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Resumen

El uso de nanoparticulas de diéxido de titanio (nano-TiO;) y sus aplicaciones en materiales de empaque ha llamado la
atencién debido a su actividad antibacterial. En el presente trabajo, se ha investigado el efecto de la adicién de nano-TiOp
sobre las propiedades antibacteriales, mecanicas y térmicas de peliculas de polietileno de baja densidad (LDPE) obtenidas
con el método de disolucién asistida por ultrasonido, asi también se ha estudiado el efecto de los diferentes parametros del
ultrasonido sobre la propiedad antibacterial de los materiales compuestos de LDPE/nano-TiO, y se ha encontrado que la
combinacién de pardmetros de amplitud-pulsos y amplitud-tiempo del tratamiento ultrasénico, tienen un efecto significativo
sobre la respuesta estudiada.
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Abstract

Dioxide nanoparticles (nano-TiO;) and their application in packaging materials have attracted a lot of attention because

of its antimicrobial activity. In the present research, the effect of nano-TiO; on the antibacterial, mechanical and thermal
properties of low density polyethylene (LDPE)-based film obtained with the dissolution ultrasound-assisted method was
investigated, as well as the effect of ultrasound parameters on the antimicrobial properties of the composites of LDPE/nano-
TiO;. A significant effect of the combination of parameters of amplitude-pulse and amplitude-time of the ultrasound
treatment on the antimicrobial property was found.

Keywords: nanocomposite, TiOy, Staphylococcus aureus, ultrasound, antimicrobial.

1 Antecedentes

La nueva tendencia en relacion a los materiales,
es enfocar las investigaciones a materiales activos,
es decir, que ofrezcan beneficios adicionales como
la actividad antibacterial. Los polimeros, como el
polietileno, son materiales cominmente utilizados
como materiales de empaque debido a su propiedad
barrera, alta resistencia y elongacién, ademds
de un bajo costo. (Xing, y col. 2012).
A estos materiales se pueden incorporar agentes
antimicrobianos como un método para controlar la
proliferacién de microorganismos patégenos como la
bacteria Staphylococcus aureus (S. aureus).

El diéxido de titanio (TiO;) ha sido ampliamente
estudiado como un promisorio material fotocatalitico
para resolver problemas ambientales, debido a su
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alta eficiencia, no toxicidad y propiedades quimicas
estables. (Chen y Mao, 2007), también ha
llamado mucho la atencién debido a sus propiedades
antibacteriales, aprobado por la FDA (American
Food and Drug Administration) para ser utilizado
en materiales que estén en contacto con alimentos
para los seres humanos. Se ha probado su efecto
antibacterial y fungicida en micoorganismos como
Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus
(S. aureus), Pseudomonas aeruginosa y Penicillium
expansum (Maness, y col. 1999, Maneerat y Hayata,
2006, Hur y col. 2005). El nano-TiO; se ha
incorporado en una matriz de polietileno mediante
extrusion y las muestran han sido expuestas a
radiacién UV (365 nm) por 120 min y su actividad
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antibacterial se probd contra E. coli y S. aureus,
mostrando muy buenos resultados (Xing, y col., 2012).
Muchos autores consideran que sin fotoactivacion, el
nano-TiO; es quimicamente inerte, pero se vuelve
sumamente reactivo bajo la radiacién ultravioleta
y produce especies con oxigeno reactivo (ROS)
(Hirakawa y col., 2004; Reeves y col., 2008) que
da como resultado una fuerte actividad antibacterial
(Joost y col., 2015; Zhao y col., 2013; Sunada y
col., 2003; Huang y col., 2000). Por otro lado,
algunos estudios muestran que el nano-TiO, exhibe
actividad fotocatalitica y antibacterial en ausencia
de iluminacion UV (Gurr y col., 2005; Sayes y
col., 2006). Por ejemplo, Wei y col. (1994),
Reportaron que el nano-TiO, expuesto a la luz
solar es toxico para la bacteria Escherichia coli via
producciéon de ROS (Wei y col. 1994; Rengifo-
Herrera, y col., 2009, Maness, y col. 1999).
Otras investigaciones sugieren diversos mecanismos
diferentes a la generacién de ROS para explicar
la actividad antibacterial del nano-TiO;, como por
ejemplo, la interaccién entre las nanoparticulas y
las macromoléculas del microorganismo, como los
fosfolipidos, las lipoproteinas y los 4cidos nucleicos,
lo que disminuye la permeabilidad y provoca la
muerte celular (Rezaei-Zarchi y col., 2010). Este
mecanismo sugiere que el microorganismo tiene una
carga negativa mientras que el 6xido metélico tiene
una carga positiva, creando una atraccién entre ellos
que, una vez en contacto, el microbio es oxidado
y muere instantineamente. Sin embargo, existen
diferentes conclusiones que dejan ver la necesidad de
continuar con la investigacién en este campo.

