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1. INTRODUCCION

“No le evitéis a vuestros hijos las dificultades de la
vida, ensefiadles mds bien a superarlas”
LOUIS PASTEUR









1.- INTRODUCCION

Esta tesis se lleva a cabo dentro del programa de doctorado de Quimica
Sostenible, por ello, en este apartado se realiza un recorrido que va desde
una introduccién de la Quimica Verde y de la Catalisis como base de la
sostenibilidad, hasta el andlisis del estado del arte de los principales temas
abordados: la eliminacion de un contaminante inorganico del agua
(bromatos) mediante catalizadores basados en metales nobles y el estudio

de materiales biocidas con metales nobles y seminobles.

1.1. QUIMICA VERDE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE

Segun la Real Academia de la Lengua Espafiola, la Quimica es la ciencia
que estudia la estructura, propiedades y transformaciones de los cuerpos
a partir de su composicion [1]. La Quimica pues, interviene de modo directo
en nuestra calidad de vida, en el desarrollo econ6mico y en el bienestar de
la sociedad actual [2, 3]. Por consiguiente, cualquiera de los aspectos que
caracterizan la forma de vida actual esta relacionado con los conocimientos
y avances que la Quimica proporciona. Por ejemplo, la sintesis de farmacos
para combatir enfermedades o la produccién de nuevos materiales son

impensables sin una previa investigaciéon quimica.

Estos avances y beneficios promovieron una visiéon muy positiva de la
Quimica, en la sociedad, hasta la década de los 60. A partir de esta fecha y
en un intervalo breve de tiempo, la vision cambid radicalmente. La Quimica
pasé a ser una actividad indeseable debido a los efectos nocivos generados
por la industria quimica tanto para los seres humanos como para el medio
ambiente [4, 5]. Esta nueva visibn aparece como consecuencia de

diferentes catastrofes ambientales producidas por la industria quimica,
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1.- INTRODUCCION

como por ejemplo el escape de metilisocianato de la empresa Union
Carbide en la India en 1984, que afecté a mas de 600000 personas,
provocando la muerte de 22000 de ellas [6]. A esto se une la aparicién de
nuevos problemas medioambientales asociados al uso de ciertos productos

quimicos, como son la destruccién de la capa de ozono o la lluvia acida.

Ademas, muchos procesos quimicos generan muchos kilogramos de
residuos por kilogramos de producto deseado (Factor E) [7, 8]. Por
ejemplo, la industria farmacéutica genera entre 25 y 100 Kg de productos
secundarios e indeseados por cada kilogramo de producto de interés

(Tabla 1.1).

Tabla 1.1: Indice de produccién de desechos por la industria [9]

SECTOR INDUSTRIAL TONELAJE DE FACTOR E*
PRODUCTO
Refinacién de petréleo 106-108 <0.1
Industria Quimica 104-108 <1-5
Quimica Fina 102-104 5-50
Farmacéutica 10-108 25-100

*Factor E = kg de producto secundario/ kg productos deseado

Paradéjicamente, muchos de estos problemas que poseen un origen
quimico pueden, a su vez, ser corregidos y controlados mediante
tratamientos, también, quimicos [3]. Persiguiendo esta meta, aparece en la
década delos 90 el concepto de “Quimica Verde” [10], que se puede definir
como una Quimica cuyos productos y procesos buscan alcanzar un
equilibrio ambiental, siendo econ6micamente rentables, energéticamente

viables, y social y éticamente aceptables [11].

Sin embargo, el inicio de la Quimica Verde es mucho mas antiguo y se
puede situar en 1962 cuando se publicé la “Primavera silenciosa” de Rachel
Carson [12], primer estudio cientifico que mostroé los peligros asociados al

uso de pesticidas quimicos. Esta publicacidn coincidié con la aparicién de
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1.- INTRODUCCION

las primeras agencias de protecciéon ambiental, y provoc6 un importante
cambio legislativo. Diez afios después, se publicé el “Informe sobre los
limites del desarrollo”, creado por el denominado Club de Roma formado
por cientificos, investigadores y politicos de 30 paises, cuyo objetivo fue
discutirlos cambios que se estaban produciendo en nuestro planeta a causa
de las actividades humanas. Gracias a estas dos publicaciones y a otros
movimientos, la UNESCO incluydé progresivamente la Ecologia y la
Educaciéon Ambiental en sus programas [13], mientras que la ONU, en 1988,
impulsé la firma de la “Declaracién Internacional sobre una Produccién
mas Limpia” como una estrategia preventiva basada en conceptos como
eco-eficiencia, produccién ecolégica y prevencion de la contaminacion [2].
En 1991, aparece por primera vez el término Quimica Verde, término
atribuido a Paul Anastas y John Warner, los cuales en 1998 publican “Green
Chemistry: theory and practice” [10], un referente de la Quimica Sostenible
donde se recoge un protocolo con 12 principios (Tabla 1.2) que persiguen
la prevencion de la contaminacién, utilizando el avance cientifico y
tecnologico [13].

Tabla 1.2: Los doce principios de la Quimica Verde [10]

N2 PRINCIPIOS QUiMlCA VERDE
1 | Prevencién
2 | Economia Atémica
3 | Uso de tecnologias mas seguras
4 | Disefio de productos quimicos mas seguros
5 | Uso de disolventes y productos auxiliares méas seguros
6 | Eficacia energética
7 | Uso de materias primas renovables
8 | Reduccién de derivados
9 | Catdlisis
10 | Degradacién controlada
11 | Analisis en tiempo real para la prevencion de la contaminacion
12 | Reduccién del potencial de accidentes quimicos
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1.- INTRODUCCION

Estos principios fueron exportados al campo de la Industria Quimica,

transformandolos en los 12 principios de la Ingenieria Verde (Tabla 1.3):

Tabla 1.3: Los doce principios de la Ingenieria Verde [14]

N2 PRINCIPIOS INGENIERIA VERDE
1 | Buen disefio para que las entradas y salidas de materia y energia no
sean peligrosas
2 | Preferible prevenir la contaminacion que tratar o limpiar el residuo ya
producido
3 | Operaciones de separacion y purificacion disefiadas para minimizar el
gasto de energia y materiales
4 | Elsistema debe ser disefiado para maximizar la eficiencia, reduciendo
la toxicidad
5 | Eluso de la energia y la materia es satisfecho por la demanda final
6 | Laentropiay complejidad de un sistema deben suponer una inversién
7 | Disefiar para la durabilidad, no para la inmortalidad
8 | Satisfacer la necesidad, minimizar el exceso
9 | Minimizar la diversidad de materiales
10 | El disefo de procesos y sistemas debe de incluir la relacién de los flujos
de materia y energia disponibles
11 | La medida de la efectividad de un disefio debe incluir su uso tras la vida
comercial
12 | Eldisefio debe de estar basado en entradas renovables y disponibles
durante todo el ciclo de vida

En general la Quimica e Ingenieria Verde se basan en tres conceptos

fundamentales [15]:

e Prevencién de la causa del riesgo: este es el mensaje principal,
evitar siempre que sea posible todo tipo de sustancias y/o

materiales peligrosos en su misma fuente [14].

e  Metodologias quimicas: la propia Quimica debe dar solucién a la
contaminacién y a los peligros que tienen su origen en las

sustancias y procesos quimicos.

e Accidn de acuerdo con un disefio: se deben conseguir procesos

mas eficientes, limpios y seguros, con un propoésito definido y
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1.- INTRODUCCION

una planificacién orientada, es decir, se necesita un disefio

previo adecuado.

Estos principios o ideas han permitido mejorar procesos industriales y
disefiar nuevas metodologias, que minimizan el impacto sobre el medio
ambiente [16]. Pero ademas, el concepto de Quimica Verde se encuentra
intimamente ligado con el de Desarrollo Sostenible. Este concepto se define
como aquel desarrollo capaz de satisfacer las necesidades actuales sin
comprometer los recursos y posibilidades de las generaciones futuras.
Dicha definicién apareci6 por primera vez en 1987 en el informe “Nuestro
Futuro en Comun” de la ONU [17]. Este informe, denominado
habitualmente “Informe Brundtland”, planteaba un crecimiento econémico
basado en politicas de sostenibilidad y expansién a partir de recursos
ambientales, buscando un equilibrio entre crecimiento econdémico,
equidad social y utilizacidn racional de los recursos naturales [18], es decir

entre lo social, lo econdmico y lo ambiental (Figura 1.1):

Medioambiente

VIABLE VIVIBLE

Desarrollo
Sostenible

-

. EQUITATIVO
Econdmico

Figura 1.1: Los tres pilares fundamentales del Desarrollo Sostenible [13]

T

En base a ello, la ONU aprob6 en 2015 la “Agenda 2030 para el

Desarrollo Sostenible” que recoge 17 objetivos [19, 20], que incluyen desde
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1.- INTRODUCCION

la eliminacién de la pobreza hasta la lucha contra el cambio climético o la

defensa del medio ambiente (Figura 1.2).

@OBIETIVESSostenisLe

FIN HAMBRE SALUD EDUCACION
DELAPOBREZA YBIENESTAR DECALIDAD

Pl

IGUALDAD AGUALIMPIA
DEGENERO Y SANEAMIENTO
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COMUNIDADES Y CONSUMO
BLES
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A
nREE

TRABAJO DECENTE INDUSTRIA, 1 REDUCCIONDELAS
Y CRECIMIENTO INNOVACIONE DESIGUALDADES
ECONOMICO INFRAESTRUCTURA

QO

17 o R

LOSOBJETIVOS
OBJETIVS:S
DE DESARROLLO

SOSTENIBLE

13 ACCION 1 4 VIDA 16 PAZ JUSTICIA
PORELCLIMA SUBMARINA EINSTITUCIONES
SOLIDAS 7

y,

Figura 1.2: Objetivos de Desarrollo Sostenible para el periodo 2015-2030, ONU

El sector quimico es imprescindible para la consecuciéon de muchos de
los 17 objetivos de la Agenda para el Desarrollo Sostenible, siendo ademas
un sector fundamental en la economia mundial. Asi, segin la Federacién
Empresarial de la Industria Quimica Espafiola (FEIQUE), la industria
quimica genera el 12,8% del producto industrial bruto espafiol, mas de
660000 empleos en mas de 3000 empresas y una cifra de negocio conjunta
que supera los 63000 millones de euros [21]. Este sector supone el 5,6%
del producto interior bruto (PIB) y engloba al 3,5% de la poblacion activa
ocupada. Ademas, la industria quimica espafiola lidera la inversion y el
gasto en [+D+i, asf como la contratacién de personal investigador (Figura
1.3). Al mismo tiempo, esta industria tiene un alto compromiso con la
Quimica Verde, y la aplicacién de sus conceptos y principios ha llevado a

conseguir varios éxitos medioambientales, como por ejemplo, una
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1.- INTRODUCCION

reduccion aproximada de un 37% de las emisiones de gases con efecto

invernadero en 15 afios (Figura 1.4) o una menor generacion de residuos

por producto elaborado (Figura 1.5), disminuyendo esto en un 42% en 9

anos.
23,5
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Figura 1.3: Personal investigador contratado por la Industria Quimica respecto al total

industrial [22]

