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Abstract- Since ancient times, colloidal silver has been
used primarily for water disinfection, as medicinal products,
among others; however, its efficiency is a function of the size
of the metal particle with which the interaction occurs. In
the case of this research, clay filters were designed and
developed with aggregate of micrometric-sized silver
particles  (commercial colloidal silver) and silver
nanoparticles (NP Ag), the latter synthesized by the green
chemistry method (biosynthesis) from of reducer obtained
from residues of wine production. As a case study, the
sample of water from the Moche River affluent, located in
the Province of Trujillo, La Libertad - Peru, which has a
high content of microbiological contamination has been
considered. For the evaluation of silver colloids, results are
presented by spectrophotometry, both with concentrations of
12 ppm, which proves that the green chemistry method is
efficient for obtaining NP Ag and approximately 30 nm in
size. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) results
are shown which approximate the phytochemical reduction
mechanism; The results suggest the potential antibacterial
effect of filters with NP Ag for viable mesophilic
heterotrophs (97.43 %), total coliforms (90%), fecal coliforms
(76.08%) and E. Coli (90%).
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Resumen— Desde tiempos remotos la plata coloidal ha
sido utilizado principalmente para la desinfeccion del agua,
como productos medicinales, entre otros; sin embargo, su
eficiencia estd en funcion al tamario de la particula metdlica
con la cual se da la interaccion. En el caso de esta
investigacion se diseiio y elaboro filtros de arcilla con
agregado de particulas de plata a tamafio micrométrico
(plata coloidal comercial) y nanoparticulas de plata (NP Ag),
este ultimo sintetizado mediante el método de quimica verde
(biosintesis) a partir del reductor obtenido de residuos de la
produccion vinicola. Como caso puntual de estudio, se ha
considerado investigar la muestra de agua proveniente del
afluente hidrico del Rio Moche, ubicado en la Provincia de
Trujillo, La Libertad — Peru, el mismo que cuenta con
elevado contenido de contaminacion microbiologica. Para la
evaluacion de los coloides de plata se presentan resultados
por espectrofotometria, ambas con concentraciones de 12
ppm, el mismo que comprueba que el método de quimica
verde es eficiente para la obtencion de NP Ag y con tamaiio
aproximado de 30 nm., asi mismo se muestra resultados por
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) los cuales aproximan el mecanismo fitoquimico de
reduccion; los resultados sugieren el potencial efecto
antibacterial de los filtros con NP Ag para heterotrofos
mesdfilos viables (97.43%), coliformes totales (90%),
coliformes fecales (76.08%) y E. Coli (90%).

Palabras Clave: Nanoparticulas de plata, Plata coloidal,
sintesis verde, filtro antibacterial, contaminacion del agua.
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I. INTRODUCCION

En la naturaleza, se ha podido encontrar arcilla en
abundantes cantidades [1], este material natural se compone de
minerales granulados y es wusado mayormente en la
elaboracion de piezas y figuras de ceramica [2]. Desarrollos en
esta tematica han utilizado arcilla para poder crear distintos
biofiltros con diferentes porosidades, con el fin de purificar
aguas contaminadas con cromo hexavalente [3]. El uso de este
material natural no solo reduce los costos de este proceso, sino
que también reduce el nivel de contaminacién hidrica [4]. En
virtud de ello, se tom¢ la idea de elaborar filtros de arcilla para
tratar las aguas contaminadas, tomandose como caso de
estudio aplicativo las aguas del afluente del rio Moche
(Trujillo, Per), en base a la eliminacion de bacterias
altamente nocivas. Para aumentar la eficiencia de los filtros, se
empled coloides de plata debido a las conocidas propiedades
antibacteriales que posee y que se han conocido en toda la
historia [5], debido a ello, se optd por utilizar plata coloidal y
nanoparticulas de plata (NP Ag) incorporadas a los filtros
antes mencionados en la evaluacion de esta investigacion, con
el objetivo de destacar el mejor efecto antibacterial. La plata
coloidal es wuna sustancia que contiene particulas
macrométricas de Ag (plata) que no se disuelven,
generalmente a ese tamaflo sedimentan; dicho coloide se
obtiene mediante el proceso de electrolisis [6]. La base de la
accion astringente y caustica de los iones de plata [7] se
origina al combinar el ion argéntico con grupos quimicos
sulfhidrico, carboxilo, fosfato, amino y otros biolégicamente
importantes, estas interacciones con las proteinas modifican
sus propiedades fisicas, y a menudo hacen que precipiten [8].
La plata coloidal es muy eficaz frente a un amplio rango de
bacterias (Gram positivas y Gram negativas), hongos y
levaduras, ya que la accion de la plata coloidal consiste en
inhibir las enzimas implicadas en el proceso respiratorio de
oxido-reduccién celular de las bacterias, provocando su
muerte en pocos minutos [9]. Por este motivo, el
microorganismo no puede desarrollar mecanismos de
resistencia como ocurre con los antibidticos y respeta el resto
de las enzimas implicadas [10], siendo segura para el hombre
y todo ser vivo pluricelular [11].

