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Resumen

Se estudio la actividad antimicrobiana de peliculas delgadas de dioxido de titanio (TiO,) solo y modificado con plata.
Las peliculas de TiO, solo se sintetizaron con el método Doctor Blade y las modificadas con plata con el método
de fotorreduccion quimica bajo irradiacion UV. Las propiedades de las peliculas se midieron por espectroscopia
Raman y microscopia electrénica de barrido; también se determin6 el efecto de la incorporacién de las particulas
de plata en las propiedades antimicrobianas de las peliculas de TiO, frente a Staphylococcus aureus. Los resultados
de la caracterizacion indicaron que las particulas de plata se aglomeraban sobre la superficie del TiO, generando
agregados del orden de los 200 nm; en el analisis por espectroscopia Raman se vio que los agregados de plata
depositados sobre las peliculas de TiO, podrian presentar el fenomeno de resonancia de plasmones superficiales
localizada. El ensayo preliminar de la actividad antimicrobiana indicé que la modificacion de las peliculas de TiO,
con particulas de plata aument6 en 2,18 veces la eficiencia del proceso.
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Antimicrobial activity of silver-modified titanium dioxide thin films
Abstract

We studied titanium dioxide (TiO,) thin films and silver-modified titanium dioxide thin films antimicrobial activity.
The TiO, thin films were synthesized using Doctor Blade method. The synthesis of silver-modified films was
done by chemical photoreduction under UV irradiation. Materials were characterized by Raman spectroscopy and
scanning electron microscopy (SEM) measurements. We determined the antimicrobial effect against Staphylococcus
aureus of the incorporation of silver particles on TiO,. Results indicated silver particles agglomerated on the surface
of TiO, generating aggregates of around 200 nm. Raman spectroscopy suggested that silver aggregates may present
the plasmon resonance superficial phenomenon. The antimicrobial activity assay indicated that the TiO, films

modification with silver increased by 2.18 times the efficiency of the process.
Key words: Titanium dioxide, photocatalysis, antimicrobial activity.

Introduccién

La fotocatalisis heterogénea ha despertado considerable
interés en la Gltima década debido a sus aplicaciones en
procesos de remediacion ambiental (Park, et al., 2014).
Muchos semiconductores sometidos a radiacion UV y UV-
vis se han utilizado para la degradacion de compuestos
organicos e inorganicos contaminantes y la inactivacion de
bacterias y virus en diferentes tipos de ambientes (Dizaj, et
al., 2014). Uno de los semiconductores mas estudiados es
el dioxido de titanio (TiO,), material inocuo que presenta
una elevada resistencia a la fotocorrosion, es estable en
soluciones acuosas, no es costoso, abunda en la naturaleza
y posee una buena actividad fotocatalitica bajo irradiacion
ultravioleta (Malliga, et al., 2014).

El proceso fotocatalitico que usa TiO, puede describirse de
manera general como sigue:

TiO, +h”(E>Eg) — TiO,(h ‘/e") (€))]
(h,,)+H,0,,— OH'(ad) +H* 2)
(h*) + OH’(ad)—> OH', 3)
(") * Py = P Q)
OH'(ad)+P(ad)—> (P—OH)'(ad) — P“’(ad) +OH'(ad) (5)
(&) + OZ(ad) =0, (6),