0,343
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Figura 1.4: Toneladas de gases con efecto invernadero emitidos a la atmésfera por tonelada de
producto generado en el sector quimico espaiiol [23]
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™ kg de Residuos generados/T producida

19,9
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e

2006 2008 2010 2012 2015

Figura 1.5: Kg de residuos generados por tonelada de producto producido en el sector quimico
espaiiol [23]

Asimismo, la industria quimica esta consiguiendo hacer frente a retos
sociales y econdémicos relacionados con la energia, el cambio climatico, el
tratamiento de aguas, la alimentacién o la salud, empleando cada vez mas
materias primas renovables y utilizando procesos menos contaminantes y
mas eficaces. Es por ello que, la Quimica Verde esta siendo y va a ser una
de las principales herramientas para conseguir el Desarrollo Sostenible de
nuestro planeta. En este entorno se desarrolla la presente tesis, que
empleando los principios, conceptos e ideas de la Quimica Verde, busca
obtener resultados que contribuyan al Desarrollo Sostenible y a los
objetivos de la Agenda 2030. Asi, en la tesis se propone el uso de la catdlisis
para eliminar problemas medioambientales como es la presencia de
contaminantes inorganicos en agua (objetivo 6 de la Agenda 2030 para el
Desarrollo Sostenible) y el uso de nuevos materiales con propiedades
biocidas que permitan alargar la vida de los alimentos frescos y minimicen
la transmision de enfermedades por microorganismos patoégenos

(objetivos 2 y 3 de 1a Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible).
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1.2. CATALISIS

Como se ha mencionado anteriormente, el noveno principio de la
Quimica Verde apuesta por el uso de la catalisis, la cual esta considerada
como una de las piedras angulares de la Quimica Verde [16]. La catalisis es
un area de la Quimica que trata de conseguir que un proceso o reaccion se
lleve a cabo con el mayor grado de conversiéon posible, con la mayor
selectividad al producto de interés y en el menor tiempo posible,
empledndose para ello un catalizador que no se consume ni se modifica en
el transcurso de la reaccion. Se puede decir que la catalisis es un proceso
ciclico donde los reactivos interaccionan con el catalizador, lo que provoca
una disminucién de la energia de activacién y permite que la reaccién
transcurra mas rapidamente (Figura 1.6). Tras la reaccidn, los productos
generados se separan del catalizador, y éste queda listo para un nuevo ciclo
catalitico. Segun esto, se puede definir la catdlisis como un fenémeno
molecular, que no afecta a la termodinamica de la reaccion, es decir, no
modifica la constante de equilibrio, sino que, simplemente facilita la

transformacion quimica hacia el producto de interés [24].

Energia de activacion
reaccidn no catalitica

Inergia de activacidn
reaccion catalitica

ENERGIA

1 Entalpia de la reaccidn

PRODUCTOS

A J

TIEMPO DE REACCION

Figura 1.6: Diagrama de energia potencial para una reaccion catalitica y una no catalitica
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La primera aparicion del término Catdlisis se remonta a 1836, cuando
fue utilizado por Jons Jacob von Berzelius para describir ciertas reacciones
de descomposicién. Dicho término proviene del griego “katalyein” que se
puede traducir por ablandar o disminuir una fuerza [25]. Sin embargo, no
se describi6 la catalisis tal y como se conoce en la actualidad hasta 1894,

cuando el premio Nobel Wilhelm Ostwald la definié como:

“... the acceleration of a chemical reaction, which proceeds slowly, by a foreign
substance. ...alter the end of the reaction the foreign body can again be separated

from the field of the reaction ... ”[26].

Numerosos procesos naturales ocurren mediante procesos cataliticos,
asimismo, en nuestro cuerpo existen ciertos compuestos denominados
enzimas que son biocatalizadores ya que incrementan la velocidad de las
reacciones quimicas del organismo. Estos compuestos son polipéptidos de
elevado peso molecular que permiten que las reacciones quimicas se
produzcan de forma selectiva y eficaz. Asi, procesos como el movimiento
muscular o la digestion se encuentran regulados por procesos enzimaticos,
es decir, cataliticos [18]. Ademas, la catalisis es esencial para la industria
quimica debido a que favorece las reacciones a través de una accién directa
y selectiva, consiguiendo mejores rendimientos a los productos de interés,
disminuyendo el coste energético, minimizando los costes econémicos y

reduciendo el impacto medioambiental [18].

Aunque cada reacciéon quimica emplea catalizadores distintos con
diferentes caracteristicas, en general, un buen catalizador debe poseer las

siguientes propiedades [27]:

- Actividad: debe aumentar considerablemente la velocidad de la

reaccion.

- Selectividad: debe dirigir la reaccién hacia el producto deseado.
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- Durabilidad: debe tener una buena estabilidad, de forma que

mantenga sus propiedades cataliticas en el tiempo.

Aproximadamente el 80% de los productos quimicos industriales son
producidos a través de reacciones cataliticas [24] y los catalizadores se
emplean en muchos y diferentes campos como el control de emisiones
gaseosas en vehiculos moviles, la fabricacién de productos farmacéuticos o
de quimica fina o la obtencién de combustibles a partir del petréleo. Datos
extraidos del informe “Catalyst Market Analysis and Segment Forecast to
2020" (Market Research & Consulting), muestran que la demanda mundial
de catalizadores en 2013 fue de 6259,6 kilotoneladas, lo que conllevé unos
ingresos de 20550,4 millones de délares (Figura 1.7), y cuya distribucion
mundial por sectores industriales se muestra en la Figura 1.8

Cantidad e ingresos mundiales de
catalizadores (2013)
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(kilotons)

Figura 1.7: Cantidad de catalizadores utilizados por la industria (kilotoneladas) y los ingresos
generados por el mercado de catalizadores (USD). Datos 2013 [28]
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Distibucion mundial por tipo de
catalizador (2013)
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Figura 1.8 Distribucion mundial del mercado de catalizadores por sectores. Datos 2013 [28]

Tradicionalmente los procesos cataliticos se han clasificado en
homogéneos y heterogéneos. En la catadlisis homogénea, tanto los
catalizadores como los reactivos se encuentran en la misma fase, mientras

que en la catalisis heterogénea, éstos se encuentran en fases distintas.

La catdlisis homogénea es muy empleada en sintesis organica,

permitiendo utilizar condiciones mas suaves que las empleadas en
reacciones convencionales. Existe un gran numero y variedad de
catalizadores homogéneos desde sofisticados complejos metalicos hasta
simples 4cidos inorganicos, que permiten catalizar procesos muy diversos
(Figura 1.9). Sin embargo, todos ellos presentan problemas debido a la
dificultad de separacién y recuperacion de los catalizadores, lo que hace
que sean procesos menos sostenibles ya que es necesaria la utilizacién de

mas etapas y tratamientos [29].
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sMetanol para obtener acido acético
*Propileno para obtener MMA

*Propileno para obtener butaraldehido
sDiacetoxibuteno para obtener Vitamina A

*P-xileno para obtener olefinas, poiletileno y poliacetonas
*Butadieno para obtener polibutadieno

Hidrocianacién

*Butadieno para obtener adiponitrilo

Figura 1.9: Ejemplos de catalisis homogénea utilizados actualmente [30]

Por ello, y debido también a la toxicidad de muchos de los catalizadores
homogéneos, en las ultimas cuatro décadas se han intentado sustituir
alguno de ellos por catalizadores heterogéneos [31]. Un ejemplo de esto es
la sustitucién de acidos inorganicos (corrosivos, muy contaminantes y que

requieres métodos de eliminacién muy caros) por zeolitas acidas [18].

Por otro lado, la catdlisis heterogénea presenta una gran ventaja desde

el punto de vista industrial, ya que facilita la separacion y recuperacién de
los catalizadores, y con ello, la posibilidad de regenerarlos y reutilizarlos.
Este tipo de catdlisis se emplea aproximadamente en el 80% de los
procesos cataliticos industriales actuales [32] y se basa en fendémenos de

superficie que transcurren por varias etapas fisicas y quimicas [33]:

1) Difusion externa de reactivos hacia la superficie del catalizador,
seguido de una difusién interna hacia los centros activos del

catalizador
2) Adsorcion de los reactivos en los centros activos

3) Reaccion quimica catalitica superficial
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4) Desorcién de los productos desde los centros activos, y difusion

hacia el seno de la disoluciéon

Normalmente, los catalizadores heterogéneos estan compuestos por
tres componentes: la fase o especie activa, el soporte y los promotores o
inhibidores. Estos pueden ser muy diversos y pueden catalizar reacciones
de muchos tipos como hidrogenaciones, oxidaciones, isomerizaciones,
deshidrataciones, oligomerizaciones, reducciones, etc. Por ello, la catalisis
heterogénea es empleada en la fabricacién de muchos productos
necesarios en el campo de la petroquimica, la quimica fina, la eliminacién

de contaminantes o incluso, en la industria alimentaria (Tabla 1.4).

Tabla 1.4: Algunos de los procesos quimicos producidos mediante catalizadores heterogéneos

Reactivos Productos Catalizador
Crudo del petréleo Combustibles Pt/SiOz, Pd/Alz03;
Metal/zeolita
S0z, 02 Acido Sulftrico V205
N2, H2 Amoniaco Fe
NHj3, O2 Acido nitrico Pt-Rh
CO2, H2 Metanol Cu-7Zn0O
C2H4 Polietileno Ag
CH30H, 02 Formaldehido Fe Mo
C3He, NH3, O2 Acrilonitrilo Bi- Mo
0O-xileno, 02 Anhidrido ftalico V205
n-butano, 02 Anhidrido maleico V205
Gases de escape de Gases depurados, Pt - Rh - Ag/Al:03
motores en automocion COg2, H20, N2
(NOy, CO, HCs)

Por ultimo, existe un tercer tipo de catdlisis que ha alcanzado una gran
importancia en la tltima década, la biocatalisis. Este tipo de catélisis se
basa en replicar o copiar la forma de trabajo de las enzimas de los seres
vivos, empleandose para ellos las propias enzimas, proteinas naturales o
moléculas sintéticas semejantes a las anteriores [34]. El uso de estos
catalizadores posee ciertas ventajas respecto a los catalizadores

tradicionales, y es que son mucho mas eficaces a menores concentraciones
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y mucho mas selectivos. Diferentes sectores industriales como el
petroquimico, el agricola, el polimérico o incluso el electréonico los han
aplicado, pero es en la industria farmacéutica y la quimica fina donde mas
se ha investigado y la que mas la ha utilizado, consiguiendo disminuir los
factores E de algunos procesos de forma drastica [35]. Algunos de los
ejemplos mas conocidos del uso de la biocatalisis de manera industrial son
la produccién de penicilinas semisintéticas o la producciéon de glucosa
mediante la hidrolisis enzimatica del almidén (amilasas). Sin embargo,
estos biocatalizadores presentan un elevado coste y una limitada

estabilidad, lo que hace que no siempre puedan ser empleados [36].

