiendo, de acuerdo a lo
requerido y con una eleccion adecuada del tipo de surfactante inhibir o promover la formacion de

particulas de 6xido de zinc en solucién homogénea.

En lo referente a los métodos de obtencion de particulas, Wanzhong y col [24] obtuvieron
nanoparticulas de plata empleando dos microemulsiones, una con nitrato de plata y la otra con
hidrato de hidracina solubilizados en agua, dodecano como fase aceite y AOT como surfactante.
Las microemulsiones son mezcladas permitiendo la reaccién que da origen a la formacién de la
plata idnica. Este sistema fue observado a través del microscopio electronico de barrido TEM, que
reporta la presencia de particulas esfericas (plata) en solucién. La solucion resultante posee

aplicaciones bactericidas sin necesidad de separar la plata ionica de la solucién.

En la naturaleza existen elementos que de manera natural gozan de propiedades tan especiales

como la bactericidad, ejemplos de estos elementos son la plata y la alimina. I. Mohammed Sadiq
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y col [29] realizarén un estudio para determinar la sensibilidad antimicrobial que poseen las
nanoparticulas de alumina sobre la bacteria Eschericia Coli. A través de esta investigacidon
lograron, en primer lugar, determinar una concentracion moderada inhibitoria para la dispersién
de alumina ante la bacteria, resultando la misma en 1000 mg/It. En este trabajo se observé que,
con excepcién de las muy altamente concentradas, las nanoparticulas de alumina tenian un efecto

inihibitorio muy poco efectivo 6 nulo sobre la bacteria Eschericia Coli.
V.2 Objetivos

1) Este proyecto de investigacion se propone estudiar la forma y el tamafio de particulas de
cloruro de plata sometidas a presencia de surfactantes, cambios de pH del medio de reaccion y

cambios de concentracion de sales precursoras (NaCl) y (AgNO3).

2) Evaluar la capacidad bactericida de sistemas de particulas coloidales de Cloruro de Plata en

medios de cultivo de la bacteria E. COLI

V.3 Parte experimental

V.3.1 Materiales

Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron diversos materiales, equipos e instrumentos
necesarios para llevar a cabo los experimentos realizados. Entre los instrumentos utilizados se
tienen: micropipeta automatica de 1-5 ml con apreciacién de 20 ul, marca BioPette ™, modelo BP
5000; micropipeta automatica de 0,1-1 ml con apreciacion de 1 pl, marca HTL labmate ™,
micropipeta automatica de 20-200 pl con apreciacién de 0,1 pl, marca HTL labmate ™, micropipeta
automatica de 0,5-10 pl con apreciacion de 0,01 ul, marca HTL labmate ™, balones aforados de
100 y 250 ml, apreciacién de 0,1 y 0,15 ml respectivamente, marca LMS Germany, discos de petri,
marca LMS Germany, Filtros Milipore Microcon 10000 MWCO y 3000 MWCO, papel de filtro.
Materiales de vidrio como laminas portaobjetos de microscopio, tubos de ensayo, frascos de
compotas usados como contenedores, mezclador de vidrio; materiales de otro tipo como gradillas,

marcadores, papel plastico envolvente, pisetas.

Los equipos utilizados fueron:

» Microscopio electrénico de barrido. Scanning Electron Microscope. Modelo S-2500. Hitachi
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Microscopio de Fuerza atémica

Microscopio dptico.

Coulter sizer Beckman Coulter ™. Lab. FIRP Universidad de los Andes.
Turbidimetro DR/890 Colorimeter

Balanza analitica con una apreciacion de 100 pg, Modelo Adventurer ohaus
Estufa Mennert modelo U-2072247

Centrifuga M-5804. Merck Chemicals

Mechero tipo Bunsen

Videocamara digital SONY Handycam modelo DCR-DVD 108/DVD308

Camara fotografica HP modelo Photosmart R847

Las sustancias y reactivos utilizados fueron:

>

>

Cloruro de Sodio. Grado analitico marca Riedel-Deltaéh

Nitrato de plata. Grado reactivo marca Riedel-Deltaéh

Acido acético. Grado analitico marca Riedel-Deltaéh

Acetato de sodio. Grado analitico marca Riedel-Deltaéh

AOT. Bis(2-etilhexil)-sulfosuccinato de sodio Pureza: 95%. Fisher Scientific.

SDS. dodecil sulfato de sodio. Pureza: 95%. Scharlau Chemie SA.

Sulfato de amonio. (Grado analitico) marca Riedel-Deltaéh

Amoniaco. (grado analitico). Pureza: 35%. marca Riedel-Deltaéh

TTAB. Bromuro de Tetradecil Trimetil Amonio. Pureza: 99%. Sigma Aldrich

DTAB. Bromuro de Dodecil Trimetil Amonio. Pureza: 99%. Sigma Aldrich
Kerosene Filtrado obtenido en el laboratorio FIRP de la Universidad de los Andes
Agua pura y destilada obtenida en el laboratorio FIRP de la Universidad de Los Andes

Cultivo de bacterias Escherichia coli. Obtenido de una muestra clinica
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> Agar Miller Hinton
» Antibiotico: Ciprofloxacina (CIP). Sigma Aldrich
» Antibidtico: Amoxicilina acido clavulanico (AMC). Sigma Aldrich

» Antibiotico: Trimetropin sulfa metoxazol (STX). Sigma Aldrich

V.3.2 Metodologia experimental

V.3.2.1 Sistema SDS
Se disefid un experimento que permitiera establecer en primer lugar cual de los factores
involucrados posee influencia sobre las respuestas monitoreadas, una vez identificado esto, se

procede a determinar cual es el orden de importancia en el que estos acttan, en la Tabla nimero

5.1, se resumen los factores y las respuestas monitoreadas en el sistema SDS.

Tabla 5.1.Factores estudiados y respuestas monitoreadas para el sistema SDS

FACTORES RESPUESTAS
Concentraciéon de AgNO3

Concentracién de SDS | Forma de las particulas
Concentracién de NaCl | Tamafio de las particulas

pH del medio

Para la realizacidn de este experimento se preparan soluciones de AgNO; y de NaCl al 3y 20% en
peso respectivamente, adicionalmente se prepara una solucién acuosa de SDS de concentracién
500 mM y un sistema buffer (acido acético-acetato de sodio) que proporciona dos pH acidos: 4,74

y 3,78 respectivamente.

Para la determinacién del tamafio y forma de las particulas dispersas en los sistemas obtenidos se

utiliza el coulter sizer y el microscopio optico.