Por otro lado, en los ultimos afios la nanociencia y la
nanotecnologia han experimentado una rapida expansion a
nivel mundial, dando lugar al desarrollo y produccion de una
gran variedad de nanomateriales [12]. El interés creciente por
los materiales a nanoescala esta convirtiendo a las NP Ag en el
nanomaterial mas utilizado actualmente, debido a sus
propiedades antimicrobianas [13,14] pues existen pruebas que
demuestran que las NP Ag pueden dafiar directamente las
membranas de las células, interaccionando con ellas y
penetrando en su interior [15]. Es por ello que las mismas
estan siendo utilizadas en diversas aplicaciones de tratamiento
de agua, pinturas, vendajes, material sanitario, envases para el
almacenamiento de comida, etc. [16]. Hay muchas
publicaciones hechas con respecto al campo antes
mencionado, en donde detallan el efecto de sus propiedades

dependiendo del tamafio y forma [17], siendo las particulas
con un tamano menor a 100 nm las que muestran una
actividad antibacteriana 6ptima [18].

Existen diferentes investigaciones con respecto a la

sintesis de nanoparticulas en los que se usaron extractos de
plantas como agentes reductores debido a sus componentes
polifendlicos [19] logrando encontrar una variedad de rutas de
biosintesis [20] que producen nanoparticulas de diversas
formas con baja polidispersidad [21]. Es por ello que con el
nuevo concepto de “sintesis verde”, diversos investigadores
estan desarrollando diversas metodologias las cuales cumplan
un efecto reductor del precursor nitrato de plata (AgNO3), es
asi como sintetizaron Ag NPs utilizando extracto de arandano
(Vaccinum coroymbosum) en estado acuoso [22], agente
reductor organico que a diferencia de los inorganicos o
quimicos no es un contaminante, ademds de que tiene un
menor costo de elaboracion [23]; en las diferentes pruebas
realizadas por el investigador, logré determinar una alta
efectividad en la creacion de NP Ag [24]. Por dicho
antecedente, en este proyecto de investigacion se propone
utilizar como agente reductor el extracto alcohdlico de los
residuos de Vitis vinifera (uva), provenientes de la produccion
vinicola.
En el presente articulo, se muestran los resultados de la
eficiencia en remocion y potencial efecto antibacterial de los
filtros de arcilla con adherencia de micro y nanoparticulas de
plata para heterétrofos mesofilos viables, coliformes totales,
coliformes fecales y E. Coli, que son contaminantes
encontrados en las muestras tomadas del afluente hidrico antes
mencionado.

II. MATERIALES Y METODOS
A. Sintesis de nanoparticulas de plata

Para este proceso se utilizé el método de quimica
verde (biosintesis), teniendo como precursor al nitrato de
plata (AgNOs3) a una concentracion de 1M en dilucion de
10 mL de agua ultrapura, con el objetivo de preparar una
solucién stock para posteriormente extraer 50 ul y
aforarlo a 50 mL, obteniéndose la concentracion ideal
para el proceso de sintesis. Este proceso se llevo a cabo en
hotplate — stirring a una temperatura de 60 °C por 10
minutos y a 300 rpm. Posteriormente, se afiadié gota a
gota el extracto de residuos de uva provenientes de la
produccién vinicola, el cual demostré ser un excelente
reductor por contar con grupos fenolicos. Paso final, la
solucion se llevd a pH 10, obteniéndose una solucion con
coloracion marrén oscura. (Fig.1). La plata coloidal fue de
procedencia local a 12 ppm.
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Fig. 1. Protocolo de biosintesis de nanoparticulas de plata.