Entre los tres tipos de catalisis, la catdlisis heterogénea es la que en la
actualidad presenta un mayor interés industrial, debido a ser la mas viable
en términos de eficacia y respeto por el medio ambiente. Asi, segin datos
extraidos del informe de 2013 “Catalyst Market Analysis and Segment
Forecast to 2020” [28], la catalisis heterogénea genera un volumen de
ingresos 3,5 veces superior a la catalisis homogénea (Figura 1.10) y es la

que presenta una mayor cuota de mercado (Figura 1.11).

Ingresos de catalizadores... (2013)
16000

12000

8000

usD ($)

4000

heterogéneos homogéneos

Figura 1.10: Ingresos por catalizadores utilizados por la industria (USD). Datos 2013 [28]
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Figura 1.11: Cuota de mercado global de cada tipo de catalizador [33]

En esta tesis se utiliza la catalisis heterogénea para la eliminacién de
bromatos en agua mediante la reduccién catalitica de este contaminante.
Pero ademas, se van a preparar materiales similares a los utilizados en
catdlisis heterogénea para conferir propiedades biocidas a otros materiales
de uso industrial. Por ello, en los siguientes apartados se profundizara en

estos temas.

1.3. EL AGUA

El agua es un bien natural estratégico para el hombre, ya que de ella
dependen numerosas actividades econémicas, sociales y culturales
necesarias para el desarrollo de la vida. El agua es el recurso natural mas
importante, ya que en ella se origind la vida y de ella depende la misma.
Desde el inicio de los tiempos, todas las civilizaciones han utilizado el agua
como un recurso y han investigado sobre ella. Claro ejemplo de esto es la
frase atribuida a Leonardo Da Vinci: “El agua es la fuerza motriz de toda la
naturaleza”. Sin embargo, este bien no siempre se ha cuidado y compartido

de forma adecuada [37].

1.3.1. Distribucion y usos del agua
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Se calcula que el volumen total de agua en el planeta ronda los 1386
millones de km3. De estos, aproximadamente el 97% se encuentra en los
mares y océanos como agua salada y no potable. El otro 3% es agua dulce,
del cual, el 2,4% esta congelada formado parte de los polos y los glaciares,
y el 0,6% restante se puede clasificar como agua dulce disponible [38]. En
la Tabla 1.5 se detallan las diferentes localizaciones del agua dulce

disponible [39, 40].

Tabla 1.5: Disposicion del agua dulce [40]

SITUACION DEL AGUA DULCE VOLUMEN km3
Casquetes y glaciares polares 24064000
Acuiferos subterraneos 10000000
Lagos naturales 91000
Depositos artificiales / pantanos 5000
Rios 2120

Esta distribucién se mantiene constante gracias al ciclo hidrolégico del
agua, que es un modelo conceptual que describe el almacenamiento y
movimiento de agua en la Tierra. El agua se mueve de unos depositos a
otros debido a diferentes procesos como: evaporacion, condensacion,
precipitaciéon, sedimentacién, escorrentia, infiltracién, sublimacién,
transpiracion, fusion y flujos de agua subterranea (Figura 1.12). Dos
motores primordiales llevan a cabo estos procesos: la energia solar y la
gravedad [41]. Por tanto, se puede decir que la naturaleza ha creado una
maquina insuperable, regulando y gestionando las necesidades hidricas.
Sin embargo, la aparicién del hombre ha alterado el ciclo hidrolégico,

disminuyendo la calidad del agua y alterando la distribucién de la misma.
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Figura 1.12: Ciclo hidroldgico del agua [41]

Se estima que menos de diez paises poseen mas del 60% de los
suministros de agua dulce en el mundo: Brasil, Rusia, China, Canadj,
Indonesia, Estados Unidos, India, Colombia, y la Repuiblica Democratica del
Congo. Esta desigual distribucién es fuente de numerosos conflictos en el
mundo relacionados con la posesion o el acceso al agua potable. Por otro
lado, se calcula que anualmente se extraen 4600 km3 de agua dulce [42], 1o
que estd muy cerca de los niveles maximos sostenibles de extraccién en
nuestro planeta. Este valor es seis veces mayor al de hace 100 afios y sigue
creciendo de manera constante. Todo ese volumen de agua dulce se utiliza
en tres grandes sectores: agricultura, industria y uso doméstico, y la
distribucidén entre estos sectores varia dependiendo del nivel econémico y
de desarrollo de cada pais. Como se puede observar en la Figura 1.13, a
nivel mundial el mayor gasto de agua es para la agricultura, aunque este
porcentaje varia mucho dependiendo del clima de cada pais. En segundo
lugar, se encuentra la industria y finalmente, el uso doméstico o urbano,
comprendiendo actividades tan diversas como higiene personal,

alimentacién o tareas de limpieza.
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Figura 1.13: Usos del agua por sectores [40]

En Espafia, desde 1988 a 2012 se ha mantenido el consumo total de agua
en un valor préximo a 35 km3 anuales, con la distribucién indicada en la

Figura 1.14.
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Figura 1.14: Gasto de agua por sectores entre 1983 y 2012 en Esparia [42]

No obstante, no solamente importa la disponibilidad del agua, otro gran
problema es la calidad de la misma. Se estima que el 80% del total de las
aguas residuales se liberan en el medio ambiente sin ser tratadas
previamente, lo que supone que 2 millones de toneladas de aguas
residuales y otros vertidos van a parar diariamente al medio [43]. Ademas,

se calcula que 663 millones de personas en el mundo carecen de acceso a
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fuentes de agua mejoradas (datos 2017) y que 1,8 millones de personas
mueren cada afio en el mundo por enfermedades que son adquiridas a
través de aguas en mal estado [44]. Todo ello, pese a que la ONU establece
el acceso al agua de calidad como un derecho universal. Por ello, la Agenda
2030 para el Desarrollo Sostenible del planeta incluyé como sexto objetivo,
el garantizar la disponibilidad de agua de calidad, su gestién sostenible y el

saneamiento para todos los habitantes del planeta (Figura 1.2) [44].

Por ello, se puede afirmar que, aunque actualmente nuestro planeta
dispone de la cantidad de agua suficiente para las actividades humanas, es
necesario buscar un uso mas responsable y sostenible de los recursos
hidricos, que aumente la calidad del agua, y que permita su reutilizaciéon

tras su depuracion.

1.3.2. La contaminacion del agua

Como se ha comentado anteriormente, hacer frente al desafio mundial
de la calidad del agua es un requisito imprescindible para la sostenibilidad

del planeta.

En general, la contaminacién del agua se puede definir como un cambio
en la calidad de la misma, que hace que no sea adecuada para un
determinado uso o que genera un efecto perjudicial sobre los organismos
vivos. Los contaminantes del agua se suelen clasificar segin su naturaleza
en contaminantes fisicos, biolégicos o quimicos, o seglin su procedencia en
agricolas, industriales o urbanos. Estos contaminantes son sustancias muy
diversas entre las que se encuentran compuestos organicos
biodegradables, nitratos y fosfatos, metales pesados, organismos

patégenos, sedimentos, etc, a los que recientemente se ha unido un amplio
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abanico de sustancias nuevas conocidas como contaminantes emergentes,
que van desde los antibiéticos y hormonas, a los percloratos y bromatos
[45]. Todas ellas suponen un riesgo muy importante para el Medio
Ambiente y su eliminacién es un desafio necesario para el mantenimiento

de la calidad del agua [43].

De forma global, se estima que se ha producido una reducciéon de un
tercio de la biodiversidad mundial como consecuencia de la degradacion
de los ecosistemas de agua dulce, ocasionada principalmente por la
contaminacién de los recursos hidricos y los ecosistemas acuaticos [46].
Por todo ello, es necesario continuar investigando para mejorar los
tratamientos y la gestién de las aguas contaminadas, buscando soluciones
que sean social, econdmica y medioambientalmente viables, y que
permitan considerar a las aguas residuales como un recurso y no como un

desecho.

1.3.3. La problematica de los bromatos en el agua

En esta tesis se tratara sobre el control de uno de los contaminantes

emergentes del agua, especificamente de los bromatos.

Los bromatos son oxoaniones del grupo de los oxihaluros, compuesto
por tres atomos de oxigeno y un atomo de bromo en estado de oxidacién V,
con muy baja volatilidad, elevada solubilidad y estabilidad en agua y de
dificil eliminacién mediante métodos convencionales [47]. Los bromatos
son contaminantes inorganicos que suelen aparecer en el agua durante los
procesos de desinfeccidn, al oxidarse los bromuros, que de forma natural

estan en el agua.
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La desinfeccion de las aguas es necesaria para obtener agua potable de
calidad [45], siendo la cloracién el método mas ampliamente utilizado
desde principios del siglo XX. Sin embargo, en 1974 diferentes
investigaciones descubrieron que este tratamiento también podia generar
trihalometanos, por la reaccién de bromuros o cloruros con la materia
organica del agua, aparte de conferir sabor y olor al agua [48]. Por ello, se
han desarrollado otros métodos alternativos para el tratamiento de aguas
[49]. Entre estos procesos se encuentra los procesos de oxidaciéon avanzada
(AOP), que utilizan los radicales hidroxilos (OH-) como agentes oxidantes
para eliminar contaminantes organicos del agua, como la ozonizacién, los
tratamientos con radiaciéon ultravioleta (UV), los tratamientos con
peroxido de hidrégeno o combinaciones de los anteriores [50]. Estos
métodos consiguen combatir un amplio rango de microorganismos
patégenos y también, degradar contaminantes persistentes a moléculas

mas facilmente biodegradables.