El hecho de que existan diferentes factores que afecten la forma y el tamafio de las particulas y lo
complejo que puede resultar analizar los resultados de los mismos, condujo a hacer uso de de una
técnica conocida como “Diseno de experimentos” [30]. El utilizar esta técnica permite ejecutar un
experimento que muestre el efecto de cada factor sobre las diferentes respuestas monitoreadas,

las relaciones existentes entre cada factor, y las interacciones que puedan existir entre los
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diferentes factores involucrados.

A continuacidon se muestra la forma en que se disefiaron los diferentes experimentos que se

ejecutaron en este proyecto.

Una vez definidos los factores a analizar, debemos determinar la cantidad de niveles en que se van

a evaluar dichos factores, es decir el intervalo de valores de evaluacion de los factores; estos

valores pueden ser cualitativos o cuantitativos. El numero de tratamientos se calcula como la

cantidad de niveles elevado al nimero de factores, es decir, para el caso que se tiene 4 factores y

2 niveles, nos daria 2* = 16 tratamientos. Los factores son representados por las letras capitales A

— Z, mientras que los niveles se representan por simbolos operacionales (-), (+), al menor de los

valores se le asigna el singo (-), al mayor el signo (+). Entendido esto, procedemos a montar un

disefio experimental factorial 2°. Para el sistema SDS se tiene que:

Los factores y los respectivos niveles son:

A.

B.
C.
D

Concentracién de AgNO; [0,06 y 0,6 mM]

pH del sistema [4,74 y 3,78]
Concentracion de SDS [100y 10 mM]
Concentracién de NaCl [2% vy 0,2]

Tabla 5.2 Representacion de un disefio experimental 2

Tratamientos
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C
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El algoritmo de Yate [30], es un método para estimar, de una manera sencilla, el efecto que tienen
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los distintos factores y las interacciones entre estos sobre la(s) respuesta(s) del sistema. El mismo
consiste en una serie de operaciones aritméticas sencillas ejecutadas de manera practica con una

hoja de calculo como el Excel.

V.3.2.2 Sistema anidnico/catiénico

Para la realizacion de este experimento se dispone de soluciones de AgNOs y de NaCl al 3y 20% en
peso respectivamente, adicionalmente se prepara una solucién acuosa de SDS de concentracién
500 mM y de TTAB 100 mM. Para modificar el pH del sistema se introducen soluciones de

amoniaco concentrado (pH 12) y de acido acético (pH 4).

Para la determinacion del tamafio y forma de las particulas dispersas en los sistemas obtenidos se
utiliza el coulter sizer, el microscopio éptico y el microscopio electrénico. Para evaluar la turbidez

del sistema se emplea el turbidimetro.

Los surfactantes empleados en este sistema actlan de manera conjunta, la solucion “S” se prepara

combinando los surfactantes TTAB (cationico) y SDS (anidnico) conservando la relacion:

20 mmoles de anidnico

1 mmolde cationico

En la tabla 5.3 se resumen los factores involucrados y las respuestas monitoreadas en la

realizacion de esta experimentacion.

Tabla 5.3. Factores estudiados y respuestas monitoreadas para el sistema aniénico-cationico

FACTORES RESPUESTAS
Concentracion de TTAB | Forma de las particulas
Concentracion de SDS | Tamaiio de las particulas
Concentracion de NaCl

pH del medio

Los factores y niveles involucrados en el disefio experimental 2° del sistema anidnico-catidnico

son:
A. Concentracion de anidnico-catidnico:

(-). Concentracién SDS= 0,04 mM; (-). Concentracién TTAB= 2 x10~*mM
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(+). Concentracion SDS= 0,2 mM; (+). Concentracién TTAB=0,01 mM

B. pH del sistema [4y 12]
C. Concentracion de NaCl [2% y 0,2]

Tabla 5.4 representacion de un disefio experimental 2

Tratamientos A B C D
1 - + - 0,06 MM
2 + + - 0,06 mM
3 - - - 0,06 MM
4 + - - 0,06 mM
5 - + + 0,06 mM
6 + + + 0,06 mM
7 - - + 0,06 MM
8 + - + 0,06 mM

V.3.2.3 Sistemas microemulsionados

Se preparan tres microemulsiones mezclando AOT (80%) al 20% con Kerosene comercial en tubos
de ensayo contentivos de NaCl al 1%, AgNO; al 1% y agua. Los sistemas resultantes denominados
T1, T2 y T3 son los posteriormente empleados para la obtencién particulas de cloruro de plata.

Esto ultimo se realiza realizando combinaciones como se muestra a continuacion:

Tabla 5.5 Combinaciones de microemulsiones T

Sistema T1 T2 T3
M1 100 pl 100 pl 200 pl
M2 200 pl 100 pl 100 pl
M3 100 pl 200 pl 100 pl
M4 200 pl 200 ul 0

Los sistemas resultantes (M) son sometidos a un proceso de filtrado y de caracterizacién. El
filtrado se realiza utilizando filtros Milipore Microcon de 3000 MWCO, para esto, se dispone la
muestra en el filtro y se somete a centrigugacion, el proceso se repite continuamente de manera
en que las particulas queden retenidas en el filtro y permita que la solucion sobrenadante drene

separando de esta manera a las particulas del sistema disperso donde se encuentra suspendida.

El proceso de caracterizacion se realiza haciendo uso del microscopio electrénico y del
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microscopio de fuerza atdmica. Adicionalmente se mide la turbidez de los sistemas obtenidos.
V.3.2.4. Aplicacion prdctica sobre el método microbioldgico de KIRBY BAUER

Se estudia el efecto bactericida de las soluciones resultantes de cloruro de plata que son obtenidas
a través del método de microemulsiones inversas. En este experimento se busca demostrar el
efecto bactericida que poseen los compuestos que contienen plata. De manera aleatoria, se
selecciona la muestra M2 de la tabla 5.5 (microemulsion contentiva de cloruro de plata) y se
somete al método de determinacién de sensibilidad antimicrobiana por difusién disco Kirby Bauer.

(Figura 5.1).

Como patron de comparacion se utilizan tres discos antibidtico: i) Ciprofloxacina (CIP) ii)
Amoxicilina acido clavulanico (AMC) vy iii) Trimetropin sulfa metoxazol (STX). Que seran
comparadas con muestras experimentales de: i) AOT 1ii) AOT 2 y iii) AgCl al 1%. La muestra AOT 1
proviene del sistema M2 (Ver tabla 5.5) y la muestra AOT 2 se prepard diluyendo diez veces la

muestra AOT 1.