B.  Elaboracion de filtros de arcilla con agregado de plata
coloidal y nanoparticulas de plata

En cuanto al disefio del filtro de arcilla, se plante6 la

idea de utilizar como recurso un envase de plastico de 795
mL. La base del envase sirvio simultdneamente como
molde para el filtro, por ello se cort6 a una altura de 4 cm
respecto a la base.
Se precisé las cantidades de materiales aridos a utilizar en
las dos mezclas, estas fueron bajo la proporcion entre
arcilla, arena y aserrin (1:1:0,25) con un volumen de
solvente de 4 mL de nanoparticulas de plata y plata
coloidal (ambos a 12 ppm) en cada filtro fabricado, asi
mismo para poder disminuir la consistencia de la mezcla
se procedié a afiadir agua ultrapura con relaciéon de
proporcionalidad respecto a los coloides de 2:1 con el
objetivo de adquirir muestras homogéneas. Del
procedimiento antes mencionado, se prosiguié a agregar
el preparado en moldes para posteriormente dejarlas secar
por tres dias a temperatura ambiente. Terminado dicho
proceso, los filtros fueron llevados al horno por 6.5 h a
una temperatura de 750 °C, para finalmente pasar a
barnizar los filtros con la misma soluciéon de su
composicion. (Fig.2)

Fig. 2. Protocolo de elaboracion de filtros de arcilla
con plata coloidal y nanoparticulas de plata.

Con respecto al ensamblado, cada filtro se encajé en la
parte inferior de los envases de pléstico.
Previamente, se aislaron los contornos de los filtros con teflon
y se emplearon los anillos de hule que portaban los envases,

colocandolos encima del teflon para evitar cualquier fuga de
agua. (Fig.3)

Fig. 3. Protocolo de ensamblado de filtros
C. Preparacion de muestras para andlisis bacteriologico

Con el fin de garantizar que los envases de plastico de 795
mL estén esterilizados y no modifiquen los resultados, se
procedi6 a desinfectarlos con alcohol de 70°, durante un
tiempo aproximado de 20 minutos. Asi mismo se
siguieron las recomendaciones de protocolo para la
recoleccion y analisis bacterioldgico del agua.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

Se muestran los resultados producto de la evaluacion del
proceso de sintesis verde de NP Ag, donde se empled residuos
de la produccién vinicola en su elaboracion.

Las NP Ag fueron evaluadas por espectrofotometria UV-
Vis (Hewlett Packard, 8452A, CA, EE.UU), obteniendo los
datos relativos a la ubicacion del pico de plasmon en 423.27
nm, y su absorbancia caracteristico de las NP Ag; este analisis
nos reveld en un primer plano la presencia de nanoparticulas

(Fig. 4).
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Figura 4.  Espectrofotometria ~ UV-Vis  de

nanoparticulas de plata.

