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Recibido: RESUMEN
Una vez realizada la sintesis y caracterizacion de Saponita, se procede a la
26/mayo/2016 preparacion de sensidiscos con Mg, Al, Cu, en diferentes concentraciones, el Cu posee
propiedades bactericidas es un inhibidor natural de crecimiento de
Aceptado:

microorganismos, de Igual manera Al y Mg, las caracteristicas de las arcillas, nos
16/agosto/2016 permiten dopar estos.materiales.s.iendo asi utilliza.dos como (Eatfilizador, ya que

presenta una alta acidez superficial por sustituciones isomoérficas en la capa
tetraédrica y con la incorporacién de iones metalicos obtendremos materiales con
diferentes propiedades de tipo bactericida, catalizador o aislante. El objetivo de este
proyecto es emplear y comprobar la efectividad de las arcillas dopadas con diferentes
Microorganismos, concentraciones de Cu, Mg y Al, para realizar una evaluacién el efecto bactericida e
Inhibicién, Cobre inhibitorio de estos materiales contra distintos agentes etiol6gicos en una prueba
tipo antibiograma.
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Inhibition, Copper. After the synthesis and characterization of saponite, proceed to preparation

sensidiscs with Mg, Al, Cu, in different concentrations, Cu has bactericidal properties
is a natural inhibitor of growth of microorganisms, likewise Al and Mg, the
characteristics of clays, allow us undoped these materials thus being used as a
catalyst, and having a high surface acidity of isomorphic substitutions in the
tetrahedral layer and the incorporation of metal ions obtain materials with different
properties bactericidal type, catalyst or insulating. The objective of this project is to
use and test the effectiveness of clays doped with different concentrations of Cu, Mg
and Al, for an evaluation bactericidal and inhibitory effect of these materials against
different etiologic agents in antibiogram test type.
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Introduccion

Existe una amplia gama de materiales que puedan ser
aplicados en catdlisis, almacenamiento molecular,
separacion y purificacién de liquidos y gases, entre otros.
Dentro de las nuevas clases de s6lidos porosos que han
surgido, como las zeolitas modificadas y sintéticas o las
arcillas, se selecciond a las arcillas tipo saponita con
caracteristicas acidas, la hidrotalcita con caracteristicas
basicas y la hidroxiapatita que de acuerdo a su
composicion puede tener ambas. Dichos materiales
pueden ser modificados en su composicion para
direccionar sus propiedades a wuna actividad
antibacteriana.

Las arcillas (Diez et al, 2007) son materiales con
aplicaciones industriales, las saponitas han sido las que
mayor atencion han recibido, principalmente para ser
utilizadas como catalizadores, removedores de
impurezas, soporte para otros materiales, o grupos
funcionales en sus estructura, entre otras aplicaciones.,
en este trabajo se platea la utilizacién de saponitas con
fines antimicrobianos en diferentes agentes etioldgicos,
empleando Mg/Al/Cu, el cobre tiene propiedades
fungicidas, y antimicrobianas(Grass et al., 2011), por su
parte el Mg potencializa el efecto del Cu, teniendo
propiedades similares pero con un menor impacto
bactericida para los microorganismos, Al como un
inhibidor natural para el crecimiento bacteriano
(Ikegami et al, 1999) en productos de higiene oral,
aparatos médicos higiénicos, antisépticos y una gran
cantidad de aplicaciones ttiles. Con la incorporacién del
cobre a la estructura de la saponita se plantea cambiar
sus propiedades quimicas, para asi obtener en este tipo
de arcilla, un efecto antibacteriano.

Los sensidiscos son discos de papel filtro los cuales
contienen antibioticos u otras sustancias,
antibacterianas o bacteriostaticas, a concentraciones
especificas las que alcanzan en los sistemas biolégicos,
cada compuesto esta plenamente identificado, por lo que
es facil identificar en un cultivo de agar en una caja Petri,
los halos de sensibilidad o la resistencia del
microorganismo, a cada uno de ellos.