Preparaciondel inoculo
(Sol. Salina con 4 - 5 colonias de E. cofi)

v
Inoculacién de 2 placas de Petri (Agar Miiller Hinton)
(5 minutos de espera para permitir 1a absorcion del inoculo)

|
v y

Ap !‘ic_acién de los discos de . Aplicacion de los discos impregnodos con:
antibioticos (placa de referencia) i) AgCl, if) AOT 1, iii) AOT 2

Cip, AMC, STX,

Incubacion en un ambiente a 37 °C durante 16 horas

)

Observaciony lectura de placas

!

Interpretacion de los resultados

Figura 5.1 protocolé experimental del andlisis Kirby Bauer
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V.3.2.5 Utilizacion del turbidimétro

El turbidimetro es el instrumento empleado para realizar las medidas de turbidez de los sistemas

dispersos resultantes en cada una de las experiencias realizadas. El protocolo del uso de este

equipo es como se muestra:

>

Se limpia la celda del equipo y se dispone en ella la muestra utilizada como blanco (agua

destilada)
Con el blanco se ajusta el equipo a turbidez cero
Se limpia la celda del equipo y se dispone en ella la muestra problema a analizar

Se procede a realizar la lectura de turbidez de la muestra desde un tiempo 0 seg hasta 20

minutos en intervalos de 5 minutos

V.3.2.6 Preparacion de las muestras para andlisis microscdpico

Microscopio dptico y microscopio de fuerza atémica

Se utilizan laminas portaobjetos de microscopio sobre las que se colocan dos muestras tal

como se observa en la Figura 5.2

>

>

O O

Gota concentrada Gota Diluida

Figura 5.2. Muestras problemas analizadas con el microscopio optico y de fuerza dtomica

Para la gota “concentrada” se colocan 10 ul de la muestra problema a analizar

Para la gota “diluida” se colocan 0,5 ml de la muestra problema a analizar, en un tubo de
ensayo con 9,5 ml de agua destilada. El tubo es agitado y se retiran 10 ul de este sistema

que son colocados en el portaobjetos
Se permite el secado en la estufa con temperatura de 30 a 35 grados centigrados

Se realiza el andlisis respectivo

Microscopio de transmision electrénica
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Antes de ser analizadas las muestras reciben el siguiente tratamiento:

> Se coloca 10 pl de la muestra problema en los discos porta-muestras del microscopio

electronico y se somete a un proceso de secado a temperatura ambiente por 24 horas
» Las muestras secas se ionizan recubriéndolas de un material durico

> Se realiza el andlisis respectivo

V.3.2.7 Fundamento del microscopio electrénico de barrido

La microscopia de barrido electrénico (MBE) es una de las técnicas analiticas de superficie mejor
conocidas y la mas ampliamente usada. MBE, es considerada un método econdmico,
relativamente rapido y basicamente no destructivo que permite analizar superficies. Para ello,
MBE genera imagenes de alta resolucion tridimensionales con una excelente profundidad de

campo, producido por el barrido electrénico que se hace incidir a la muestra [31].

Los electrones generados por el equipo (Primarios) son emitidos hacia la superficie en estudio con
una energia de 0,5 a 30 KeV, para producir electrones de baja energia (Secundarios) cuya
intensidad solo depende de la topografia de la muestra. Por tanto, una imagen puede construirse
por medidas de la intensidad de dichos electrones en funcién de la posicion donde se hizo incidir

el haz de electrones primarios.

La alta resolucion espacial es posible gracias a que el haz de electrones puede ser incidido a
lugares muy pequefios (<10nm) mientras que la alta sensibilidad se logra, usando un haz de

electrones con energias menores a 1 KeV.

Las interacciones de los atomos de la muestra con el haz incidente resulta en una ionizacion
interna lo cual genera los rayos X. El andlisis de la longitud de onda o energia de estos rayos
proporciona una identificacidn cualitativa elemental (Cada elemento irradia una longitud de onda

especifica) y las intensidades relativas de estos rayos se usan para analisis cuantitativo [32].

V.3.2.8 Fundamento del microscopio de fuerza atémica

La Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) es una técnica que permite visualizar los materiales y
muchas de sus propiedades con una extraordinaria resolucién espacial. Su funcionamiento se basa
en la deteccién de las minusculas fuerzas atémicas o moleculares de interaccién entre una punta

metalica especial (cantilever) y la superficie del material a estudiar. El AFM opera llevando la punta
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del cantilever en contacto con la superficie de la cual va a hacer la imagen. Una fuerza idnica
repulsiva aplicada desde la superficie a la punta dobla el cantilever hacia arriba. La cantidad de
doblamiento, medida por un punto laser se refleja en un foto detector, y se puede usar para
calcular la fuerza. Al mantener la fuerza constante mientras rastrea la punta sobre la superficie, el
movimiento vertical de la punta sigue el perfil de la superficie y se graba como la topografia de la
superficie por el AFM. Explicado de forma sencilla, se trata de una aguja minuscula (apenas 5
nanometros) que va recorriendo a cierta distancia la superficie de un material y midiendo la fuerza

de sus atomos [33] .

La ventaja que presenta la AFM es que permite elaborar con facilidad mapas topograficos en tres
dimensiones, con resolucion nanométrica en el plano de la muestra y resolucién atomica en la

direccion perpendicular a la misma [33].
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CAPITULO VI. DISCUSION DE RESULTADOS

Durante este proyecto de investigacion se trabajé con diferentes disefios experimentales
factoriales con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes factores (concentracion de AgNOs,
SDS, NaCl y de un sistema mixto SDS-TTAB a una relaciéon molar 20:1 y el pH de la solucién) sobre
las respuestas forma, “grado de floculacién” y el tamafo, de cristales de cloruro de plata, AgCl,
formados in situ. Este estudio basicamente se hizo por medio de dos disefios factoriales uno 2*y
uno 23, los cuales se describen en detalle en la seccion de métodos. Los resultados de este sistema
se obtuvieron por medio de una cdmara fotografica adaptada a un microscopio dptico, de un
medidor de tamafios de particulas Coulter Sizer LS320. Finalmente, se hizo un ensayo sobre el

poder bactericida de un sistema de particulas de cloruro de plata.