La ubicacion del pico de resonancia de plasmoéon nos
asegurd la formacion de NP Ag, por lo cual se demuestra que
el método de quimica verde utilizando extracto alcohodlico de
residuos provenientes de la produccion vinicola es efectivo
para la elaboracion de nanoparticulas.
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Para establecer el mecanismo fitoquimico aproximado del
proceso de reduccion y formacion de NP Ag fue evaluado por
la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) (Thermo Scientific, Nicolet iS50, Alemania).
El extracto de residuos provenientes de la produccion vinicola
utilizado como reductor estuvo en solvente alcohdlico, las NP
Ag se lograron debido al mecanismo de reduccion respecto al
precursor nitrato de plata, en la Fig. 5 se presenta el espectro
FTIR y se observan bandas a 3314 cm™ y 3341 cm™! para el
extracto y las NP Ag respectivamente, estos relacionados con
grupos hidroxilo, en el primer caso corresponde a la funcion
alcohol del metabolito secundario y en el segundo a la funcion
hidréxido [25]. También se identificaron bandas en 2922 cm’!
para ambos casos comparados, las cuales pertenecen a los
estiramientos de -CH2- y —CH3 el cual podria atribuirse a las
uniones intermoleculares de la estructura quimica del extracto
reductor y en el otro caso al etanol empleado [26]. Se encontrd
en el extracto alcohdlico de uva una banda en 1713 cm™ que
es la vibracion de estiramiento de —C=O grupo carbonilo de la
funcidon cetona; también se identificO en el extracto la
presencia de una sefial en 1204 cm! la cual atafie a la flexion —
C-O posiblemente del grupo fenol, la misma que desaparece
cuando se sintetizan las NP Ag, debido a que este grupo es el
responsable de la reduccion de la plata; las bandas a 1566 cm’!
y 1358 ¢cm™! son flexiones de —N-O de los grupos nitro; la
banda a 1035 cm™ del extracto también es una flexion de —C-
O y esté relacionada con alcoholes primarios [25]. Con estos
resultados, se considera que la capacidad reductora estuvo
asociada con la presencia de metabolitos secundarios con
grupos fenolicos presentes en el extracto alcohdlico de
residuos de uva, considerando que para extraer la mayor
cantidad de compuestos fendlicos y antioxidantes es mejor
hacerlo en medio alcohdlico por su solubilidad.
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Figura 5. Espectro FTIR del extracto alcoholico de

residuos de uva y las nanoparticulas de plata
biosintetizadas.

Respecto a la plata coloidal comercial, los resultados por
espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis) denotan que
este no es nanoparticula, esto debido a la inexistencia del pico
de resonancia de plasmén en el rango de 410 — 430 nm,
cambiando de esta forma las propiedades fisicas plasmonicas
relacionadas a este metal. (Fig. 6)
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Figura 6. Espectrofotometria UV-Vis de la plata
coloidal

Para la evaluacion de la investigacion respecto al potencial
antibacterial, se extrajo muestras de agua del afluente en
mencion, pasando a afiadirse en los depdsitos con filtros antes
mencionados, extrayendo un volumen de 300 mL en donde se
mantuvo en goteo por alrededor de 3 horas en un promedio de
12 gotas/minuto, con el objetivo de recolectar las muestras de
agua tratada; cabe destacar que los resultados bacteriologicos
son el producto de un solo proceso de filtrado.

El anélisis microbiolégico se dio con todos los protocolos
validados para la toma de muestra y su evaluacion
microbioldgica, para ello, la recoleccion de las muestras de
agua contaminadas se realizd en tres envases esterilizados,
cado uno de 100 mL; estas muestras se analizaron
bacteriologicamente en condiciones Optimas de temperatura,
mediante el método de conteo por colonias (UFC/100 mL).

Los resultados de los analisis bacterioldgicos indicaron que
las cantidades iniciales de Heterotrofos mesoéfilos viables,
Coliformes totales, Coliformes termotolerantes/ fecales y
Escherichia Coli fueron de 1.36 x 10 UFC/100mL, 1.1 x 10*
NMP/100mL, 4.6 x 103 NMP/100mL y 2.4 x 10* NMP/100mL
respectivamente, siendo el més eficiente usando filtros con NP
Ag y la remocion de heterotrofos mesolfilos viables. Notese en
las Fig. 7, 8 y 9 la evaluacion antibacterial.
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Figura 7. Recuento inicial de Heterotrofos mesoéfilos
viables de agua de rio 136 UFC/placa. Diluc. 1072
Heterétrofos: 1.36 x 106 UFC/100mL.

Figura 8. Recuento de Heterdtrofos mesofilos
viables del agua con tratamiento de plata coloidal
comercial 144 UFC/placa. Diluc. 10" Heterotrofos
mesofilos viables: 1.4x10° UFC/100 mL

Figura 9. Recuento de Heterdtrofos mesofilos viables
del agua con tratamiento de nanoparticulas de plata (NP
Ag) 35 UFC/placa. Diluc. 10! Heterotrofos mesofilos
viables: 3.5x10* UFC/100 mL

De la misma muestra de agua, se analizaron recuentos de
coliformes totales (NMP/100 mL), coliformes
termotolerantes/fecales (NMP/100 mL) y E. coli (NMP/100
mL) cuyos resultados se muestran en la Tabla 1.