Metodologia

Elaboracion de Sensidiscos de saponita de cobre
método 1

Debido a las propiedades de la saponita de cobre, para
realizar la prueba de inhibicién de las bacterias se tuvo
que hidratar esta arcilla con agua desinonizada para asi
poder comprimirse en el molino de bolas (Figura 1).
Posteriormente se obtiene un comprimido con un

didmetro igual a 1.5 cm., a partir de esto se cortan 3
sensidiscos con un didmetro de 0.5 cm. En esta parte del
proyecto se utilizaron 16 sensidiscos (Figura 2), 8 de los
cuales se realizaron a un concentracion de Cu: 5.67 y el
resto a una concentracion mas baja de Mg-Cu 1:1.

Estos sensidiscos fueron secados en la estufa a una
temperatura de 72 °C, después fueron pesados con la
finalidad de obtener un peso estindar para realizar la
prueba, el peso utilizado de los sensidiscos fue de
0.01800 g.

Figura 2. Sensidiscos de saponita
de Cu

Figura 1. Molino de
bolas para hacer
sensidiscos

Elaboracion de sensidiscos de saponita de cobre y
magnesio Método 2

Al tener terminada la sintesis, hidrotalcita Mg/Al con una
relaciéon metalica molar de 2 a 1 a un pH de 11, con el
método de irradiacién de microondas con bafio
ultrasénico. Se procede a la elaboraciéon de sensidiscos
mediante una perforado de papel estandar, la cual se
recuperan los discos perforados, se emplea papel filtro
marca Wahtman, de tipo 3 con espesor de 11.0 cm, este
espesor es Optimo ya que absorbe de manera facil y
optima las solucién de saponita, de esta manera se
impregnan los discos de papel filtro con la solucién de
Mg/Al, las caracteristicas obtenidas para dichos
sensidiscos fueron:

La técnica utilizada fue de impregnacién en solucion,
durante 24 horas a una temperatura de 320 °C, para
obtener un desecado uniforme y una impregnaciéon
completa del material, el resultado son discos, con las
caracteristicas ya mencionadas, presentando una rigidez
y en caso del Cu/Mg, una coloracién azul clara (Figura 3).

Universidad Auténoma Metropolitana
Qvs4



Afio 2016

Azcapotzalco

Revista Tendencias en Docencia e Investigacion en Quimica

Ano 2

Numero 2

Figura 3 Sensidiscos de saponita de Cu.

Después se pesaron con la finalidad de obtener un
estandarizado en para realizar la prueba, el peso
utilizado de los sensidiscos fue de 0.01400 g posterior a
la perforacién, una vez impregnados el peso fue de
0.01600 g, se emplearon 16 piezas, para nuero estudio,
una vez verificando y estandarizando la metodologia de
obtencidn, estabilidad y calidad de los sensidiscos, se
procede a la utilizacién de los mismos para comprobar la
actividad antimicrobiana de los sensidiscos impregnados
con las arcillas respectivas.

Técnicas de Aislamiento y Recuento

Existen diversos métodos para conseguir la separacion,
la mayoria de ellos se basan en la inmovilizacién y
separacion de las células microbianas en la superficie de
unos cultivos soélidos. Al colocar (estriar) una célula
bacteriana o una levadura en un lugar del medio de
cultivo, ésta quedara inoculada en ese lugar, por la
absorcién de los nutrientes o los inhibidores tendremos
el desarrollo del microorganismo deseado.

Esto nos permite distinguir las diferentes poblaciones
microbianas que se encuentran en la muestra y
separarlas transfiriendo una colonia de cada tipo a un
nuevo medio de cultivo, a estos cultivos los
consideraremos "puros ya que so6lo tendremos un tipo
microorganismo. (El fundamento es valido teniendo en
cuenta sélo microorganismos cultivables (Ramirez et al.,
2012).

Métodos de Siembra

Sembrar: Es colocar el material bacteriolégico en el
medio de cultivo para promover su crecimiento,
desarrollo y posteriormente su multiplicacién. Las
siembras pueden ser primarias: cuando el material es
inoculado en los medios por primera vez, Secundaria:
cuando el material a inocular procede de una siembra
primaria (Tortora et al., 2012), se emplean dos tipos de

agar para este trabajo uno es el agar EMB es un medio de
cultivo usado en el aislamiento y diferenciacién de
Escherichia coli, es semisoélido, y esta destinado al cultivo
en placa, un medio de tipo selectivo/diferencial,
adecuado para el crecimiento de enterobacterias, inhibe
el crecimiento de bacterias Gram (+),permite la
diferenciacién de Dbacterias fermentadoras y no
fermentadoras de lactosa, dando lugar a colonias
incoloras, las no fermentadoras, y colonias de color
azulado-negro con cierto brillo metalico, las
fermentadoras. Las colonias de E. coli sobre agar Levine
miden 2-3mm de diametro.