Las Figuras VI.1. es una serie fotografica de los cristales de AgCl generados al poner en
contacto soluciones de AgNO; y NaCl de acuerdo al disefio experimental descrito brevemente en
la Tabla VI.1. y en detalle en la secciéon de métodos experimentales Tabla V.2. La muestras son
fotografiadas luego de una gota del sistema se dejo secar por varias horas en una estufa. En las
fotografias se observa que tanto el tamafio, como la forma, y el nivel de agregacién” varia en
mayor o menor grado de fotografia a fotografia, esto es de sistema a sistema o de tratamiento a
tratamiento. Por ejemplo, para analizar el efecto de los diferentes factores en estudio y el de las
interacciones de los mismos sobre la forma de los cristales se debe contrastar la forma de los
cristales en las fotografias en los que el nivel del factor es positivo con aquellas en las que es
negativo. Viendo esto en detalle resulta muy complejo, en especial si se tiene en cuenta que para
dicho experimento se tienen cuatro efectos principales, seis efectos de las interacciones entre dos
factores, cuatro de la interaccidn entre tres factores y uno de la interaccién entre cuatro factores,
para un total de 15. Esto hace muy dificil analizar dichas fotografias para evaluar el efecto de los
distintos factores y el de sus interacciones. Asi, tomando en cuenta dicha dificultad, se propone
dar un valor numérico alto a la fotografia que presente la cualidad (respuesta en cuestién) de
manera evidente, exaltada, por ejemplo 10, un valor medio, tal como 5, a aquellas fotos que
presenten la respuesta en un grado medio, y un valor bajo, digase 1, a aquellas fotografias que no
presenten la respuesta o que ésta sea muy baja. Asi, al evaluar la forma, se le asignara el valor de

10 a las fotos con una clara evidencia de que las formas alargadas predominan, mientras que se le
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dara el valor 5 a aquellas fotografias en las que se presenten cristales con forma alargadas pero
gue no sean abundantes o predominantes y se les dara el valor de 1 a aquellas fotos que
presenten ningln o casi ningun cristal alargado. Aplicando este criterio al disefio experimental
factorial 2* cuyos resultados se presentan en la Figura VI.1 resulta la Tabla VI.1. En esta tabla se
muestra el disefio experimental resumido, la matriz de contraste, a través de la cual se pueden
estimar los diferentes efectos de manera directa pero también mas tediosa, los resultados
relativos (producto del criterio algo arbitrario descrito arriba), el algoritmo de Yate, por medio del
cual se estiman, en este caso, los efectos de los distintos factores y el de sus interacciones de
manera muy sencilla y rapida. Asi, de la Tabla VI.1 se puede ver que los factores que mas influyen
en la formacion de cristales alargados son las concentraciones de AgNO; y de NaCl, asi como el de
la interaccion entre estos. Sin embargo, los efectos principales tienen un efecto en direccién
opuesta al de interaccion. Esto es, mientras disminuir la concentracion tanto del AgNOs; como la
del NaCl favorecen la formacion de cristales alargados y vice versa, disminuir el nivel de los dos
factores a la vez podria no tener un efecto magnificado debido al efecto de la interaccion entre
dichos factores. Esto se debe, entre otras cosas, a que el tamaro de los cristales también decrece
al disminuir la concentracion, lo cual puede modificar la percepcion de la forma, que a su vez
puede hacer ver menos evidente la idea de alargamiento del cristal. Mas aun, si el cristal es
pequefo pequeiias variaciones en las diferentes orientaciones puede modificar la forma del cristal
de alargado a no alargado y estadisticamente hablando hay mas probabilidad de crecer por los

lados que le dan una apariencia menos alargada en tanto que el area para crecer es mayor.
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Figura VI.1.: fotografias tomadas, por medio del microscopio dptico con lente 40X, de los cristales formados en
una gota a “concentracion media”, luego de secado en la estufa por varias horas, del sistema resultante de poner
en contacto soluciones de AgNO3 y NaCl a las condiciones establecidas en cada uno de los 16 tratamientos del

disefio experimental factorial 2%,

Tabla VI.1.: Resumen del disefio experimental factorial 2 junto con el resultado de aplicar el criterio para

hacer cuantitativa a la respuesta forma y su correspondiente estimacion de los efectos por medio del
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algoritmo de Yate.

Diseiio Contrastes Algoritmo de Yates Efectos
© = 5
% 5 E
8232&5 vaoa0 &
2 if0b<nontecnanocc<d<e 6 1 2 3 4 Estimados
1 - - - - - - - -+ + + + + + - - - - + 10,0 11 26 52 72
2 + - - -+ - - - - - - FF+F+F - - - 10 15 26 20 -32f= 40
3 -+ - - -+ - - ++ - - +++-+-100 11 8 28 4fs= 05
4 + + - - + - - F - - - -+ - - +++ 50 15 12 -4 4ig= 05
B - -+ - - -+ -+ .4 -+ - ++ -100 60 140 80 40ic= 05
6 + - + - + - F - - F - -+ - -+ -+ - 10 20 140 -40 120fsc= -15
7 -+ + - . +#+ - - - ++ . - - ++ . +100 60 40 80 40fg= 05
8 + ++ - +++ -+ - - -+ . .- . 50 60 80 -40 40is;g= 05
9 - - - % - - -+ FF - F - - - +++ - 10 90 40 00 -320ip= 40
10 + - - + + - -+ - -+ + - -+ - - ++ 50 50 40 40 240¢fp= 3.0
1 - + - % -+ -+ - % - -+ .+ .%.+ 10 90 40 00 -120fs= -15
12 + -+ o+ -+ F - F -+ - - F - - - 10 50 00 120 120¢,50= -1.5
13 - - + + . . ++ + . . - . +++ . -+ 50 40 40 00 40igpp= 05
14 + - + + + - ++ - ++ - -+ - -+ . . 10 00 40 40 1A20ip= -15
15 - + + - + 4+ - - - + - - - - 50 40 -40 00 40igp=- 05
16 + + + 4+ + + + F + + + +++++ 10 40 00 40 4,06&gp= 05