La ozonizacién es uno de los métodos mas eficientes y se utiliza tanto en
tratamientos de potabilizacién como en tratamientos para la depuracion
de aguas residuales [50, 51]. Este proceso elimina color, olor y sabor de las
aguas, asi como sustancias contaminantes como farmacos o pesticidas [52]
y ademas, consigue destruir bacterias y virus [53, 54]. Este proceso es hasta
tres veces mas eficaz que la cloracién y es econdmicamente viable. Sin
embargo, presenta ciertas desventajas pues el ozono ha de ser producido
in situ debido a que no puede ser transportado, ademas precisa de altas
medidas de seguridad debido a que el ozono es un compuesto altamente
toxico. Finalmente, su gran poder oxidante provoca que se formen
subproductos no deseados, como son los bromatos, al oxidarse los
bromuros que de forma natural se encuentran en el agua. Existen diversos

informes e investigaciones en experimentacién con animales que aseguran
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que los bromatos son cancerigenos [55-60]. Por ello, la Agencia
Internacional de Investigacion contra el Cancer clasifico, en 1986, a los
bromatos en el grupo de sustancias 2B, es decir, sustancias posiblemente
cancerigenas para humanos [61]. Todo ello, junto alos efectos mutagénicos
in vivo e in vitro de los bromatos, provocé que en la directiva de la Uni6on
Europea 98/83/EC adoptada en noviembre de 1998, se limitara la
concentracion de bromatos en agua potable a 25 pg Lt para 2003,y a 10

ug L1 para 2008, permaneciendo este limite en la actualidad [62].

El mecanismo principal de formaciéon de los bromatos durante la

ozonizacién consta de cuatro etapas basicas (Figura 1.15 - camino azul):

1) Oxidacién inicial del bromuro (Br) que de forma natural se

encuentra en el agua, a hipobromito (BrO-) con Os.

2) Oxidacion del hipobromito con radicales hidroxilos (OH*),
generando el radical hipobromito (BrO*), o una segunda

oxidacion con Oz de BrO- a BrO,-.

3) Desproporcion de dos radicales hipobromitos produciendo el

anion bromito (BrO2-)

4) Oxidacion del anién bromito (BrO,) hasta el anién bromato

(BI‘O?,')
Pero ademas, puede tener lugar un segundo mecanismo a través de
reacciones radicalarias (Figura 1.15- camino naranja).

O3
_HBrO.'BrO q—pBrOQ ) BrO,-

A

Br" BrO*
O
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Figura 1.15: Reacciones de formacion de bromatos en la ozonizacion de aguas que contienen
bromuros [50, 63]

Aunque la ozonizacién es el principal proceso responsable de la
aparicién de bromatos en agua, no es el tinico. Durante la desinfeccién de
aguas empleando soluciones muy concentradas de hipoclorito, también
pueden aparecer bromatos. El hipoclorito sddico como agente oxidante se
genera a partir de la electrolisis de salmueras que contienen también iones
bromuro, y estos se oxidan produciendo bromatos, que terminan disueltos
en las aguas desinfectadas [55]. Hutchinson et al. describieron
concentraciones de bromato en disoluciones comerciales de hipoclorito

sodico que variaban entre 50 y 1150 mg L-1 [64].

Existen también otras fuentes de contaminaciéon de las aguas por
bromatos. Asi, en mayo del 2000, una empresa de tratamiento de aguas
descubri6 que dos de las fuentes de extraccion de agua (Hatfield y
Essendon) del acuifero de Chalk, uno de los mas importante del Reino
Unido, estaban contaminadas por bromatos. La investigacién detect6 altos
valores de bromatos y bromuros en distintos pozos de la zona,
determinandose como origen una antigua fabrica de productos quimicos
que habia sido reconvertida en una zona residencial. El gobierno inglés
rapidamente paralizé las extracciones de estas fuentes y se vio obligado a
cerrar diferentes pozos de la zona contaminada. En 2004, las diferentes
compafiias y organismos oficiales responsables decidieron tratar este foco
de contaminacién empleando cloruro ferroso para intentar reducir el
bromato a bromuro. Esta corriente fue posteriormente descargada a una
cloaca troncal, para la dilucién del cloruro y del bromuro. La corriente de
desechos fue posteriormente sometida a un tratamiento normal en las
plantas de tratamiento de aguas residuales, antes de regresar a uno de los

rios de la zona (Colne) [65]. Sin embargo, afios después, la contaminacion
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continuaba avanzando tal y como se observa en la Figura 1.16, este agua

tuvo que seguir tratandose.
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Figura 1.16: Mapa del area contaminada en 2006 del acuifero Chalk [65]

Por otro lado, Xie y Shang [57] realizaron una recopilacién de los datos
de concentracién de bromatos en aguas de diferentes paises, tratadas
mediante distintos métodos de desinfeccién (Tabla 1.6). La concentracion
variaba de 0 a 127 ug-L-! lo que, claramente indica que algunas de estas
aguas se encontraban por encima de lo establecido por la legislacion y

debian de ser tratadas.

Tabla 1.6: Concentracion de bromatos en diferentes tipos de agua en distintos paises [57]

Pais Tipo agua Desinfeccion Intervalo BrOs- (ug-L1)
EE.UU. Potable 03 0-60
EE.UU. Potable 03 0,3-40
Jap6n Potable 03 30-127
Canada Potable 03 0,73-8
Canada Embotellada Sin O3 0,2-12,9
Canada Embotellada 03 4,28-37,2
Reino Unido Potable 03 10-20
Reino Unido Potable NaOCl 3-28
Alemania Potable 03 15-25
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El Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad de Espafia ha
analizado el contenido en bromatos de 2187 muestras de agua potable en
Espafia recogidas en plantas potabilizadoras, depositos, acuiferos, etc. Los
resultados (Figura 1.17) muestran que el 93,3% de los muestreos
ofrecieron concentraciones de bromatos menores a 2,5 ug L1 y solamente
el 0,2% de las medidas ofrecieron resultados por encima del limite legal
(10 pg L-1). Ademas, en la propia Figura 1.17 también se puede observar la
evolucién de la concentraciéon media de bromatos en aguas potables en
Espafia, observandose que, de momento, dicha concentracién se mantiene
por debajo de los limites legales establecidos por el Real Decreto

140/2003.

2040 11

2000 10
1750 sy :
1500 ‘;9; 7
" e
8 1250 g °
- E 5
g 1000 £,
2 750 & 3
& 2
=00 h \/\.M
250 9 = L
: 3 0 » o -y ~E§§’ S g L
o = — 4 ..9‘-‘,»@’,,59..9&,\,@ 1@&6*,19.‘9@19,@
<25 251-5 51-10 10,1-25 =25 = EVOLUCION CONCENTRACION BROMATOS MEDIA EN ESPANA
[bromatos] pg/L VALOR LIMITE

Figura 1.17: Muestreo de bromatos en aguas potables en Espaiia (izquierda) y concentracion
media de bromatos en Espaiia de 2003 a 2015 (derecha). FUENTE: Ministerio de Sanidad

1.3.4. Técnicas para la eliminacion de bromatos

Los datos mostrados anteriormente indican que la contaminacién de las
aguas por bromatos empieza a perfilarse como un problema
medioambiental y para la salud humana, especialmente si se tiene en
cuenta que las técnicas de potabilizacién de aguas pueden causar un
aumento considerable de la concentracion de estos iones en aguas

destinadas a consumo humano.
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La formacién de bromatos por la oxidacién de bromuros durante el
proceso de ozonizacién ha sido estudiada por diversoso autores [66, 67],
observandose que algunas condiciones de operacién como la dosis de
ozono, la concentraciéon de bromuros y la temperatura, influyen en la
formacion de bromatos. En base a ello, se han propuesto diversas
estrategias para minimizar la formacién de bromatos [63], entre ellas cabe

resaltar:

a) La disminucién del pH por debajo de 6, consiguiendo
aumentar la concentracién de A&cido hipobromoso, lo que limita

ampliamente la formacién de bromatos [66, 68, 69].

b) La adicién de peréxido de hidrogeno, consiguiendo
aumentar la descomposicion de Os, lo que en principio limita la formacién
del ion bromato [50]. Sin embargo, esto no esta muy claro y existen otros

estudios que afirman lo contrario [68].

) La adicion de NHs*, que disminuye la formaciéon de
bromatos debido a su reaccién con el ion hipobromito formando NH;Br,
tras la primera oxidacién del bromuro [67, 70]. Con este tratamiento se
consiguen reducciones del 50% de la concentraciéon de bromatos, aunque
siempre en estudios en los que se trata agua con concentraciones inferiores

a 200 pg-L-1 de bromato [71].

Sin embargo, estas técnicas de prevencion no son lo suficientemente
eficaces y poseen un gran numero de limitaciones, por lo que es preciso la
busqueda de otro tipo de métodos para la eliminacién de los bromatos, una

vez se han formado.

Se han estudiado diferentes técnicas de eliminacion, entre ellas se

encuentran:
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e Filtracion y/o adsorcion

La filtracion es la técnica mas comun de eliminacion de contaminantes
en agua y se ha empleado para separar y eliminar muchos tipos de
sustancias en diversos escenarios. En el caso de los bromatos, se han
empleado membranas de nanofiltracién (con apertura de porode 10 a 100
A) o de 6smosis inversa [70, 72] obteniéndose eficacias entre el 70-100 %
trabajando en planta piloto. Sin embargo, estas técnicas provocan la
desionizacion completa del agua, por lo que se requiere de un tratamiento

extra que vuelva a preparar el agua para el consumo.

Otros estudios propusieron el uso de nanotubos de carbono
funcionalizados y nanotubos de carbono impregnados con Fe que eran
capaces de adsorber los aniones en superficie, ofreciendo buenos
resultados en la eliminaciéon de bromatos (0,3460 mg BrOsz-g cat!) [73].
Otros investigadores como Yang et al. emplearon hidrotalcitas Mg/Al como

material adsorbente, aunque con no tan buenos resultados [74].

Estos métodos de eliminacion fisica aunque son eficaces, producen un
desecho que ha de ser tratado, lo que conlleva, en general, un aumento en

los costes y hace que estos procesos sean menos sostenibles.
e [ntercambio iénico

Diferentes procesos de intercambio i6nico empleando membranas han
sido usados para la eliminacién de bromatos y otros contaminantes del
agua. Wisniewsky et al. obtuvo rendimientos del 96 % en la eliminacién de
bromatos en agua utilizando membranas AMX/CMX y electrodialisis.
Ademas, empleando otro proceso de dialisis denominado dialisis Donnan,
que intercambia los aniones por iones cloruros, se obtuvieron

rendimientos de eliminacién de bromatos entre un 93 y un 97% [75].
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Otros estudios emplearon hidréxido de hierro granular (GFH)
conteniendo cloruros en su estructura, consiguiendo un intercambio de
16,5 mg de BrOs-g catl , mostrando una elevada selectividad hacia este

oxoanién [76].