El objetivo del presente trabajo es identificar
cudles son los pardmetros ultrasénicos aplicados en la
obtencién del material nanocompuesto, que tienen una
mayor influencia sobre la inhibicién del crecimiento
de la bacteria S. aureus asi como ampliar un poco el
conocimiento sobre este tema.

2 Metodologia

2.1 Materiales

En el presente estudio se utilizaron nanoparticulas
de diéxido de titanio (TiO;,), anatasa de 20 nm de
diametro promedio de particula (Aldrich), polietileno
de baja densidad LDPE (PX-20020P, PEMEX) vy
tolueno (Sigma-Aldrich) utilizado tal como se recibi6.
Para las pruebas antibacteriales se utilizé una cepa
de la bacteria Staphylococcus aureus (ATCC 25923),

como medio de cultivo un caldo de soya-tripticaseina
adecuado para la bacteria y cajas Petri para la siembra
de la misma.

2.2  Métodos

El LDPE se disolvié en tolueno a 100 °C con agitacién
mecdnica para preparar una solucién al 5 % de LDPE.
Posteriormente se agregaron las nanoparticulas de
TiO, (nano-TiO,), en dos concentraciones, 25 y 35 mg
por cada 5g de LDPE. Una vez agregadas las nano-
TiO; a la solucién de LDPE, la mezcla se coloco
en un reactor de vidrio con recirculacién de agua a
temperatura controlada y se aplicé el tratamiento de
ultrasonido con un equipo de ultrasonido Hielscher
(Modelo UP200HLt, Hielscher). La potencia de entrada
mdxima y la frecuencia son, respectivamente, 20
kHz y 400 W, equipado con un sonotrodo de 7 mm
didmetro (modelo S26d7). La amplitud de sonicacién
(movimiento de la punta) esta en el intervalo de 10 a
100%. En todos los experimentos se utilizé el 100%
de pulsos y 80, 90 o 100 % de amplitud, segin el
experimento, de acuerdo a los datos de la Tabla 1.

Terminado el tratamiento de ultrasonido la mezcla
fue vertida en un molde recubierto de teflén y secado
a 100 °C por 2 h para obtener una pelicula de material
nanocompuesto.

2.2.1 Pruebas antibacteriales

Las propiedades antibacteriales de los nanocompuestos
se evaluaron colocando 1 cm? del nanocompuesto
de LDPE/nano-TiO; en una caja Petri en la cual
se sembraron 50 mL de una solucién con 1.5 x 108
UFC/ mL de Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
Las cajas se incubaron a 39 °C por 12 horas. Las
mediciones de inhibicién del crecimiento bacteriano
se llevaron a cabo determinando fotograficamente
la densidad de colonias de la bacteria utilizando el
software MATLAB® para cuantificar el porcentaje de
inhibicién.