De igual manera resulta el analisis del efecto de los diferentes factores sobre el grado de
floculacion de los cristales de AgCl; lo cual quiere decir que llevar a cabo dicho analisis a través de
las fotografia resulta una tarea extremadamente dificil. Sin embargo, aplicando una variante al
disefio factorial 2*, esto es repitiendo la variante empleada para estudiar la forma de los cristales
se simplifica el problema enormemente. Los resultados de este estudio se encuentran descritos
brevemente en la Tabla VI.2. En ella se presentan el disefio experimental, la matriz de los
contrastes, y el algoritmo de Yate y los efectos de los diferentes factores y el de las interacciones
entre estos. Asi, de dicha tabla se puede apreciar que los factores que mas afectan al grado de
floculacion es la concentracién de NaCl. Esto es bastante razonable a las condiciones de operacion

en la que la concentraciéon mas alta de electrolito es la del NaCl. Al aumentar la concentracién de
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este electrolito la doble capa eléctrica [5], lo cual hace que las particulas puedan flocular mas
facilmente. Es importante destacar que aunque la concentracion de AgNO; no afecta al grado de
floculacion, al menos bajo las condiciones de estudio, tiene un efecto de interaccion con el Nacl,
2.3, que parece tener una importancia media. Esto también es razonable puesto que ellos no sélo
pueden afectar a la doble capa eléctrica sino que también contienen los iones que forma a los
cristales de AgCl, lo cual puede estar relacionado con, al menos, dos conjuntos de fenémenos:
primero, con aquellos promovido por movimientos de fluidos en la vecindad del cristal producto
de la “desaparicion de estos iones en la vecindad de los cristales como consecuencia del proceso
de cristalizacion mismo. Asi se pudieran crear corrientes de fluido que harian que los cristales se
acerquen y eventualmente floculen. Segundo, como consecuencia también del proceso de
cristalizacion se podria modificar el gradiente de concentracion de los iones en la vecindad de los
cristales y con ello se modificaria el potencial de la doble capa eléctrica que, en este caso pareciera

favorecer la floculacién de los cristales ya formados.

39



Figura VI.2.: fotografias tomadas, por medio del microscopio dptico con lente 4X, de los cristales formados en una
gota “a concentracion alta”, luego de ponerla a secar en una estufa por varias horas, del sistema resultante de

poner en contacto soluciones de AgNO3 y NaCl a las condiciones establecidas en cada uno de los 16 tratamientos

del disefio experimental factorial 2

Tabla VI.2.: Resumen del disefio experimental factorial 2 junto con el resultado de aplicar el criterio para

hacer cuantitativa a la respuesta grado de floculacion y su correspondiente estimacion de los efectos por

medio del algoritmo de Yate.
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Diseiio Contrastes Algoritmo de Yates Efectos

B 5
t8g 5] E

8?32&5 vaoa0 &

2 ii0b<nontecnno<c<d<e 6 1 2 3 4 Estimados
1 - - - - - - - - +#+ ++ + + - - - - + 10,0 11 21 33 104

2 + - - -+ . - - - - - F+++++ .- - 10 10 12 71 0is= 00
3 -+ - - -+ .- -+4+ . . 4+4++_+. 50 6 31 9 8ix= 10
4 + + - - + 4+ - - % - - - .+ - - ++4+ 50 6 40 9 Bis= -10
N -+ - ++ - 10 110 90 10 00ic= 00
6 + - + - + -+ - -4+ - -+ - -+ .+ - 50 200 00 90 00fs= 00
i -+ + - . +#+ - - -+ 4+ . - - ++ -+ 50 200 90 10 -80¢g= -1,0
8 + + 4+ - + ++ - ++ -+ - -+ - - - - 10 200 00 -90 -80i.s= -10
9 - - - 4 - . -+ F+ -+ . - - +++- 10 90 10 90 380ip= 48
10 + - - ++ - -+ - - ++ - -+ - - ++100 00 00 90 180~ 23
1 - -+ . -+ -4+ - -+ - % -+ . +100 40 90 90 100fs> 1,3
12 + + - + + + - + 4+ -+ -+ - -+ - - - 100 -40 00 90 10,0 ;z= -1,3
13 - - + + - -+ + + - 2w -+ ++ - .+100 90 90 10 180¢icp= 2,3
14 + - + + + - ++ - ++ - - % - -+ - - 100 00 -80 90 A80¢,n= -23
i5 - + + - + + - - - + - - - - 10,0 0,0 90 17,0 10,0 igep= 1,3
16 + + + + + + + + + + + ++++++100 00 00 90 2606zo= 3,3

Para estudiar el efecto que tienen cada uno de los mismos factores analizados
anteriormente sobre la respuesta tamafio de particulas se va usar la informacion proveniente de
un Coulter Sizer LS320, en lugar de aquella proveniente del microscopio. Esto se va a hacer asi
debido a que el Coulter toma en cuenta un nimero de cristales muchisimo mayor. Por otra parte,
aunque se debe tener en cuenta que la informacién que reporta dicho equipo es bastante
confiable se debe destacar que los resultados van a ser diferentes a los que se observan por el
microscopio, puesto que las condiciones son diferentes. En la cdmara del Coulter la dilucién del
sistema se puede considerar casi infinita y el mismo se somete esfuerzos cortantes producto del
flujo de fluido por lo que es poco probable que los cristales puedan flocular y crecer por esa via;
ademads, estos vienen afectados por que las caracteristica morfolégicas de los cristales “se
congelan” en el momento inicial de su formacion una vez que estos se inyectan en la cdmara del

Coulter. Un resumen de los resultados de esta prueba se muestran en la Tabla VI.3., de la cual se
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puede observar que tres de los factores (las concentraciones de AgNO; y SDS y el pH de la
solucidon) son importantes, mientras que la concentracion de NaCl, al menos a las condiciones de
estudio, parecen no afectar de manera significativa al tamafo. Por otra parte, se observa que
algunas interaccidnes entre dos factores también tienen un efecto notable, incluso mucho mayor
que los factores mismos. Asi por ejemplo, se puede apreciar que la interaccién entre la
concentracion de SDS y la de NaCl tienen un efecto bastante importante; de hecho, es el mas
importante a pesar de que la concentracion de NaCl por si misma no parezca ser importante. Otro
hecho importante de resaltar es que pareciera que todos los efectos mas destacados, mas altos en
valor que el resto de los demas, apunta a que todos son positivos excepto dos de ellos. En el caso
de los efectos de interaccion entre dos factores, el signo negativo significa que cuando dichos
factores estan ambos en los niveles altos o bajos, el tamafio de particulas disminuye. Por ejemplo,
el efecto de la interaccion entre los factores AB, AgNOs; y NaCl, es de -17, esto significa que
cuando la concentraciones tanto de AgNO; como la de NaCl estan bien en el nivel bajo o en el alto
se favorece la formacion de cristales pequefios, mientras que si los niveles estan cruzados se
favorece la formacién de cristales grandes. En este punto es importante resaltar que aunque los
disefios experimentales factoriales son bastante Utiles para determinar cuales son los factores y
las interacciones entre factores que puedan estar afectando a una respuesta dada, en este caso el
tamafio de cristales de AgCl, no dicen como lo hacen. De cualquier manera, lo que se dice ya es
bastante util. Por ejemplo, elucubrando, se puede decir que el efecto BC, 57.5 que es el mayor de
los efectos y posiblemente encuentre explicacién en el hecho de que cuando los dos factores
estdn en su nivel alto el SDS, un ion relativamente voluminoso con alta tendencia a adsorberse por
lo que ocupa un gran volumen cercano a los cristales y por tanto crea una gradiente de
concentracidn mas alto entre la superficie de los cristales y el “seno del fluido”, los alrededores de
los cristales, que se encuentra rico en iones CL, puesto que estd en su nivel alto. Esto hace que los
iones CI" migren en mayor numero al cristal haciendo que el mismo crezca. Por otra parte, los
iones Ag+ se ven atraidos a la superficie poblada de los iones negativos (SDS). En el caso contrario,
cuando el nivel de tales factores son ambos bajos hay mucho menos SDS sobre la superficie de los
cristales por lo que la barrera creada por éste se reduce de manera considerable de modo que en
tales condiciones los iones Ag+ y Cl” pueden incorporarse a las celdas de los cristales facilmente
haciendo que estos crezcan. Claro que haria falta muchos experimentos para probar tal hipétesis