donde CB corresponde a la banda de conduccién y VB a
la banda de valencia del TiO,, y P es el contaminante (que
en este trabajo fue Staphylococcus aureus). En los primeros
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instantes la radiacién electromagnética con mayor energia
que la brecha de bandas del TiO, es absorbida sobre su
superficie (ecuacion 1) (Macwan, et al., 2011), lo cual
genera un electrén en la banda de conduccién y un hueco
en la banda de valencia; luego, las moléculas de agua
adsorbidas sobre la superficie del TiO, generan radicales
hidroxilo (ecuacién 2). Los huecos también pueden generar
radicales hidroxilo por la reaccion directa con iones
hidroxilos presentes en la solucion (ecuacion 3); al mismo
tiempo, los electrones en la banda de valencia pueden
generar radicales superdxido por la reaccidn con el oxigeno
presente en la solucion. Los radicales formados inician el
proceso de degradacion del contaminante (ecuaciones 5 y 6)
(Peléez, et. al., 2012), en tanto que la presencia de oxigeno
impide esta recombinacion al atrapar electrones a través de
la formacion de aniones radicales superoxido (ecuacion 6).
La oxidacion (ecuacion 4) se ve favorecida por las moléculas
que se absorben facilmente en la fotocatalisis. Por otro
lado, los radicales OH - . son capaces de reaccionar en la
interfaz o difundirse lejos de la particula de TiO, (ecuacion
5) con moléculas orgéanicas en solucién (Zhang, et al. 2013;
Chorianopoulos, et al., 2011).

El TiO, se ha empleado para la degradacion de varias
bacterias, en especial las Gram positivas como S. aureus
(Pham & Lee, 2015). Sin embargo, dos inconvenientes
limitan la aplicacion préactica de la tecnologia basada en
TiO,: (a) este material solo es fotoactivo bajo irradia-
cion ultravioleta (A<380 nm), y (b) el proceso por lo
general presenta poca eficiencia cuantica, con una rapida
recombinacion del par electron-hueco fotogenerado. Para
resolver estos inconvenientes se han explorado diferentes
estrategias: (1) los métodos de sintesis del TiO, se
pueden variar y optimizar, y (2) se puede modificar la
superficie del TiO,. Se ha reportado que la modificacion
del TiO, con metales de transicion (incluidos la plata,
el platino, el rutenio y el paladio) disminuye el proceso
de recombinacion al formar heteroestructuras y nuevas
interfaces que mejoran la eficiencia fotocatalitica (Gao &
Yang, 2015; Rodriguez, et al., 2010; Zhou, et al. 2011).
Recientemente se ha encontrado que las particulas de
plata tienen un amplio uso en el desarrollo de procesos
bioldgicos y farmacéuticos, y se han usado como material
de revestimiento para dispositivos médicos, materiales
ortopédicos y ayudas tdpicas para reparacion de heridas,
entre otros (Chen & Schluesener, 2008; Russell &
Hugo, 1994; Mirzajani, et al., 2011). Igualmente, se han
hecho estudios sobre la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de plata frente a bacterias Gram positivas
y Gram negativas en los que se han reportado buenos
resultados (Shrivastava, et al., 2007).

En este trabajo se determind el efecto de la incorporacion
superficial de particulas de plata sobre peliculas de TiO, en
sus propiedades antimicrobianas frente a S. aureus resistente
a meticilina (SARM).
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Materiales y métodos
Sintesis de las peliculas delgadas de dioxido de titanio

Para fabricar las peliculas de TiO, se utilizo el método
Doctor Blade. Se prepard una suspension de didxido de
titanio mezclando 0,500 g de Degussa P-25 con 0,100 g
de polietilenglicol macerados previamente en un mortero
durante 15 minutos, a los que se afiadieron 2 ml de iso-
propanol con agitacion constante durante una hora. La
suspension obtenida se deposito sobre un sustrato de vidrio
(silice) usando la técnica Doctor Blade (Ruani, et al.,
2008; Wojcik, et al., 2010). Las peliculas se precalentaron
a 90 °C durante 30 minutos y luego se calentaron a 500 °C
durante una hora.

Obtencion de las peliculas de dioxido de titanio modificadas
con plata

Para depositar las particulas de plata sobre las peliculas de
TiO,, se utilizd el método de fotorreduccion quimica (Gao,
etal., 2015). Para ello, las peliculas de TiO, se sumergieron
en una solucion acuosa de nitrato de plata (0,025 g de
AgNO, en 5 ml de agua desionizada), y luego se irradio con
una lampara UV con un maximo de emision de 260 nm y
una intensidad de 30 W durante 30 minutos. Después del
proceso de fotorreduccion el color superficial de las peliculas
de TiO, cambi6 de blanco a café grisaceo.