Para la prueba adicional que se realizd, se
dispersaron 15 mg de nano-TiO, en 50 mL de agua
destilada en un vaso de precipitados y se aplicé un
tratamiento ultrasénico a 100% de amplitud y 100%
de pulsos por 10 min, en otro vaso de precipitados
se dispersaron 15 mg de nano-TiO; en 50 mL de
agua destilada y se aplicé agitacion mecdnica a 1500
rpm durante 10 min. Se tomé una muestra de ambas
dispersiones y se colocaron en un matraz que contenia
caldo soya-tripticaseina inoculado con 1.5 x 108 UFC
de Staphylococcus aureus.
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Tabla 1. Parametros de ultrasonido utilizados en cada

experimento
Exp. Amplitud Tiempo Concentracion
1* 0 0 0
2 100 10 35
3 100 15 35
4 100 15 25
5 80 10 25
6 80 10 35
7 100 10 25
8 80 15 25
9 80 15 35
10 90 17.5 30
*LDPE blanco

Se realizaron 5 diluciones y se sembraron en cajas
Petri con un medio nutritivo, se incubaron durante 12
horas y se observo el crecimiento.

2.3 Andlisis estadistico

Las pruebas se llevaron a cabo por duplicado y los
datos experimentales fueron analizados utilizando el
software statgraphics. Se realizé andlisis de una via
para la varianza (ANOVA) seguido por diferencia
minima significativa (p<0.05) entre las medias de los
tratamientos.

2.4 Caracterizacion

Se obtuvieron peliculas de material nanocompuesto
de LDPE/nano-TiO, de las cuales se cortaron las
probetas para la evaluacién de la propiedad mecanica
de resistencia a la tensién en un equipo de traccién
universal marca Instron, bajo la norma ASTM 638.
Asi como para la evaluacién de las propiedades
térmicas en un calorimetro diferencial de barrido
(Perkin-Elmer), las pruebas se corrieron a una
velocidad de 15 °C/min bajo una atmoésfera de
nitrégeno.
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Inhibicién normalizada del
crecimiento de la bacteria
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Fig. 1. Inhibicién de crecimiento de la bacteria S.
aureus comparadas con el LDPE sin nano-TiO;.
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3 Resultados y discusion

3.1 Propiedades antibacteriales

La actividad antibacterial se evalué a través de la
cuantificaciéon de la inhibicién del crecimiento de
la bacteria S. aureus en los materiales compuestos
y su comparaciéon contra el LDPE sin nano-TiO;.
En la Fig. 1 se observa una gréifica que representa
la inhibicién del crecimiento de la bacteria por los
diferentes tratamientos ultrasénicos aplicados para
obtener el material compuesto, asi como con las
diferentes concentraciones de nano-TiO; incluidas.
Las propiedades antibacteriales de los materiales
compuestos se compararon con el LDPE sin Nano-
TiO, (Tratamiento No. 1 en la Fig. 1) y la grafica
se normalizé en referencia al LDPE sin nano-TiO;.

En la Fig. 1 se observa que el experimento
7 (100% amplitud, 10 minutos y 25 mg de TiOj)
presenta la mayor inhibicién de todos los materiales
seguido por el experimento 9, 5 y 10. Los
experimentos 2 y 3 presentan una inhibicién del
crecimiento de la bacteria comparable al LDPE.

En la Tabla 2 se muestra el andlisis de la
varianza (ANOVA), donde se observa que el valor-
P de la prueba F es menor que 0.05, lo que indica

Tabla 2. ANOVA para la inhibicién del crecimiento de la bacteria por tratamiento

Fuente de variacion  Suma de cuadrados

Gl

Entre grupos 6199.45
Intra grupos 1249.5
Total (Corr.) 7448.95

9
10
19

Cuadrado medio Razoén-F  Valor-P
688.828 5.51 0.0067
124.95
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Tabla 3. ANOVA para el porcentaje de Inhibicidn de acuerdo a cada factor estudiado

Fuente de variacion Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razoén-F  Valor-P
Tiempo 200.0 1 200.0 2.53 0.2098
Amplitud-pulsos 1104.5 1 1104.5 13.98 0.0334
Amplitud-Tiempo 1152.0 1 1152.0 14.58 0.0316
Pulsos-Tiempo 392.0 1 392.0 4.96 0.1123
Error total 237.0 3 79.0
Total (corr.) 3085.5 7

Medias y 95.0% de Fisher LSD

80
60 [

40 |-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tratamiento

Inhibicion del crecimiento de la bacteria (%)

Fig. 2. Gréfico de medias para los diferentes
tratamientos con ultrasonido.