mas aun lo propuesto es bastante razonable.
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Tabla VI.3.: Resumen del diseiio experimental factorial 2 junto con la respuesta tamaio (mediana) y su

correspondiente estimacion de los efectos por medio del algoritmo de Yate.

Efectos

43,8
30,0
A7,5
33,8
38,8
225
15,0
10,0
12,5
A3
138
57,5
15,0
53,8

Disefio Contrastes Algoritmo de Yates
= B E
85 5 E
8 35 In_g (SN alalal 8 %
S Eibi0Benonletomo<<temt E 1 2 3 4 Estimados
1 - - - - - - - -+ +++++ - - - -+ 650 145 505 915 1910
2 + - - -+ - - - - - -+ +++ - - - BOOD 360 410 995 3500
3 - - - -+ + - -+ + + .+ - 1800 250 315 125 240ig=
4 + + - .+ - -+ - - - -+ . -+ + + 1800 160 680 225 140 =
5 - - % - - -+ - -+ - -+ -+ + - 7001600 150 1250 2700/
6B + - + - + -+ - -+ - - - - + - + - 180,0 155,0 1100 1150 310,0fsc=
7 - + - - + - - - 4+ % . - -+ + - + 8002800 5,0 -125,0 -180,0 igc=
B + + + - + + + - + - +# - -+ - - - - B0,04000 2200 -150 -120,0fspc=
9 - - -+ . - - FFEF - F .-+ - 80,0 150 2150 -950 80,0 ¢p=
10 + - - + + - -+ - .+ F . -+ - . + 80,0 0,0 -90,0 3650 100,0/¢fsp=
1 - -+ - F L+ - -+ - + -+ 7501100 -50 950 -10,0¢fen—
12 + + - + + + . 4+ + -+ - 4 - - 4+ . - - BOO 00 1200 2150 110,050~
13 - - + + . - + + - - - -+ + 4+ . -+ B0OO 00 -150 -305,0 4600 icp=
14 + - + + + - + + . + + - -+ - - + - - 2000 50-110,0 1250 120,0:¢.0p=
15 - + + - + + - - . + - - - + - 150,0 120,0 50 -950 4300 fgep=
16 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 25001000 -20,0 -250 70,0 ésgep=

8.8

De igual manera que se hizo con el SDS, se hizo un disefio factorial mas pequefio, 2, pero

esta vez en lugar de SDS se estudié el efecto de una mezcla de SDS-TTAB a una relaciéon molar 20:1

a dos concentraciones diferentes. De este modo se convirtieron estos dos factores en uno solo. El

disefio experimental se muestra en la Tabla V.4. Los resultados de este experimento factorial se

muestran en las Figuras VI.3 y VI.4. En la Figura VI.3. se puede apreciar que la combinacién SDS-

TTAB modificdé notablemente a la respuesta forma. Como se puede apreciar ya no se observan

cristales alargados a pesar de que se esta trabajando a las concentraciones de los electrolitos que

mas favorecia su formacién; ademas, los cristales en general son mucho mds pequefios. Estos dos

resultados posiblemente se deban a que el SDS se adsorba de acuerdo a una isoterma tipo

Langmuir [34]. Mientras que la combinacion a parte de formar una barrera mucho mas fuerte [35]
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se pudiera estar adsorbiendo en bicapa dado que la presencia de un catidnico en una solucion de
anidnico promueve la formacion de doble capas [36]; mas aun la tension superficial del sélido
posiblemente también sea mas baja. Todo esto hace que los cristales no crezcan mucho y lo ultimo
hace que los cristales busquen estructuras de menor superficie como por ejemplo una esfera, lo
cual se puede apreciar en la mayoria de los cristales con formas redondeadas de cantos rodados.
Esto es el factor SDS-TTAB induce una forma redondeada de los cristales en contraposicidon con las

formas alargadas y rectangulares observadas cuando se tiene sdlo al SDS como surfactante.

Largo46.0um

Figura VI.3.: Fotografias tomadas, por medio del microscopio dptico con lente 40X, de los cristales formados en
una gota “a concentracion alta”, luego de ponerla a secar en una estufa por varias horas, del sistema resultante
de poner en contacto soluciones de AgNO; y NaCl a las condiciones establecidas en cada uno de los 8

tratamientos del disefio experimental factorial 2’ del sistema con SDS-TTAB.
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La Figura VI.4. Muestra una fotografia tomada a través de un microscépio éptico de una
gota de los diferentes sistemas del disefio experimental factorial descrito en la Tabla VI.4. En dicha
figura se puede observar de manera cualitativa el grado de floculacion de los diferentes sistemas.
Poniendo atencidén a las diferentes fotografias se puede apreciar que no hay una diferencia
marcada en el grado de floculacion. De hecho, se ve la zona fotografiada como cubierta de
grandes manchas oscuras uniformes formadas de cristales pequefios que se pueden apreciar por
otra lente mds potente, como se observa en la Figura VI.3., aunque la gota en ese caso estd a
mucha mayor dilucion. En tal sentido se puede decir que la presencia de un catiénico como el
TTAB en combinacion apropiada con SDS tiene un efecto extraordinariamente marcado, no sélo
sobre la forma y el tamafno de los cristales, sino también, sobre el grado de floculacién de los
mismos; esto es, promueve la floculaciéon de los cristales, aunque atenua el crecimiento de los
mismos. Esto encuentra fundamento en la explicacion que se dio anteriormente para describir el
mecanismo mediante el cual la interacciéon SDS-TTAB actua para atenuar el crecimiento de los
cristales; es decir que la combinacion de estos dos surfactantes se adsorben en doblecapa sobre el
cristal y, luego, las “cabezas” catidnicas adsorbidas, pero dirigidas hacia el seno de la solucion
acuosa, interactian con las cabezas anidnicas de SDS adsorbidas sobre otras particulas haciendo
de esta manera que floculen y se vean al microscopio bajo la lente 4x como un manto oscuro. El

grado de floculacidn se ve alto en todas las fotos.
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Figura VI.4.: fotografias tomadas, por medio del microscopio dptico con lente 4X, de los cristales formados en una

gota “a concentracion alta”, luego de ponerla a secar en una estufa por varias horas, del sistema resultante de
poner en contacto soluciones de AgNO; y NaCl a las condiciones establecidas en cada uno de los 8 tratamientos

del disefio experimental factorial 2’ del sistema con SDS-TTAB.