Caracterizacion de los materiales

Las propiedades de composicion y morfologia de los mate-
riales se estudiaron mediante espectroscopia Raman en un
equipo DXR 780 nm LASER y microscopia electronica de
barrido en un equipo SEM Tescan VEGA3 SB equipado para
la espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS).

Ensayo preliminar de la actividad antimicrobiana

Para el ensayo preliminar de la actividad antimicrobiana
de los materiales se empled la metodologia de unidades
formadoras de colonia (UFC) (Shrivastava, et al.,
2007). Para ello se inocularon las cepas de SARM en 30
ml de caldo nutritivo estéril, y se dejaron en incubacion
y agitacion durante mas de 12 horas. Los cultivos de
SARM se prepararon en tubos Falcon con una absorbancia
conocida (0,05). Se introdujo en cada tubo un tratamiento,
es decir, una pelicula del respectivo material, lo cual se
hizo por triplicado para cada tratamiento. Ademas, se us6
gentamicina como control positivo y se dejé crecer un
cultivo sin ninglin tratamiento como control negativo. Se
hizo una dilucién de 107 y se usé la técnica de cuenta en
placa. Luego se sometieron los tubos Falcon a irradiacion
UV durante 30 min con una ld&mpara de 360 nm de longitud
de onda maxima. Los tubos se sometieron a incubacion y
agitacion durante 12 horas y nuevamente se hizo la dilucién y
el conteo en placa. Por tltimo, se hizo un conteo electronico
de las UFC encontradas en las placas. En la Figura 1 se
muestra el esquema general de la metodologia aqui descrita.
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Figura 1. Esquema general de la metodologia de unidades formadoras de colonia utilizada para los ensayos de inhibicion del crecimiento

de Staphylococcus aureus bajo irradiacion UV

Resultados y discusién

Caracterizacioén de los materiales mediante
espectrometria Raman

En la Figura 2 se muestra el espectro Raman obtenido para
las peliculas de TiO, y de este modificado con plata (TiO,-
Ag). Las peliculas de TiO, presentaron los picos Raman
caracteristicos de la fase anatasa y los modos de simetria
de vibracion para la fase anatasa indicados: E, para las
sefiales localizadas a 144 cm, 398 cm™' y 520 cm™!, y E,
para la sefial localizada a 639 cm™, asignaciones que se
corresponden con las reportadas en la literatura (Vishwas,
et al., 2012; Liu, et al., 2001). En el espectro Raman de
las peliculas modificadas de TiO,-Ag se pudo observar
que la intensidad de las sefiales aumenté en comparacion
con las peliculas de TiO, Degussa P25; este fenomeno se
conoce como incremento superficial de espectroscopia
Raman, y se caracteriza por el aumento en varios 6rdenes
de magnitud de la intensidad de las sefiales en el espectro
Raman por efecto de especies adsorbidas sobre la superficie
del metal (Ma, et al., 2011); el fenémeno fisicoquimico
indica que algunas nanoparticulas de metales nobles (oro,
plata, paladio y platino) pueden generar una intensa reso-
nancia plasmoénica superficial cuando son adsorbidas
sobre semiconductores (Fang, et al., 2015). El incremento
en la intensidad de las sefiales espectroscopicas Raman
para las peliculas de TiO,-Ag sugiere que es posible que
las particulas de plata ‘fotoadsorbidas’ sobre la superficie
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Figura 2. Espectro Raman de peliculas sintetizadas de dioxido de
titanio solo y modificado con plata

del TiO, se presenten agrupadas a escala nanometrica,
esta observacion que se verifica mediante el analisis por
microscopia electronica de barrido.