que hay una diferencia estadisticamente significativa
entre la media del porcentaje de inhibicién del
crecimiento de la bacteria, obtenida con los diferentes
tratamientos, con un nivel de confianza del 95%.
El andlisis estadistico de experimentos es una
herramienta muy util que permite analizar de
manera sistemdtica varios factores a la vez y
conocer el efecto que tienen sobre una determinada
variable de respuesta, ésta herramienta es utilizada
por diferentes investigadores para estudiar diversos
sistemas (Trujillo-Camacho y col., 2014; Laines-
Canepa y col., 2014; Chéairez-Hern4ndez y col., 2015;
Valiente-Banuet y col., 2015; Quintana-Hernandez y
col., 2016), como es el caso del presente articulo.

En la Fig. 2 se aprecia el grifico de medias
obtenido con los diferentes tratamientos, en el
andlisis de la varianza, la grifica de medias sirve
para comparar los valores medios del porcentaje de
inhibicion del crecimiento de la bacteria para los 10
tratamientos estudiados. Este gréfico indica cuéles
medias son significativamente diferentes de otras.

El andlisis estadistico de los datos arrojé
que los pardmetros de tiempo y amplitud tienen
un efecto significativo sobre la inhibicién del
crecimiento de la bacteria S. aureus en los materiales
compuestos. De acuerdo al andlisis el ANOVA
particiona la variabilidad del porcentaje de inhibicién
del crecimiento de la bacteria en piezas separadas
para cada uno de los efectos y prueba la significancia

956

estadistica de cada efecto comparando su cuadrado
medio contra un estimado del error experimental. En
este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que
0.05, indicando que son significativamente diferentes
de cero con un nivel de confianza del 95.0% (Tabla 3).

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo,
asi ajustado, explica 92.3189% de la variabilidad en
Inhibicién. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es
mds adecuado para comparar modelos con diferente
ndmero de variables independientes, es 82.0775%.
El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los
residuos para determinar si haya alguna correlacion
significativa basada en el orden en que se presentan
los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor
que 5.0%, no hay indicacién de autocorrelacion serial
en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.

De acuerdo a la Tabla 3, los factores
estadisticamente significativos son la combinaciéon
de los factores amplitud-pulsos y amplitud-tiempo
del tratamiento ultrasénico aplicado para obtener los
materiales compuestos.

Si bien se ha demostrado que la fotoactivacién
del nano-TiO; bajo la radiacién ultravioleta y bajo
radiacién solar produce especies con oxigeno reactivo
(ROS), que intervienen en la inactivaciéon de las
células de los microorganismos, lo que eventualmente
conduce a su muerte, los ROS tienen un tiempo
de vida muy corto; por lo que posiblemente no
es el mecanismo principal mediante el cual puede
explicarse la totalidad de la actividad antibacterial
de los materiales compuestos del presente estudio.
Probablemente existe generacion de ROS dadas las
condiciones que genera el tratamiento ultrasénico en el
medio. Sin embargo, la actividad antibacterial puede
explicarse también mediante un segundo mecanismo
que es la interaccion entre las nanoparticulas de TiO;
y las macromoléculas de la bacteria en cuestion,
como fosfolipidos, lipoproteinas y acidos nucleicos.
Esta interacciéon disminuye la permeabilidad de la
membrana y provoca la muerte celular. Este
mecanismo sugiere que el microorganismo tiene una
carga negativa mientras que el 6xido metdlico tiene
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una carga positiva, creando una atraccién entre ellos
que, una vez en contacto, la bacteria es oxidada y
muerte instantdneamente como ha reportado Rezaei-
Zarchi y col. (2010). En el estudio de Rezaei-Zarchi
y col. (2010) se encontr6 una fuerte unién entre las
nanoparticulas de TiO; y CdO a la membrana exterior
de la bacteria E. coli, 1o cual causé la inhibicion de
las actividades enzimadticas y, finalmente, la inhibicién
del ARN, ADN vy la sintesis de protefnas, lo que
finalmente conduce a la lisis celular.