Aunque se puede intuir con sélo mirar las fotos que el efecto de la presencia de un
sistema surfactante como el SDS-TTAB sobre la forma, el grado de floculacién e incluso el tamafio
de los cristales se decidié estudiar esta ultima respuesta; esto es, analizar el efecto de los
diferentes factores sobre el tamafio de los cristales a partir de informacion recabada sobre el
tamafio de particulas a partir del Coulter LS320 y montadas sobre el diseiio experimental factorial,
el cual se muestra en la Tabla VI.5. En esta tabla se puede apreciar al igual que en las anteriores el
valor de los efectos estimados de los distintos factores y el de las interacciones entre estos. Asi, se
puede apreciar que los efectos principales Ay C son los mds importantes y hacen que los cristales

Ill

disminuyan de tamafio cuando se encuentran en su nivel “alto”, mientras que el efecto de la
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interaccion entre dichos factores tiene un efecto contrario. Esto podria encontrar una explicaciéon
en el hecho de que a “alta”concentracion de NaCl se reduce las barreras entre las moléculas de
SDS haciendo que en combinacion con el TTAB se acerquen aun mas y creen una barrera menos
penetrables por otros iones lo cual termina por atenuar a los cristales. Se debe recordar que los
surfactantes tienen, debido a su estructura molecular, una fuerte tendencia a adsorberse sobre

superficies, en este caso la de los cristales recién formados.

Tabla VI.4.: Resumen del diseiio experimental factorial 2 junto con la respuesta tamaiio (mediana) y su

correspondiente estimacion de los efectos por medio del algoritmo de Yate.

Disefio Contrastes Efectos
é
=,

o B E

$8 = s

g EI E QO g

Ezggimunﬁggg E Estimados
- - - - - - -+ ++ - 7000 780 1430 1840
+ - -+ - - - - -+ + 800 650 410 960 f4= -240,0
-+ - - - - -+ - + 4500 160 -870 40 ig= -10,0
+ - + - -+ - - - 2000 250 -90 280 i 5= 70,0
- - % - -+ - % - - + 800 -6200 -130,0 -1020,0 i= -255,0
+ - + + -+ - -+ - - B00 -2500 900 780,0fs= 195,0
- + - + - - - + - 1700 0,0 3700 2200 fsc= 55,0
+ = + + -+ + + + 800 -900 900 -460,0iss5= -1150

También se pretendié evaluar el efecto que tiene la longitud de la cola del surfactante sobre la
forma de los cristales de AgCl. Para ello se pusieron en contacto una solucion de AgNO; con una de
NaCl. En un caso las soluciones tenian DTAB y en otro TTAB con el objeto de observar el efecto de
la longitud de la cola sobre la forma de los cristales formado in situ. La Figura 5 muestra por medio

de cuatro fotografias tomadas en el microscopio dptico el resultado de esta investigacidn. Las
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fotografias 1y 2 corresponden al DTAB y las 3 y 4 al TTAB. Por simple inspeccidn, se puede ver que
el DTAB promueve la formacion de cristales cuadrados grandes y tipo agujas medianas, mientras
qgue el TTAB promueve la formacion de cristales pequefios y cuadrados grandes. Tiene sentido que
un surfactante de cadena hidrocarbonada mas larga de cristales pequeios pues tiende a
adsorberse mds sobre los cristalitos recién formados inhibiendo de manera determinante su
crecimiento al nivel de agujas. Posiblemente lo que ocurra es que los primeros cristales, cuando
hay mucho de los iones de Ag+ y de Cl- se forman los cristales grandes cuadrados, pero luego
cuando baja la concentracién de los mismos, entonces se pueden formar los cristales pequefios
como se ha observado arriba. Asi, bajo las condiciones de baja concentracidon de iones (una
condicion residual) es cuando hay una gran influencia de la cola; de modo que, colas grandes
tienden a inducir la formacion de cristales pequefio, mientras que colas mds pequefios tienden a

inducir la formacién de cristales mas grandes, en este caso en forma de agujas.

Largo 300.0um

Figura VI.5.: fotografias tomadas, por medio del microscopio dptico con lente 4X, de los cristales formados en una
gota “a concentraciéon media”, luego de ponerla a secar en una estufa por varias horas, del sistema resultante de

poner en contacto soluciones de AGNO; y NaCl a) en presencia de DTAB y b) en presencia de TTAB.

48



Finalmente, se quiso evaluar el poder bactericida de las particulas formadas, en especial unas
gue aunque no se podian ver al microscopio por ser tan pequefias si se observaba un tipo de
reaccion entre ellas y el medio tornandose color 6xido de plata. Se tomaron dos muestras al azar
de las que ya habian floculado y sedimentado. Una formada a partir de una microemulsiéon en AOT
y otra formada simplemente por poner en contacto una solucién de AgNO; y una de NaCl. En
ambos casos se pusieron en contacto volumenes iguales de soluciones de AgNO; con NaCl ambas
al 1%. La diferencia aparente a parte del tamafio de particulas es que una lucia oxidada mientras
que la otra lucia color blanco. Se recolectaron los sedimentos de los cristales formados de la
manera descrita y se lavaron 10 veces con 5 ml de agua destilada. Luego, los cristales remanentes
se redispersaron en agua destilada y se les hizo la prueba que se presenta a continuacién, para lo
cual se rotularon las muestras como AOT1 y AgCl. Siendo AOT1 la muestra que proviene de la
microemulsion y la AgCl la obtenida por traer en contacto a los dos sistemas salinos. Cabe
mencionar que a la muestra, de particulas obtenida via microemulsién, luego de lavadas se le hizo

una dilucién 1 a 10 obteniéndose una segunda muestra que se denomind AOT2.