Sin embargo, a pesar de las elevadas eficacias, estas técnicas precisan de
sistemas complejos y de elevado coste, y como en el caso anterior, se genera
un producto secundario que ha de ser tratado, encareciendo el método y

haciéndolo menos sostenible.

e Radiaciéon UV

Siddiqui et al. emplearon lamparas de mercurio de baja presién con
longitudes de onda entre 180 y 254 nm para tratar aguas con
concentraciones de bromatos entre 50 y 100 pg-L-l, obteniendo
rendimientos entre 3 y 38 % en la conversion de bromatos a bromuros.
Ademas, modificando variables como el tipo de lampara o el tiempo de
contacto, se mejoraron los rendimientos con eficacias entre 50-100 % a
escala laboratorio y casi del 50 % a escala industrial [77]. No obstante, la
mayor desventaja de esta técnica es que requiere de tiempos demasiados

largos, asi como de equipos muy costosos.

Otro alternativa propone la generacién de una descarga eléctrica que se
hace pasar a través de la corriente de agua contaminada, lo que produce un
plasma de muy alta temperatura que provoca rafagas de radiacién UV [78].
Esta radiacion reduce los bromatos hasta bromuros, a través de la
formacion de radicales y &tomos de hidrégeno. Este método de eliminacion
de bromatos consigue eficacias maximas del 45% en pruebas de
laboratorio. Aunque esta técnica es mas barata que la anterior, su eficacia

es inferior y precisa de elevados aportes energéticos.
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e Haz de electrones de alta energia

Esta técnica genera una radiacién ionizante que produce especies
reductoras como radicales, atomos de hidrégeno y electrones disueltos en
el agua, que consiguen reducir los bromatos a bromuros, eliminando este
contaminante con rendimientos cercanos al 100 % en el laboratorio y
cercano al 40 % en planta piloto [79]. Aunque esta técnica posee una
amplia eficacia, su alto coste y la necesidad de mayores dosis del haz de
electrones, cuando el agua contiene otros contaminantes como los nitratos,

hacen de esta técnica un método econdmicamente inviable.

e Coagulacion

La coagulacion es un proceso de desestabilizacién quimica que
neutraliza las fuerzas que mantiene separadas a las particulas. Los
coagulantes mas comunmente utilizados en las plantas de tratamientos de
agua son el cloruro de aluminio (Al3+) y el cloruro de hierro III (Fe3+). Estos
coagulantes han sido evaluados para la eliminacién de bromatos, con
eficacias de 5 y 20 % respectivamente [56]. La aplicacién de este método,
aunque interesante, presenta una baja eficacia en la eliminacién de

bromatos.
e Reduccion quimica

La utilizacién de sustancias con poder reductor para convertir los
bromatos en bromuros y asi eliminar el anién del agua, es otra de las
opciones mas empleada. Compuestos como el tiosulfato, el 6xido de azufre
o el sulfito han sido estudiados, y entre ellos, el sulfito ha obtenido los
mejores resultados llegando a eficacias maximas del 63 % [72]. También se

ha estudiado el uso de MOFs como soporte para grupos tioles que actiian

42



1.- INTRODUCCION

como agentes reductores eliminando bromatos y generando bromuros

[80].

Sin embargo, es el uso de hierro II (Fe2*) como agente reductor el que
mejores resultados ha ofrecido. El cation Fe2+ reduce los bromatos a
bromuros oxidandose el mismo a Fe3+, dicha reduccién alcanza el equilibrio
en 15 minutos [56] con rendimientos de eliminacién de bromatos del 100
% a escala laboratorio [81] y menores al 70 % a escala planta piloto,

dependiendo de la concentracién de Fe2+y del tiempo de contacto [82].

A pesar dela gran efectividad de esta técnica, la incorporacion del hierro
obliga a un post-tratamiento de las aguas para la eliminacién del Fe3+

formado y por tanto, un encarecimiento en los costes.

También se ha estudiado el uso de hierro metalico (Fe?%), como agente
reductor para convertir los bromatos en bromuros. Este método ha sido
estudiado para eliminar nitratos, cloratos y bromatos empledndose
diversas fuentes de hierro [83]. Los resultados para la eliminacién de
bromatos fueron los mejores, llegando aproximadamente a un 90 % de
efectividad en la eliminacion de este contaminante a escala laboratorio
[84]. Debido a los buenos resultados obtenidos, esta técnica ha sido
estudiada con diferentes modificaciones como por ejemplo la
funcionalizacion de fibras de polipropileno con particulas de Fe(0) y acido
acrilico, que ofreci6 conversiones completas en experimentos tipo batch en
laboratorio en tiempos inferiores a 40 minutos [85]. También se ha
estudiado el uso de otros metales como el zinc cero-valente o el aluminio
con valencia cero, que posee un poder reductor mayor. Ademas, se han
llevado a cabo experimentos con diversas fuentes de Al como por ejemplo,
latas de refrescos [86]. Los resultados ofrecen eficacias superiores al 75%

en menos de dos horas, utilizando acido oxalico para evitar la formacién de
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los 6xidos e hidréxidos de Al. También se ha estudiado la reutilizacién de
estos materiales reactivando la superficie del aluminio cero-valente con

diferentes acidos fuertes que restituyen los centros activos [87].

Aunque los resultados son muy prometedores, los materiales usados se
deben reactivar tras cada proceso, lo que supone un gasto elevado, ademas

de la necesidad de post-tratamiento de las aguas tratadas.
e Técnicas bioldgicas

Este tipo de técnicas no han sido muy estudiadas hasta la fecha, aunque
existen ciertas investigaciones como la realizada por Hijnen et al. que
demuestran que los aniones bromatos pueden ser eliminados mediante
bacterias desnitrificantes con eficacias elevadas, pero empleando tiempos
muy largos [88]. Asimismo, Ginkel et al. emplearon una mezcla de
microorganismos que pueden servirse de bromatos como aceptores de
electrones para el crecimiento anaerébico, de forma que estos aniones son

transformados y eliminados [89].

Una segunda opcién bioldgica es el uso de biorreactores de membrana
que combinan la tecnologia de membranas con los reactores bioldgicos y
que han sido ampliamente utilizados en los ultimos 30 afios [90]. El
desarrollo de reactores de biofilms de membranas de fibra hueca han
permitido la eliminacién casi completa de bromatos en agua, utilizando
tiempos largos de reaccion en condiciones de planta piloto. Esta técnica se

encuentra todavia en proceso de desarrollo y posee un coste moderado.

Otra posibilidad es el empleo de biorreactores de membrana de
intercambio idnico. Este método se basa en permitir el transporte de
bromatos a través de una membrana de intercambio aniénico hasta un

biofilm compuesto por un cultivo microbiano anéxico, que reduce los
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bromatos a bromuros. Este método es eficaz pero precisa de largos tiempos
de contacto y solo es efectivo tras la completa reduccion de los posibles

nitratos presentes en el agua, es decir, no es selectivo [91].

e Técnicas basadas en carboén activo

En este caso el carbdn activo no solamente actila como adsorbente, sino
que se produce una reduccién de los bromatos a bromuros en su superficie
[75]. De manera general, la eficacia de adsorcion de bromatos empleandose
carbon activo ronda el 65 %, pero ésta disminuye con el tiempo [92] y su
eficacia se ve severamente reducida cuando se emplea en aguas naturales
que contienen materia organica, la cual compite por los centros activos del
carbon activo [69, 70]. Los estudios mecanisticos indican que los bromatos
se acoplan a ligandos puente de la superficie del carbén activo y se reducen
gracias a electrones cedidos desde el propio carbén [56]. Por ello, la eficacia
de la eliminacién depende de las propiedades del carbén activo utilizado.
Estudios empleando carbén activo en grano (GAC) mostraron que es
posible la eliminacién de bajas concentraciones de bromatos [93], mientras
que otros estudios estudiaron la influencia del tipo de GAC utilizado (entre
otras variables) empleandolo en procesos en continuo [94]. En todos los
casos, el empleo de GAC permite la eliminacién de bromatos por periodos
de tiempo limitados en reactores de lecho fijo, viéndose afectada la eficacia
por factores como la temperatura, el pH, el flujo utilizado, la concentracién
inicial de bromatos o la presencia de otros aniones [95]. Por otro lado, €l
uso de carbén activo en polvo (PAC) en condiciones de reactor tipo batch
fue menos eficaz, [96]. En todos estos estudios se evidencid la influencia
negativa de la presencia de otros aniones, restando eficacia al proceso de

eliminacién de bromatos.
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Farooq et al. emplearon PAC cuya superficie estaba funcionalizada con
surfactantes catidnicos, es decir, carbén activo funcionalizado (FAC),
observando diferentes velocidades de eliminacién de bromatos segtin los
grupos funcionales incorporados [97]. Otros autores emplearon carb6n
activo al que se le afiadié akaganeita (B-FeOOH), lo que mejoro la eficacia
de la eliminacion de bromatos respecto al mismo material sin
funcionalizar, ya que el hierro consigue reducir los bromatos debido a la

transferencia de electrones desde la superficie del carbén activo [98].

Por ultimo, se ha propuesto también el uso de carbén activado
biol6gicamente (BAC). Esto se consigue a través del contacto con aguas
naturales, al colonizarse la superficie del carbén activo por
microorganismos. Los microorganismos provocan una posterior reduccion
biol6gica de los contaminantes, obteniendo resultados cercanos al 86 % de
eficacia en la eliminacién de bromatos [99]. Otros estudios empleando
filtros de BAC ofrecieron resultados de eliminacién de bromatos entre el

37 y el 41 % durante un afio de empleo continuado [100].

Este tipo de técnicas, aunque efectivas y econdmicas, requieren de
grandes superficies para ser efectivas, ademas de que generan

subproductos que han de ser tratados.
e Técnicas electroquimicas

El uso de celdas electroquimicas también ha sido estudiado para la
eliminaciéon de bromatos en agua. Entre otros cabe destacar el estudio de
Zhao et al. donde se lograron conversiones del 90 % en dos horas, en aguas
artificiales con bajo contenido en bromatos, empledndose para ello una

celda de dos compartimentos electroliticos separados por una membrana
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de intercambio catiénico junto con dos electrodos: un catodo de diamante

dopado con boro y un anodo de platino [101].

Sin embargo, aunque los resultados son satisfactorios, el elevado tiempo
necesario, junto con la necesidad de aportar cierta energia para que la
reaccion electroquimica tenga lugar, hacen de esta técnica un método poco

atractivo.
e Técnicas cataliticas

Se basan en el uso de un catalizador para conseguir reducir los bromatos
a bromuros con elevada eficacia, alta selectividad y en el menor tiempo
posible. Como esta es la técnica que se propone en esta tesis, se

desarrollara mas ampliamente en el siguiente apartado.

1.3.5. Técnicas cataliticas para la eliminacion de

bromatos

La opcién catalitica para la eliminacién de contaminantes en agua
parece, a priori, una de las opciones mas adecuadas desde el punto de vista
medioambiental, ya que permitiria obtener altos rendimientos con
reacciones rapidas en las que no se formarian productos secundarios que

precisen de tratamientos.