El segundo agar nutritivo es un medio de cultivo usado
para todo tipo de bacteria. Es muy util porque permanece
solido incluso a relativamente altas temperaturas.
Ademas, crecimiento bacteriano en este agar lo hace
sobre la superficie del medio, es de tipo semisolido, por
lo que se distinguen las colonias pequefias. Una vez
preparado los medos se procede a su esterilizacion en
una autoclave, durante 30 minutos a una temperatura de
180 °C, una vez realizado este proceso y dejado enfriar
(Temperatura ambiente, evitando la gelificacion) los
medios son vertidos en placas Petri de plastico pequefias
llendndolas a la mitad, se deja gelificar el agar y se
procede a la inoculacién de los microorganismos, (Figura
4).

Figura 4. Placa Petri con agar gelificado.

Concluido el llenado, enfriamiento de las placas Petri se
Procede a la inoculacién de los microorganismos E. coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus sp y Pseudomonas
aeruginosa, Por medio de la técnica de estriado tipo cola
de ratén (Gomez, 2006) Terminada la inoculacion, se
separan las placas por grupos marcando el
microorganismo con el cual fue inoculada cada placa,
posteriormente se colocan los sensisdiscos de igual
manera para su facil reconocimiento se divide la placa en
dos, donde en un lado se coloca un disco elaborado con el
método 1 y otro elaborado con la técnica 2, esto con la
finalidad de apreciar cual de los dos discos presenta
mayor inhibicién del microorganismo, (Figura 5).
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Figura 5. Sensidiscos de saponita de Cu/Mg.

Prueba tipo antibiograma

El antibiograma se realiza para cuantificar la sensibilidad
o resistencia de un microorganismo aun determinado
grupo de antibioticos. El antibiograma se emplea en el
laboratorio clinico y de microbiologia para estudiar la
efectividad de los antimicrobianos frente a los
microorganismos responsables de las infecciones. Se
considera un antimicrobiano a las sustancias con la
capacidad de eliminar o inhibir el crecimiento de
microorganismos. Pueden ser naturales, sintéticos o
semi sintéticos. La utilidad del antibiograma es la
instauracion de antibiético o agente que funcione como
uno.

Las primeras pruebas se realizaron inoculando la
superficie de una placa de agar con el microorganismo en
estudio, colocando pequefias cubetas (de metal o vidrio)
sobre el agar y agregando las soluciones de los diferentes
antimicrobianos dentro de dichas cubetas. Los agentes
antimicrobianos difundian en el medio en forma radial
alrededor de la cubeta e inhibian el desarrollo del
microorganismo en la zona donde su concentracién era
suficientemente alta.

Las areas de inhibicién grandes indicaban una actividad
antimicrobiana mas efectiva. Este método fue modificado
en 1947 Bondi et al, incorporando el agente
antimicrobiano a discos de papel de filtro. Fue un paso
adelante gigantesco ya que el uso de los discos de papel
permitia preparar un gran numero de pruebas idénticas
y almacenarlas para uso futuro. El microorganismo a
investigar se inocula en una o varias placas de agar y
sobre su superficie se disponen los discos
correspondientes a varios antibidticos o agentes
quimicos los cuales posean propiedades similares a estos
(Cantén, 2002).

Una vez colocados los sensidiscos de Al/Mg y Cu se
incuban las placas por un periodo de 16-24 horas a 32-
35 °C con monitoreo constante colocando las placas de
cabeza (la tapa a si abajo para evitar la condensacién y
esta precipite sobre el agar) al cabo de este tiempo se
evalua el crecimiento en ellas. Se valora el diametro de la

zona de inhibicién que se forma alrededor de cada disco
y se compara con las referencias publicadas por el CDC
de USA. Con esta referencia se compara con el resultado
obtenido en nuestra placa para saber si el
microorganismo es sensible, intermedio o resistente (S, ],
R) en las placas. (Kahlmeter et al., 2003), la sensibilidad
se mide dependiendo del tamafio del halo de crecimiento
alrededor del sensidisco, es decir si nuestro material
inhibe aparecerd un halo (Area de inhibicién no
crecimiento del microorganismo) alrededor del disco, los
halos son medidos con una regla y se toma el radio
partiendo a partir del disco como punto de referencia, si
el halo es < a 0.9 mm se dice que presenta resistencia al
antimicrobiano o es poco efectivo, si presenta >/=a 1.1
cm a 2.1 es mediamente o altamente sensible ,si el halo
es >a 2.2 cm es altamente sensible. (National Committee
for Clinical Laboratory Standards, 2010).