Los resultados del efecto bactericida de los sistemas dispersos obtenidos fueron analizados de
acuerdo a lo que determina el protocolo de Kirby Bauer ver anexo 2. Se observd la clara formacion
de un halo inhibitorio del antibiético ATB alrededor de la bacteria E.Coli, asi como para el
antibidtico STX, mientras que para el antibiético AMC no se observo halo de inhibicion alguno. En
cuanto a las muestras de cloruro de plata estudiadas, AOT 1, AOT 2 y AgCl se tiene que para los
discos ensayados con las muestras AgCl al 1% y AOT2 no existe respuesta alguna de parte del
sistema, mientras que para la muestra de AOT 1 se observd un halo de inhibiciéon pero casi
imperceptible por lo tenue y lo pequefio del mismo en comparacién con los observados en dos de

los antibidticos comerciales.
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Sistemas dispersos-plata Sistemas antibiticos

Figura 5.2. Discos de petri 16 horas después de la incubacion

Teniendo en cuenta que la efectividad de los antibidticos ensayados esta sujeta a varios factores,
como lo son: la concentracion minima inhibitoria y el protocolo de la disposicion del papel filtro
impregnado sobre el agar, no es posible descartar el efecto bactericida de las dispersiones de AgCl,
AQOT1 y AOT2 ensayadas sobre la bacteria, sino que, la respuesta del sistema conduce a repetir la
experimentacion pero tomando en cuenta algunos factores como el tiempo de secado que debe
llevar el papel filtro luego de la impregnacién en la solucidn, y la concentracidn minima inhibitoria

que poseen los antibioticos mas efectivos contra la E.Coli como el ATB.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

Para el primer disefio experimental muestra que tanto la concentracién de AgNO; como la
de NaCl y su interaccion son los efectos mds importantes sobre la forma a las condiciones
estudiadas. De modo que a los niveles bajos de estos factores se promueve la formacion
de cristales alargados y a alta concentracidn cristales rectangulares. Sin embargo respecto
al grado de floculacion parece que es la concentracion de NaCl el factor mas importante. El
tamafio de los cristales parece que es mas sensible a cambios en los distintos factores e
incluso se ve fuertemente afectado por interacciones entre los factores. Asi resultan como
los mas importantes sobre el tamafio de los cristales los factores concentraciones de
AgNO3, A, y SDS, B, y pH, C, y de mucho menos importancia la concentracion de NaCl, D.
De igual manera, el tamafo de los cristales resulto altamente sensible a los efectos de
interaccion entre los factores CD, AC, ABy BC.

En el caso del sistema SDS-TTAB se puede apreciar que este factor tiene un efecto
marcado sobre las tres respuestas, a saber, forma, grado de floculacion y tamafio de los
cristales. Dicho factor promueve la formacion de cristales redondeados, tal cual canto
rodado. Respecto al tamaiio en el momento temprano, informacién obtenida del Coulter
Sizer LS320, revela que los factores importantes son la concentracién del sistema SDS-
TTAB y del NaCl y la interaccidn entre estos factores.

Se puede observar un efecto notable de la longitud de la cola del surfactante sobre la
forma de los cristales de AgCl, de modo que el DTAB produce cristales de forma
rectangulares grandes y agujas” de tamafio “medio”, mientras que el TTAB induce la
formacion de cristales rectangulares grandes y particulas pequefias.

Aunque se observo una respuesta a la actividad bactericida por porte de la muestra AOT1,

no es concluyente.
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ANEXOS

1. Método de determinacion de sensibilidad antimicrobiana por difusién en disco

(Kirby Bauer)
FUNDAMENTO:

El microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de agar (Mdiller Hinton), sobre la cual
se colocan discos impregnados con una concentraciéon conocida de antibiético. Las placas se
incuban por 16- 18 horas a 35°C- 37°C. Durante la incubacidn, el antibiético difunde radialmente
desde el disco a través del agar, por lo que su concentracién va disminuyendo a medida que se
aleja del disco; en un punto determinado, la concentracién del antibiético en el medio es incapaz
de inhibir al microorganismo en estudio. El diametro de inhibicién alrededor del disco puede ser
convertido a las categorias de sensible (S), Intermedio (l) y resistente (R) de acuerdo a tablas
publicadas por el Comité Nacional de Estdndares de Laboratorios Clinicos de Estados Unidos de

Norteamérica (Siglas en inglés, NCCLS).
PROCEDIMIENTO:

1. Preparacion del inoculo (método directo de inoculacién a partir de la colonia aislada)
El inoculo se prepara a partir de colonias seleccionadas de una placa de cultivo (no
selectivo) que tenga entre 18 a 24 horas de incubacién. Se realiza una suspensién de las
colonias en solucion salina estéril, la cual debe ser ajustada a la escala de 0.5 de Mc
Farland (Patrén de turbidez)

2. Inoculacién de las placas

Dentro de los 15 minutos después de ajustado el indculo se siembran las placas de MH
(Mdaller Hinton) con un hisopo estéril, este debe ser presionado contra las paredes del
tubo a fin de escurrir el exceso de inoculo.

Se procede a inocular la superficie seca del MH por hisopado en tres direcciones para
asegurar una completa distribucién del inoculo. Se debe esperar de 3 a 5 minutos antes de

colocar los discos de antibidticos para que el exceso de humedad sea absorbido.

3. Aplicacion de los discos de antibioticos en las placas inoculadas
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Colocar los discos sobre la superficie del agar previamente inoculado utilizando una pinza
estéril y aplicando una ligera presion sobre el disco para que este se adhiera a la
superficie, guardando una distancia entre disco y disco al menos de 24 mm desde un
centro al otro. Una vez que el disco haya tocado la superficie del agar MH no debe ser
removido, ya que algunas drogas difunden casi instantdaneamente al ser aplicados.

Se debe incubar las placas en posicién invertida a 35 °C—37 °C.

4. Lectura de las placas e interpretacion de resultados

Después de 16 — 18 horas de incubacién las placas deben ser examinadas buscando halos
de inhibicién para proceder a medir su diametro. Hay que tener presente que se medird
el didmetro del halo de inhibicion desde el punto en el cual no se observa crecimiento
alguno del microorganismo a simple vista u ojo desnudo.

La interpretacion de las medidas de los halos de inhibicién se realiza cotejando tales
medidas con las tablas de la NCCLS para la sensibilidad antimicrobiana, segin esto se
clasificara al antibidtico como sensible, intermedio o resistente ante el microorganismo

ensayado.
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2. Discos de petri de los sistemas: Agar-Bacteria-Sustancias antimicrobianas

Efecto del sistema plata-AOT1 sobre la E.Coli
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