En el caso de los bromatos, se ha descrito el uso de radiacion UV,
empleando o6xido de titanio como catalizador para la reducciéon de
bromatos a bromuros [102]. Los estudios a escala laboratorio ofrecieron
resultados prometedores obteniendo eficacias en la eliminaciéon de
bromatos que variaban entre un 50-100%, dependiendo del tipo de agua

utilizada. Otros sistemas fotocataliticos donde se utiliza luz UV junto con
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catalizadores de Pt sobre TiO;, ofrecieron eficacias cercanas al 100% en la
eliminaciéon de bromatos [103]. Otros autores han empleado luz visible
junto con catalizadores basados en 6xidos de grafeno funcionalizados con
plata obteniendo eficacias del 99% en una hora, pero tratando aguas con
concentraciones muy bajas de bromatos [104]. También se han empleado
fotocalizadores homogéneos afiadiendo distintas dosis del anién sulfito
junto con luz UV, para reducir los bromatos a bromuros obteniendo
eficacias cercanas al 90% segun la dosis de sulfito utilizada [105]. Sin
embargo, los tiempos de reaccién en todos estos ejemplos son demasiado

largos para su implementacién en tratamientos reales.

Otra de las técnicas cataliticas mas prometedoras, propone el uso de
agentes reductores como hidrégeno, alcoholes [106] o borohidruro de
sodio [107, 108], para la reducciéon de bromatos a bromuros. Entre todos
ellos, el mas adecuado seria el hidrogeno [109-112] debido a que su empleo
no conlleva modificaciones en las condiciones de las aguas tratadas y no

genera subproductos, produciéndose la reacciéon quimica:
BrOsz  + 3H; — Br-+3H:0

Los catalizadores mas empleados en esta reaccion contienen metales
con propiedades hidrogenantes soportados en diferentes materiales, de
forma que tanto la naturaleza del metal como las propiedades fisicas,
quimicas y estructurales del soporte influirdn en la actividad del
catalizador. Asi se han estudiado una gran variedad de catalizadores
basados en metales nobles (Pd, Pt, Ir, Rh, Ry, ...) soportados en diversos

materiales (zeolitas, MCM-41, 6xidos inorganicos, etc) [113].

Entre todos ellos, los catalizadores de Pd son los mas utilizados [114-
116], debido ala capacidad que tiene este metal para activar la molécula de

H». El Pd metdlico posee una gran afinidad por adsorber H, de forma
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disociativa [117], formando especies de hidrogeno adsorbido en la
superficie del metal (Figura 1.18), que son las especies activas para la
reduccion de otras sustancias [118]. Asi, existe un elevado nimero de
aplicaciones de catalizadores heterogéneos basados en Pd para diferentes
reacciones de hidrogenacién, de distintos procesos industriales, que
engloba areas tan diversas como la sintesis organica [119, 120], la
valorizaciéon de biomasa [121, 122], la petroquimica [123, 124] el
tratamiento de gases de escape en fuentes moviles [125-128] y la

eliminacién de contaminantes en agua [116].
H, . ..H
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Figura 1.18: Esquema adsorcion disociativa de H> en catalizadores de Pd soportado [115]

Esta particularidad hace que el Pd sea idéneo para su aplicacién en la
reaccion de reduccién catalitica de oxoaniones en agua. Chaplin et al.
describen el uso de catalizadores de Pd soportados como una de las
estrategias mas prometedoras para la eliminacién de contaminantes, tanto

organicos como inorganicos, en agua (Figura 1.19) [115].

Sin embargo, esta actividad también depende del método de
preparacién [129]. Asi, en los estudios llevados a cabo por Gao et al. se
comparo la actividad de distintos catalizadores Pd-Al,03 preparados por
impregnacién y por deposiciéon mediante spray [130]. Los resultados en un
sistema tipo batch ofrecian mejores actividades cuando el Pd estaba

depositado mediante el método de spray, debido a la mayor dispersién del
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Pd, indicando que la dispersion del metal es un factor clave en la actividad

del catalizador.

soportado

Figura 1.19: Esquema del tratamiento de diferentes contaminantes del agua con catalizadores
de Pd y usando hidrogeno como agente reductor [116]

También se ha propuesto el uso de otros metales como especies
cataliticamente activas para la reduccién de bromatos a bromuros. Asi,
Chen et al. [109] compararon la actividad de diversos catalizadores
basados en nanoparticulas de Pd y nanoparticulas de Pt soportadas sobre
oxido de aluminio, obteniendo muy buenos resultados en ambos casos. Sin
embargo, la efectividad de las nanoparticulas de Pd fue mayor que la de Pt,
lo que podria deberse a la diferente afinidad en la adsorcion de hidrégeno
por parte de ambos metales. De igual manera, se ha estudiado la actividad
de otros metales soportados sobre Al,O3; como Rh, Ru, Pt e Ir, siendo los
catalizadores basados en Rh los que ofrecieron mejores resultados en la
reduccion catalitica de bromatos en fase acuosa [116]. Sin embargo, el uso
del Rh no se contempla como una alternativa debido a su elevado precio y
a las propiedades explosivas que puede presentar. Pereira et al. [131, 132]
realizaron diferentes estudios empleando una serie muy amplia de metales
(Pd, Pt, Ir, Rh, Ru Fe, Sn, Cu, Zn y Ni) para sintetizar catalizadores
monometalicos y bimetalicos sobre carb6n activo en reactores semi-batch.

Los mejores resultados fueron obtenidos con el catalizador bimetalico
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Pd/Cu, que ofrecié las mayores velocidades iniciales de reaccién, aunque
tras esto la reaccion se ralentiza y la conversion completa de los bromatos
se alcanza al mismo tiempo que cuando se usa un catalizador
monometalico de Pd. Andlogamente, se ha estudiado el uso de diferentes
metales (Pd, Pt, Ru y Rh) en varios soportes como carbén activo, TiO y
nanotubos de carbono pero, en un reactor flujo pistén, obteniéndose los

mejores resultados al emplearse catalizadores de Pd y Pt sobre TiO2 [133].

Otro factor importante es el tipo de soporte utilizado, ya que este puede
modificar la morfologia, distribucién y tamafio de las particulas metalicas
soportadas, influyendo asi en la actividad catalitica [134]. Sun et al.
describieron el uso de nanoparticulas de Pd dispersadas sobre la superficie
de microesferas superparamagnéticas de Fe30.. Los resultados obtenidos
fueron prometedores y ademads, las propiedades magnéticas de este
catalizador posibilitan su facil recuperacion [110]. Por otro lado, Chen et al.
compararén los resultados obtenidos empleando nanoparticulas de Pd
soportadas sobre Al;0z con otros soportes como SiO; o carbén activo,
siendo mas activos los catalizadores soportados en Al;O3, probablemente

por sus adecuadas propiedades eléctricas superficiales.

Otros grupos de investigacion han centrado sus estudios en el uso de
catalizadores soportados en carbén funcionalizado, aprovechando el efecto
sinérgico del poder adsorbente del carbén y la actividad reductora del
metal. Palomares et al. [111] estudiaron el uso de catalizadores de Pd sobre
nanofibras de carbén crecidas sobre fibras sinterizadas de metal, en
diferentes tipos de aguas y en varios tipos de sistemas de reaccién
(discontinuo y continuo), obteniendo buenos resultados. Asimismo, se
estudié el empleo de monolitos de fibras de carb6n funcionalizadas con
grupos amino que servian de soporte a nanoparticulas de Pd y Ru. Los

resultados obtenidos muestran que la funcionalizacién de las fibras con
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grupos amino mejora notablemente la actividad catalitica, debido a la
modificacion de las propiedades eléctricas de la superficie del catalizador
[135]. Otros estudios fueron llevamos a cabo por el mismo grupo, en los
que se mostré que es posible la eliminacién conjunta de nitratos y
bromatos, con catalizadores bimetalicos Pd/Sn y Pd/Cu sobre soportes

monoliticos con fibras de carbén activo [136].

Perez-Coronado et al. [114] prepararon nanoparticulas de Pd por
microemulsién, que posteriormente soportaron en carbén activo, en
nanotubos de carbono y en oxido de titanio. El estudio en reactores tipo
semi-batch, determiné que las nanoparticulas soportadas presentan una
mayor actividad que las nanoparticulas sin soportar y que el catalizador

basado en CNT era el mas activo.

Por otro lado, otras lineas de investigacion han centrado sus estudios en
la utilizaciéon de materiales mesoporosos. Algunos ejemplos son el empleo
de MCM-41 funcionalizada con grupos amino y con particulas de Pd
soportadas mediante distintos métodos (impregnacién y deposicion-
precipitacion) [137], el empleo del material mesoporoso SBA-15 con
nanoparticulas de Pd o Pt soportadas [138, 139], el empleo del mismo
material funcionalizado con CeO; y nanoparticulas de Pd soportadas [140]
o el empleo de nitruro de carbono mesoporoso como soporte para
nanoparticulas de Pd [141], todos ellos con prometedores resultados.
Otros investigadores han estudiado el uso de nanoparticulas de Pd en
materiales con estructura core-shell, donde nanoparticulas de Pd son
soportadas sobre nanoesferas no porosas de silica y posteriormente, se
recubren con silica mesoporosa generando una corteza porosa que logra
impedir la agregacion y lixiviacién de las nanoparticulas de Pd, pero que
permite que los reactivos alcancen los centros activos metalicos [142].

Todos estos estudios basados en materiales mesoporosos han obtenido
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buenos resultados, aunque muchos de ellos han precisado de la
funcionalizacion de la superficie del soporte. Ademas, no debemos olvidar
que la sintesis de estos materiales mesoporosos poseen un coste elevado,
si se compara con los materiales carbonosos o los 6xidos inorganicos

descritos anteriormente.

Finalmente, otros autores han considerado el empleo de catalizadores
Pd, Cu, Rh, Th o combinaciones duales de estos metales soportados sobre
materiales inorganicos microporosos como las zeolitas. Asi, se ha descrito
el uso de zeolitas de poro grande, como la faujasita [143], y zeolitas de poro
medio, como la ZSM-5 [112], obteniendo mejores resultados con los

catalizadores bimetalicos Pd/Cu soportados en zeolita ZSM-5.