Para estudiar efecto del ultrasonido sobre la
propiedad antibacterial de las nan-TiO, se realiz
un experimento adicional, que consistié en comparar
el tratamiento ultrasénico y el tratamiento mecanico
aplicado a las nano-TiO, y su efecto sobre la bacteria
Staphylococcus aureus. En la Fig. 3 se observan
las cajas Petri que contienen las nano-TiO; con
los dos tratamientos descritos anteriormente; si bien
las unidades formadoras de colonias (UFC’s) no se
cuantificaron utilizando el software MATLAB®), con
una inspeccién visual y un conteo de las colonias,
se determind que la caja Peri con las nanoparticulas
que recibieron un tratamiento mecdanico, contienen
40% mdas de colonias de Staphylococcus aureus
formadas, comparadas con la caja Petri con las
nano-TiO; tratadas con ultrasonido. Lo anterior,
probablemente es consecuencia del rompimiento de
los aglomerados de nano-TiO, que provocan las
burbujas de cavitacién generadas por el ultrasonido,
el tratamiento ultrasénico permite tener nanoparticulas
mds disponibles y distribuidas mds uniformemente
para estar en contacto con la bacteria e inhibir su
proliferacion.

En el presente estudio, los resultados
mostraron que los materiales compuestos de
LDPE/nano-TiO; tienen propiedades antibacteriales
mejoradas  por el tratamiento  ultrasénico.

Fig. 3. Inhibicién del crecimiento de S. aureus frente
a Nano-TiO; tratadas con a) agitacion mecénica y b)
ultrasonido.
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Fig. 4. Resistencia a la tensién de los materiales
compuestos

El tratamiento ultrasénico rompe los aglomerados
formados por las nan-TiO, y dispersa la
nanoparticulas de manera uniforme en la matriz
polimérica. ~ Cabe mencionar que las particulas,
entre mas pequeflas sean, tienen una tendencia
mayor a formar aglomerados fuertemente unidos.
El ultrasonido, a través de las burbujas de
cavitacion, rompe los aglomerados y permite que las
nanoparticulas estén mds disponibles para interactuar
con los microorganismos. Es a través de la
disponibilidad de nano-TiO, y las interacciones
nanoparticula-microorganismo, que la actividad
antibacterial se ve favorecida.

3.2  Propiedades mecdnicas

La resistencia a la tensiébn es una caracteristica
importante en los materiales de empaque. En ella se
mide la resistencia al estiramiento de la pelicula antes
de romperse. Con el fin de investigar el efecto de la
incorporacién de nano-TiO, en la matriz polimérica
sobre las propiedades del material compuesto, se
evalud la resistencia a la tensién en las peliculas.

La Fig. 4 muestra los resultados promedio
de la resistencia a la tensién evaluada en los
materiales compuestos. El tratamiento ntimero 1
corresponde al LDPE sin nano-TiO; y el resto de
numeros (2-10) representan los diferentes tratamientos
y concentraciones de nano-TiO, incorporado.

Como puede observarse, los valores de resistencia
a la tensién encontrados en los materiales compuestos
son mds altos que el valor del LDPE sin nano-TiO;
(10.1 Kg-f/m?). Los resultados muestran que la
incorporacién de nan-TiO;, tuvo un efecto importante
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sobre las propiedades mecdnicas de los materiales
compuestos. Estos resultados son consistentes con
los encontrados por otros investigadores que utilizaron
nano-TiO; y ZnO, en las que reportaron un aumento
en la resistencia a la tensién, el porcentaje de
elongacién y la resistencia a la intemperie en peliculas
de poliuretano y PVC (Xing y col., 2012; Li y col.,
2010; Li y col., 2009). Los resultados encontrados
muestran que la incorporacién de nano-TiO, mejora
las propiedades del LDPE y le confiere, ademas,
propiedades antibacteriales.