Resultados y discusion

Las pruebas de inhibicién tipo antibiograma para
hidrotalcita de Cu con una relacién metalica molarde 1/1
y pH de 11 empleando el método de irradiacién con
microondas (Prihod’ko et al, 2004) permite observar
inhibiciones microbianas dadas las propiedades
antibactericidas del Cu demostrando ser efectivo con E.
coli (Tabla 1). Saponita Cu con una relacién metalica
molar de 1/1, por su parte Mg/Al con relaciéon molar de
2/1 presenta un alto nivel de inhibicion dado que al
agregar Mg potenciamos el efecto bacteriostatico
generando halos de inhibicién bien delimitados (Tabla
2), nuestro material presenta caracteristicas para la
inhibicion bacteriana (Figura 6).

Figura 6. Halos de inhibicion para E. coli

Los valores presentados para la tabla 1 son valores
medios obtenidos de un total de 30 placas empleadas
como muestra.
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Tabla 1. Inhibicién E. coli. Referencias
S i d 5l lacio Cantéon R, (2002). Lectura interpretada del
ensl lscl(\)/[s le pzapleMl t;(l) relacion antibiograma: ;Ejercicio intelectual o necesidad clinica?.
olar2/1 Mg/ Enfermedad Infecciosa Microbiologia Clinica, 20, pp.
Staphylococcus Siapiaaams Pseudomonas 176-185.
aureus aeruginosa
Calvo J.P., Alonso A.M., Garcia del Cura M.A. (1989).
>/=1.75 cm >/=2.0 cm >/=2.1cm Models of Miocene marginallacustrine sedimentation in
>/=2.0 cm >/=2.1cm >/=2.4 cm the Madrid Basin (Central Spain). Palaeogeog.,
: : : Palaeoclim., Palaeoecol, 70: 199-214.
Sensidiscos comprimidos filtro relacion Molar
2/1 Mg/Al Bisio C., Gatti G., Boccalesri E., Marchese L., Superti G.B.
(2008). Understanding physicochemical properties of
>/=1.98 cm >/=1.9 cm >/=2.1cm saponite synthetic clays. Microporous Mesoporous Mater.,
>/=1.8 cm >/=1.75 cm >/=1.9 cm 107:90-101.

Los valores presentados para la tabla 2 son valores
medios obtenidos de un total de 90 placas empleadas
como muestra, divididas en grupos de 30.

Tabla 2. Inhibicion Mg/Al Relacién 2.1 Molar.
Escherichia coli

Concentracién Cu: 1:1
relacion metélica sensidisco
comprimido

Concentracién Cu: 1:1 relacion
metalica sensidisco papel filtro

>/ 1.7 cm. >/1.4 cm.
>/1.2 cm. >/1.0 cm.
Conclusiones

La saponita de cobre presenta propiedades bactericidas
para las cepas E. coli, ya que se observan distintos halos
de inhibicién paralos dos tipos de discos empleados. A la
concentracion de Cu: 1:1 se obtuvieron halos de
inhibicién con didmetros mayores a > 1.0 cm, donde los
discos impregnados de papel filtro presentan mayores
halos de inhibicién respecto a sus contrapartes
comprimidas, de esto podemos entender que la
liberacién de los iones metalicos es rapida y prolongada.
La combinacién Mg:Al 2:1 donde los halos presentan un
tamafio poco mayor con respecto a Cu, los halos >a 1.5
cm y un maximo de 2.4 cm en la utilizacién de discos de
papel filtro, por su parte los discos de tipo comprimido
presentan un ligera disminucion de diametro en 0.1 a 0.4
mm respecto a los otros Sensidiscos, podemos concluir la
efectividad del dopaje con iones metalicos a las arcillas
como antimicrobianos, siendo ambas combinaciones
efectivas.
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