Asipues y tal y como se ha descrito, existen muchas y distintas opciones
para preparar catalizadores activos en la reaccién de reduccién de
bromatos a bromuros usando hidrégeno como agente reductor. En la Tabla
1.7 se realiza un resumen comparativo de los diferentes tipos de
catalizadores descritos en bibliografia para la reaccién de estudio, junto

con las condiciones de trabajo y las eficacias relativas obtenidas.
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Tabla 1.7: Andlisis bibliogrdfico de la reduccion catalitica de bromatos en agua empleando H> como agente reductor
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Del anadlisis de estos datos se concluye que el Pd es el principal metal
utilizado para catalizar la reaccion de hidrogenacion de bromatos en agua.
Sin embargo, el Pd es uno de los elementos mas raros de la Tierra, lo que le
hallevado a estar incluido en la lista de la Comunidad Europea de materias
primas criticas [144]. El Pd se utiliza en muchas y diferentes areas
industriales [145] como electrénica, joyeria o catalisis (Figura 1.20-dcha),
y atendiendo a datos de 2017, el consumo mundial de Pd ascendi6 a 331
toneladas, siendo la produccién global solamente de 214 toneladas. Este
déficit entre produccién y consumo, junto con su escasez, justifica su
elevado coste, siendo el precio medio anual de una onza de Pd de 869 USD,
en 2017. Como se puede observar en la Figura 1.20(izq.), en la dltima
década el precio del Pd ha experimentado un crecimiento importante,

debido al aumento de la demanda y al limitado suministro del mismo [146].

$fonza troy
o
8
% Pd total por aplicacién

| 0 - = [— —
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 sist. gasesde  electrénica aleacidn dental catalizador Jjoyeria

Afio escape quimica
{vehiculos)

Figura 1.20: Precio medio anual de onza de Pd (izquierda) y distribucion del consumo de Pd
mundial por areas (derecha)

Por lo tanto, el empleo de Pd como catalizador para la reduccién de
bromatos exige la obtencidn de excelentes resultados utilizando la minima
cantidad de este metal precioso. Por ello, hay que seguir diferentes
estrategias para optimizar su uso. Ademas, la amplitud y variedad de
resultados obtenidos no permiten determinar las condiciones necesarias

para obtener un catalizador activo en esta reaccidon, siendo necesario un
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estudio mas sistematico, donde factores como la preparacién del
catalizador y su caracterizacidn, sean exhaustivamente analizados para asi
poder disefiar catalizadores que permitan eliminar los bromatos del agua

contaminada mediante su reduccién a bromuros en presencia de H».

1.4. MATERIALES BIOCIDAS

La otra problematica que se aborda en esta tesis es el desarrollo de
aditivos que pueden ser incorporados en otros materiales para conferirles
propiedades biocidas. Los materiales biocidas son aquellos capaces de
destruir organismos patégenos que pueden provocar enfermedades a
otros seres vivos. Entre estos organismos patégenos se encuentran ciertos
mohos, hongos, virus y bacterias, que pueden ser encontrados en cualquier
zona y ambiente de nuestro planeta, causando diversas enfermedades y
siendo una de las amenazas mas habituales para plantas, animales y seres
humanos [147]. Es por ello que el desarrollo y utilizacién de materiales
biocidas ha tomado, dia a dia, una mayor relevancia como sistema de
prevencion y control del desarrollo de enfermedades infecciosas y los

microorganismos que las producen.

Las sustancias con propiedades biocidas son conocidas desde la
Antigliedad. El poeta griego Homero (s.VIII a.C.) ya describe la utilizacién
de azufre como potente biocida en algunas de sus obras y muchos otros
ejemplos pueden encontrarse en diferentes épocas y civilizaciones. No
obstante, el desarrollo de nuevos materiales biocidas se asocia a graves
problemas en la historia, como la hambruna sufrida en Irlanda alrededor
de 1845 que causé la muerte de 1,5 millones de personas debido a la

destruccién de la cosecha de patatas causada por Phytophthona infestans.
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Pero no solamente fueron problemas relacionados con la salud publica lo
que llevo6 al desarrollo de nuevos materiales con propiedades biocidas, asi
la podredumbre que afecté a postes telefénicos y a travesias de
ferrocarriles durante la primera mitad del siglo XX, impulsé su uso en otras
areas. En el siglo XX se emplearon compuestos de cobre como sustancias
fungicidas, acido sulfdrico como herbicida o incluso, compuestos de
arsénico como insecticidas. Otros compuestos sintéticos como el dicloro
difenil tricloroetano (DDT) también fueron empleados a mediados del siglo
XX como insecticida para exterminar piojos e insectos transmisores del
tifus entre otras enfermedades. Sin embargo, tal como habia ocurrido con
otras sustancias, su aplicacion se prohibié a finales de este siglo por su
persistencia en el medio. Otros materiales biocidas empleados han sido el
triclosan [148] o el cloruro de benzalconio [149], los cuales no presentaban
los problemas del DDT, pero poseian otras desventajas como su baja
resistencia a la temperatura, su facil descomposicién y sus breves tiempos
de vida y actuacion. También, se han empleado sustancias inorganicas
como hipoclorito sédico o diferentes metales [150], que pueden ser
aplicados en diversos medios y materiales sustituyendo a los tradicionales

biocidas organicos [151].

En la actualidad, debido a las estrictas medidas legales para la
utilizaciéon de materiales biocidas [152] y a la necesidad de tratamientos
mas sostenibles, se ha producido una intensificacion en la investigacion de
nuevos materiales biocidas, buscando el uso de sustancias quimicas que
sean activas en concentraciones muy bajas, sin posibles efectos
secundarios y que sean inocuas para la salud humana y el medio ambiente.
Ademas, se intenta que estas sustancias biocidas puedan ser incorporadas
a otros materiales, dotandolos de nuevas caracteristicas, creando lo que se

denominan materiales multifuncionales. Estos materiales polivalentes se
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caracterizan por presentar propiedades adicionales que no son necesarias
para su correcto funcionamiento, pero que los diferencian de sus
competidores. Este es el caso de los materiales con propiedades biocidas,
cuyo mercado se evalué en 7,9 billones de doélares en 2014,
incrementandose a 10,6 billones de délares (Radiant Insight Inc.) en 2016.
El aumento de mercado se debe a su uso en nuevos campos tanto a nivel

doméstico como industrial [153].

No obstante, la aplicacién de sustancias biocidas a diversos materiales
no es sencilla y presenta serios problemas relacionados con la corta
duracion de su efecto, existiendo, por tanto, un gran interés en el desarrollo
de materiales biocidas que consigan un control de los microorganismos
prolongado en el tiempo. Ademas, se espera que los compuestos biocidas
tengan una alta resistencia a la temperatura, a la radiacién y al estrés
mecanico [154], ya que se deben incorporar en otros materiales como
polimeros, pinturas, fibras, vidrios o superficies de trabajo [152]. Existen
diferentes estrategias para inmovilizar los agentes biocidas en otros
materiales consiguiendo una liberacién prolongada en el tiempo. Estos

procedimientos son [155]:

- Graph-to: consiste en unir de forma covalente el agente biocida en
la superficie del material a modificar. Para ello, se suelen emplear

ligandos covalentes quimicos (Figura 1.21 - A)

- Adsorcion fisica: es la fisisorcidn del compuesto o agente biocida en
la superficie del material. No existen interacciones covalentes,
aunque se dan uniones fuertes y multiples interacciones con la

superficie del material (Figura 1.21- A)
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- Inicializacién en superficie: se basa en conseguir la sintesis del
agente biocida a partir de un precursor que ya se encuentra

dispuesto en la superficie del material (Figura 1.21 - B)

- Directo: es la creacién del propio material con el agente biocida en

su propia composicién (Figura 1.21 - C)
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Figura 1.21: Estrategias para inmovilizar agentes biocidas en diferentes materiales [155]

1.4.1. Aplicaciones de los materiales biocidas

Los materiales y/o sustancias biocidas presenta muchos campos de
aplicacién, desde la medicina hasta la agricultura, pasando por el
tratamiento de aguas, la construcciéon, la cosmética o la industria

alimentaria [156-158].

La medicina y la odontologia son dos de las industrias donde las
sustancias y materiales biocidas son mas empleados desde hace tiempo
[159, 160]. Las aplicaciones médicas de los agentes antimicrobianos suelen
hacerse de forma directa a partir de sustancias solubles como por ejemplo
aldehidos, alcoholes, triclosan [161] o incluso mediante, la utilizacién de
compuestos de plata [162], sin olvidar el empleo de jabones, detergentes y

productos de limpieza especiales para limpiar y descontaminar de forma
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adecuada utensilios, manos y superficies que requieren de una
desinfeccion especial [163]. Esto es necesario pues en caso contrario,
dichas superficies y utensilios actian como reservorios de
microorganismos patégenos causantes de enfermedades. Tanto es asi que,
las enfermedades nosocomiales, aquellas adquiridas durante un periodo
de hospitalizacion, son una de las grandes cargas en los sistemas sanitarios
mundiales. Datos europeos demuestran que el 8,3% de los pacientes en
unidades de cuidados intensivo adquieren este tipo de infecciones [164].
Ademas, se estima que estas infecciones causan alrededor de 37000
muertes anuales y conllevan un gasto econémico de 7 billones de délares
[165]. En Espafia, la Sociedad Espafiola de Medicina Preventiva, Salud
Publica e Higiene estima que estas infecciones afectan a cerca de 8 de cada
100 pacientes en los hospitales espafoles, lo que supone unas 300000
infecciones al afio, con una mortalidad atribuible cercana al 2%. De forma
general, la mayoria de estas enfermedades adquiridas en hospitales son
causadas por bacterias de distinto tipo, siendo especialmente
problematicas las bacterias resistentes a distintos tipos de agentes
bactericidas como, por ejemplo, los antibiéticos. Un claro ejemplo de este
tipo de bacterias es la Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Esta
bacteria provoca graves infecciones cutdneas, sanguineas e incluso
neumonia, siendo una de las principales bacterias causantes de
enfermedades nosocomiales mas comunes y provocando mas de 11000

muertes anuales en todo el mundo [166].

Sin embargo, puede ser mucho mas interesante la incorporacién de los
agentes biocidas en otros materiales hospitalarios, en vez de su uso directo,
debido a que dicha incorporacion mejora el control de organismos
patégenos durante periodos de tiempo mas largos [155]. Estos materiales

pueden ser tanto recubrimientos, como ciertas herramientas o
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instrumentos quirdrgicos [167]. Un ejemplo seria la incorporacién de
materiales biocidas en implantes dentales y ortopédicos. Esta aplicacion es
muy importante debido a que las infecciones derivadas de implantes
suelen presentar un alto riesgo, ya que los tratamientos con antibiéticos

habituales no suelen ser efectivos [157, 168].

Otradelas aplicaciones seria el uso de sustancias biocidas en materiales
de construccion. Muchos de estos materiales utilizan desde hace mucho
tiempo recubrimientos antimicrobianos con resistencia biolégica que varia
entre 0,5 y 2 afios. Sin embargo, la duraciéon de los materiales de
construcciéon debe ser como minimo de diez afios, por ello, es preciso
conseguir nuevos tipos de aditivos biocidas que tengan una eficacia mas

prolongada en el tiempo.