Las muestras 7 y 9 resultaron tener la mayor
inhibicién del crecimiento de la bacteria S. aureus;
si se analiza desde el punto de vista de los factores
que tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre la inhibicién, se podria decir que para lograr
una mayor inhibicién del crecimiento de la bacteria
se tendrd que utilizar la amplitud en el nivel
alto combinada con el menor tiempo y la menor
concentracion; las condiciones anteriores parecen
favorecer el rompimiento de los aglomerados y dar
como resultado una mejor dispersién de las nano-
TiO,. Se sabe que las nanoparticulas tienden a
formar aglomerados dificiles de romper; sin embargo,
se ha reportado que la aplicacién de ultrasonido
contribuye enormemente a evitar la formacién de
dichos aglomerados o a disminuir su tamafio (Hee-
Young Kim y col. 2013). Si bien no se tiene una
micrografia que demuestra la mejor dispersion de las
nano-TiO; en el material compuesto, ésta si se ve
reflejada en un reforzamiento del material compuesto a
través del aumento en la resistencia a la tensién. Como
puede observarse en las Figuras 3 y 4, en general,
los materiales que presentan una mayor resistencia a
la tensidn, son las mismas que presentan una mayor
inhibicién del crecimiento de la bacteria.

3.3 Propiedades térmicas

Dentro del analisis de las propiedades térmicas que
se realizd, se calcul6 el grado de cristalinidad (X.) a
partir de los datos obtenidos del anélisis de DSC de la
siguiente manera:

AH;
Xc=——x100 1
N7 (H

m

Donde AH; es la entalpia de fusién de la curva
endotérmica de la muestra y AH,% es la entalpia de
fusién tedrica de un polietileno 100% cristalino (290
J/g) (Wunderlich, 1997).

Tabla 4. % de cristalinidad de los materiales

compuestos
Exp. Cristalinidad (%) Desv. St
LDPE 22.0 0.00 1 22.3 0.97
2 21.8 0.06
3 22.0 0.24
4 21.3 0.00
5 21.3 0.20
6 22.3 0.24
7 22.3 0.24
8 21.8 0.55
9 21.5 0.06

En la Tabla 4 se observan los datos de porcentaje
de cristalinidad obtenidos, los experimentos 1 a 9
representan los diferentes tratamientos de ultrasonido
aplicados para obtener los materiales nanocompuestos
(ver Tabla 1).

En general se observa que el grado de cristalinidad
de los materiales compuestos es menor a la que
presenta el LDPE (22 %). El efecto de la adicién de
nano-TiO; en la matriz polimérica se puede explicar
con el hecho de que la etapa de crecimiento de las
esferulitas se ve obstaculizada significativamente
por las nanoparticulas incorporadas, la reduccién
en la velocidad de la cristalizacién y el tamafio
de los dominios cristalinos puede resultar en un
menor grado de cristalinidad. Los resultados
encontrados concuerdan con lo reportado por
otros investigadores que han obtenido materiales
compuestos de LDPE/nano-TiO, (Nguyen y col.,
2013).

Conclusiones

Se obtuvieron materiales compuestos de LDPE/nano-
TiO; mediante el método de disolucién asistido por
ultrasonido que mostraron propiedades antibacteriales
contra la bacteria S. aureus. La incorporacién de nano-
TiO; en la matriz polimérica mejora las propiedades
mecanicas de resistencia a la tensiéon del LDPE,
afectando ligeramente el porcentaje de cristalinidad.
Esta investigacién indica que la obtencién de
materiales compuestos con nano-TiO; tiene un gran
potencial para ser usados como materiales de empaque
con propiedades antibacteriales. En éste sentido es de
gran importancia la generacién de nuevo conocimiento
relacionado con el mecanismo mediante el cual el
ultrasonido mejora las propiedades antibacteriales del
TiO,, ya sea mediante la generacién de ROS o
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mediante el mejoramiento de la dispersion, y por lo
tanto la mayor disponibilidad de las nanoparticulas en
la matriz polimérica para interactuar con las bacterias.
Asimismo se encontré que la combinaciéon de los
factores amplitud-pulsos y amplitud-tiempo, tienen un
efecto significativo sobre la inhibicién del crecimiento
de la bacteria S. aureus en los materiales compuestos.

Nomenclatura

AH; entalpia de fusién de la curva
endotérmica de la muestra

AHY entalpia de fusion tedrica de un
polietileno 100% cristalino (290 J/g)

Simbolos griegos

& grado de cristalinidad (%)
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