Los resultados obtenidos muestran una mayor eficiencia del
filtro con agregado de NP Ag con respecto a la reduccion de
heterotrofos mesofilos viables y Escherichia Coli, esto se debe
a que las NP Ag son de tamafio nanométrico y tienden a
desprender iones, los cuales entran a la bacteria reaccionando
con las enzimas de esta y modificando sus genes. En cambio, la
plata coloidal al ser una sustancia con tamafio macrométrico, su
acceso a la bacteria presenta mayor dificultad, evitando que
actiie de una manera tan eficaz como el filtro con agregado de
NP Ag.

En lo que corresponde a la calidad del agua, se determind
que las muestras sobrepasan la normativa DS N° 031-2010-SA.
de Coliformes fecales, totales, bacterias heterotroficas y E.Coli
establecidos por DIGESA — MINSA (Peru), el cual sefiala
valores de <1,28NMP/100mL para coliformes fecales, totales y
Escherichia Coli, y un limite maximo de 500 UFC/mL para las
bacterias heterotroficas, indicando que la muestra inicial estuvo
muy por encima de una muestra convencional de agua de
afluente natural hidrico, cuyo efecto hubiese alcanzado la
totalidad de eliminacion de bacterias.

Se considera que, volviendo a someter el agua ya tratada
por segunda vez en el filtro, la eficiencia seria posiblemente la
totalidad de remocion bacterial.
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Tabla 1. Resultados microbiologicos

Eficiencia de .
Eficiencia de

Recuentos - filtro Ag Coloidal o
Microbianos Recuento Inicial %) filtro NP Ag (%)
Heterotrofos 1.36 x 10°

mesofilos viables UFC/100mL 89.71 97.43
Coliformes Totales 1.1x 10° 90 90
NMP/100mL
Coliformes termo 46x10°
tolerantes/fecales NMP/100mL 76.08 76.08
. 24x 103
E. Coli NMP/100mL 54.17 90
IV. CONCLUSIONES AGRADECIMIENTO

Se determind la eficiencia del uso de los residuos de la
produccion vinicola para la sintesis verde de NP Ag, puesto
que mediante la técnica de espectrofotometria UV-Vis se
indicé la presencia del pico de resonancia de plasmén
superficial de la plata. Utilizando la misma técnica se demostro
que la plata coloidal no posee las caracteristicas plasmodnicas
de nanoparticula, para lo cual se considera s6lo particula. Por
otro lado, los resultados relacionados a las aplicaciones estuvo
en torno a la evaluacion del potencial efecto antibacterial en
filtros de arcilla; en ese sentido, en primer lugar se realizo
analisis bacterioldgico a la muestra de agua del afluente en
estudio, siendo el recuento inicial de heterdtrofos mesofilos
viables 1.36 x 10° UFC/100mL, coliformes totales 1.1 x 10*
NMP/100mL, coliformes termotolerantes/fecales 4.6 x 103
NMP/100mL y Escherichia Coli 2.4 x 10> NMP/100mL; y en
segundo lugar se evalud el efecto inhibidor, siendo el caso del
filtro con nanoparticulas de plata el que mayor eficiencia tuvo
respecto a la eliminacion de heterotrofos mesofilos viables
(97.43%), y E. coli (90%); para el caso del filtro con plata
coloidal la inhibicién fue menor; demostrandose de esta forma
que la influencia del tamafio de particula es vital, al margen del
tipo de material usado. Cabe destacar que el mecanismo
inhibitorio esta basado en el ingreso del nanomaterial al ADN
bacteriano y el efecto de alterar su genética para evitar su
replicacion.

Esta investigacion se desarrolld en colaboracion con la
Universidad Nacional de Trujillo (UNT) gracias al convenio
marco de cooperacion con la Universidad Privada del Norte
(UPN).
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