Estudio de la morfologia de los materiales

El estudio de la morfologia y la composicién quimica de los
materiales obtenidos en esta investigacion se hizo mediante
microscopia electronica de barrido y EDS. La Figura 3a
muestra la imagen de microscopia electronica de barrido de
las peliculas de TiO, y TiO,-Ag. La Figura 3a muestra que las
peliculas de TiO, estaban conformadas por microagregados
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Figura 3. Imagenes de microscopia electronica de barrido de: (A) una pelicula de didxido de titanio, y (B) una pelicula de dioxido de
titanio modificado con plata. En cada imagen se muestra el analisis mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X.

con un estrecho margen de tamafio del orden de los 50
nm; se observo la morfologia tipica del TiO, Degussa P25.
Mediante el analisis por EDS se verifico la composicion del
material utilizado para la obtencién de las peliculas. Las
imagenes obtenidas evidencian baja uniformidad superficial
en las peliculas (Clavijo, 2013).

En la Figura 3b se muestra el analisis morfologico de la
pelicula de TiO, con nanoparticulas de plata. Se pudo
observar un cambio significativo en la morfologia de la
superficie del TiO,; la imagen SEM permiti6 diferenciar las
particulas de plata depositadas (Cueto & Sanchez, 2010).
El analisis SEM indicé que las particulas fotorreducidas se
aglomeraron alcanzado tamafios del orden de los 200 nm.
Mediante el analisis por EDS se verifico que los aglomera-
dos observados en la superficie del TiO, correspondian a
particulas de plata (Figura 3b).

Ensayo preliminar de la actividad antimicrobiana

Con el animo de verificar la posible aplicacion de los
materiales obtenidos, se hizo un ensayo de la actividad
antimicrobiana contra SARM bajo irradiacion UV. En
la Figura 4 se muestra el porcentaje de inhibicién de las
peliculas de TiO, y de TiO,-Ag. Se pudo observar que las
peliculas de TiO,-Ag presentaron un mayor porcentaje de
inhibicion (35 %) que las peliculas de TiO, sin modificar
(16 %). Este resultado puede atribuirse a dos fenémenos:
(a) los agregados de plata depositados sobre la superficie
pueden acumular carga y aceptar electrones fotogenerados
al interior del semiconductor, la acumulacién de electrones
puede disminuir la recombinacién de portadores y favorecer
su transferencia a otras especies para la generacion de
especies reactivas de oxigeno ¢; (b) un aumento en la
generacion de portadores de carga, ya sea por influencia del
campo magnético inducido por el metal incorporado o por
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Figura 4. Porcentajes de inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus sobre peliculas de dioxido de titanio solo y
modificado con plata bajo irradiacion UV.

el calentamiento térmico ocasionado por la transferencia
de carga desde el material adsorbido (Zielinska-Jurek,
et al., 2015; Stroyuk, et al., 2010). La segunda de estas
hipotesis cobra fuerza debido a los resultados obtenidos
en la caracterizacion por Raman y por SEM; el efecto de
incremento superficial de la espectroscopia Raman y la
presencia de agregados del orden de los 200 nm sugieren
gue esta podria ser una de las razones del incremento de la
actividad antimicrobiana.

Segin André, et al. (2015), las particulas de plata
exhiben oscilacion colectiva de sus electrones en la banda
de conduccidn, lo que se conoce como resonancia de
plasmones superficiales localizada, y se sugiere que la
asociacion entre el semiconductor y el metal cambia la
eficacia y el mecanismo de la actividad antimicrobiana de
cada uno, lo que coincide con los resultados obtenidos en
esta investigacion.
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Conclusiones

En este trabajo se fabricaron peliculas delgadas de TiO, y
de TiO,-Ag usando la técnica Doctor Blade; las particulas
de plata se depositaron mediante fotorreduccion quimica. El
anélisis morfoldgico indicd que se formaron aglomerados
de plata de un tamafio promedio de 200 nm en la superficie
del semiconductor. Los resultados de la EDS demostraron
la presencia de particulas de plata en la superficie del TiO,,.
El analisis espectroscopico sugiere que las peliculas de
TiO,-Ag pueden presentar efectos de resonancia plasmonica
superfical. Por ultimo, los ensayos de inactividad
antimicrobiana contra SARM indicaron que la modificacion
de las peliculas de TiO, con particulas de plata aumento en
2,18 veces la eficiencia del proceso.
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