Ademas, alfombras, papeles adhesivos, guantes, vidrio y otro tipo de
objetos cotidianos emplean a veces sustancias o agentes biocidas en su
composicién, evitando la proliferacién de microorganismos patégenos en
sus superficies. Asi en el afio 2000, mas de 600 productos habituales

contenian alguin tipo de material o agente antibacteriano [157].

Estos materiales también se pueden utilizar para tratar la
contaminacién microbioldgica del agua [169, 170]. Asi, se pueden aplicar
en membranas poliméricas utilizadas por el tratamiento de aguas ya que,
los diferentes microorganismos que contaminan el agua crean biofilms
sobre estas membranas que impiden el buen uso de las mismas [171-173].
De igual manera, los sistemas de ventilacién también pueden contener en
alguno de sus componentes materiales biocidas que impidan la
colonizacion de estos sistemas y la posterior dispersion de los patégenos

en el ambiente [157].
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Por ultimo, la industria alimentaria y la agricultura son las otras dos
areas donde mas se emplean este tipo de materiales [174]. Esto es
necesario porque se calcula, por ejemplo, que en EE.UU., 76 millones de
personas adquieren anualmente patologias transmitidas por alimentos
[157, 175]. Este nimero aumenta afio tras afio, debido al interés de los
consumidores en adquirir productos basicos frescos y minimamente
procesados [152]. Por ello, es preciso un control de los microorganismos
que puedan producir dichas enfermedades, pero también de aquellas que
provoquen pérdidas de alimentos durante las distintas etapas de la cadena
de produccién. Esto es muy importante pues la FAO estima que alrededor
de un 30% de los cereales, entre un 40-50% de tubérculos, frutas y
hortalizas, un 20% de semillas oleaginosas, carnes y productos lacteos y un
35% del pescado, se pierden o desperdician anualmente en el mundo por
problemas relacionados con agentes patégenos, lo que equivale
aproximadamente a un tercio de los alimentos producidos en el mundo
para el consumo humano. Estas pérdidas se producen sobre todo a causa
de enfermedades poscosecha y, por ejemplo, se estima que en el mundo
entre el 25 y el 50% de la produccién de productos hortofruticolas se
pierde, después de la cosecha, como resultado de la descomposicidn,
infestacion de insectos y ataques de microorganismos, estimandose que la
mayor parte de estas pérdidas son debidas a la actuaciéon de hongos de
diversa naturaleza [176]. Esto se traduce en pérdidas econdmicas cercanas
al billén de dolares y evitarlo es uno de los objetivos de la Agenda 2030
para el Desarrollo Sostenible del planeta de la ONU (Figura 1.2), ya que
especificamente, el objetivo nimero 2 busca poner fin al hambre, lograr la
seguridad alimentaria, la mejora de la nutricién y, promover la agricultura

sostenible[177].
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Por ello, es preciso encontrar soluciones, estrategias y tratamientos que
consigan mejorar la eficacia y la sostenibilidad en todas las etapas de la
cadena de suministro de alimentos [178], siendo una de las principales

areas de accion, la mejora de las tecnologias de conservacion y envasado.

Existen diferentes tipos de tratamientos poscosecha que se emplean en
la actualidad, como la utilizacién de procesos fisicos con atmosferas
modificadas, bajas temperaturas o irradiaciéon, que pueden lograr
conservar los alimentos durante periodos de tiempo prolongados. Sin
embargo, estos procesos fisicos son menos efectivos y mas costosos que el
empleo de procesos quimicos [179, 180]. Normalmente, los tratamientos
quimicos aplicados en frutas y hortalizas se basan principalmente en la
aplicacién de ceras, recubrimientos y compuestos biocidas, principalmente
fungicidas, que permiten prolongar las cualidades nutritivas y fisicas de
estos alimentos. Especificamente, la aplicaciéon de agentes o compuestos
fungicidas en tratamientos poscosecha consigue reducir las pérdidas en

citricos alrededor de un 80% [181].

Otra de las estrategias para la preservacién de los alimentos es lo que se
denomina “envase activo” [182]. Este tipo de envasado se caracteriza por
presentar cualidades adicionales frente a un envasado tradicional y
permiten, por ejemplo, inhibir el crecimiento de microorganismos
patégenos o prevenir la migracién de contaminantes [183]. La mayoria de
estos envases activos interaccionan con el producto o modifican el
ambiente interno del envase. Para ello se puede incorporar un material
biocida en su propia composicién, se puede aplicar como recubrimiento al
envase o se puede incorporar en un elemento extra, como bolsitas,

almohadillas, etc [184].
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En definitiva, se puede afirmar que las posibles aplicaciones de las
sustancias biocidas abarcan un gran nimero de industrias y campos
diferentes, obligando a enlazar temas tan diferentes como la ciencia de los

materiales, la microbiologia y los procesos productivos.

1.4.2. Plata como sustancia biocida

Las propiedades biocidas de ciertos metales como Ag, Zn, Cu, Hg, Au, Sn,
Pb, Bi, Cd, Cr, Pd o el Ti son conocidas desde hace mucho tiempo [152, 185,
186]. No obstante, no todos estos metales son inocuos para los seres
humanos y solo Ag, Zn, Ti, Pd, Au y Cu pueden ser empleados en bajas
concentraciones. Muchos estudios e investigaciones han empleado estos y
otros metales como agentes biocidas. Asi, se ha descrito el uso del cobre
para el control de los hongos que afectan a la madera [187, 188] o el uso
del oro en aplicaciones bactericidas o fungicidas [170]. Sin embargo, es la
plata tanto como nanoparticulas como en forma catiénica y/o compuestos

o sales, el metal mas estudiado y utilizado para aplicaciones biocidas.

Las primeras referencias del uso de plata datan del afio 3000 a.C,, en la
antigua Turquia. Sus primeras aplicaciones se centraron en la joyeria,
utensilios y monedas. Sin embargo, las propiedades de este metal brillante,
duradero y maleable han permitido una ramificacién muy extensa de sus
aplicaciones, llegdndose a considerar como uno de los elementos
indispensables en nuestra vida moderna [189]. Es el metal que mejor
conduce la electricidad y es un conductor de calor muy bueno, por lo que
es empleada en todos los aparatos eléctricos actuales, asi como en muchos
trabajos de soldadura. Ademas, sus propiedades quimicas permiten su uso

como catalizador en numerosas reacciones de interés industrial como la
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oxidacién de etileno [190, 191], epoxidaciones [192, 193] o para la
eliminacién de contaminantes [194]. Asimismo, en los Ultimos tiempos la
plata esta siendo utilizada en placas y células solares [195]. Todas estas
aplicaciones muestran la gran importancia de la plata en nuestra sociedad,
calculdndose que, en 2017, se consumieron aproximadamente 31000
toneladas de plata, cuya distribucién por aplicaciones se refleja en la Figura

1.22.
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electrénica 6%
24%

Figura 1.22: Demanda de plata por sectores en 2017

Tal como se observa en la figura anterior, el principal uso de la plata es
la industria electrénica, seguida de su uso en monedas y de otras
aplicaciones. En la figura aparece, ademas, un 15% de “otros usos”, donde
se encuentra la aplicacién de este metal como agente biocida debido a sus
propiedades antimicrobianas. Civilizaciones como los griegos, los romanos,
los fenicios o los egipcios utilizaron recipientes de plata para almacenar el
agua u otros liquidos como la leche o el vino y asf alargar su tiempo de vida
[196]. El primer documento que se conserva donde aparece una aplicacion
clinica delaplatadatadel 750 d.C. [197] y desde entonces se ha continuado

utilizando. Asi, los exploradores americanos del Lejano Oeste, utilizaban
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monedas de plata y cobre para preservar liquidos, sin la apariciéon de
patégenos como algas, hongos o bacterias. A principios de 1800, hilos de
plata eran utilizados para suturar heridas, siendo en 1869 cuando Ravelin
describi6 cientificamente el poder bactericida de la plata a muy bajas
concentraciones [198]. Incluso, durante la I Guerra Mundial se utilizaban

hojas de plata en las heridas de los soldados para evitar las infecciones.

Por otro lado, distintas sales de plata se han empleado como agentes
biocidas frente a diferentes enfermedades o infecciones como conjuntivitis,
gastroenteritis, gonorrea, sifilis o incluso para tratar patologias mentales o
la adiccién a la nicotina. Asi, la primera edicion del “Merck Index” de 1889
recogia al menos 18 sales de plata para propoésitos farmacolégicos.
Posteriormente, en la década de 1960, se descubrié la sulfadiazina de plata,
el complejo de plata mas empleado en medicina desde su descubrimiento,
que es utilizado para el tratamiento de quemaduras y otro tipo de
infecciones cutaneas, estando incluida en la Lista de Medicamentos
Esenciales de la OMS [199]. Ademas, otros compuestos de plata como el
fluoruro de plata son empleados para el tratamiento de caries o la
hipersensibilidad dental, mientras que el nitrato de plata es empleado para
el tratamiento de quistes, abscesos o en tratamientos antifingicos [200].
No obstante, hay que tener presente que la ingesta de plata en grandes
cantidades no es inocua y puede provocar complicaciones en la salud, lo
que es conocido como sindrome de argiria, y por tanto, se debe controlar la

cantidad de plata utilizada en los tratamientos.

En la actualidad, la plata es considerada como un biocida de amplio
espectro, siendo efectiva frente a bacterias, hongos, protozoos, levaduras y
ciertos virus [201]. Existen diferentes estudios donde se ha evaluado, de
forma in vitro, la efectividad biocida de los iones Ag*y de las nanoparticulas

de plata (AgNPs). Uno de los mas interesantes es el estudio de Lalueza et
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al. donde se evidencia la importancia de la biodisponibilidad de la plata
para ser efectiva frente a Staphylococcus aureus. En esta investigacion se
presenta una comparacion de la actividad biocida de la plata en diversas
formas frente a dicha bacteria [202], siendo los cationes Ag* la especie mas
efectiva. De forma similar, Feng et al. estudiaron el mecanismo de accién
del AgNOs3 frente a Staphylococcus aureus y frente a Escherichia coli,
observando cémo la bacteria Gram-positiva presentaba una mayor
resistencia a la acciéon de los cationes Ag+ [203]. Otros estudios [204]
mostraron diferentes mecanismos de accién de los iones plata, con una
eficacia del 100% en el control tanto de Staphylococcus aureus como de
Escherichia coli, tras una la aplicacién de 0,2 ppm de Ag*, siendo la
velocidad de acciéon mucho mas rapida frente a la bacteria Gram-negativa
(E. coli). No solamente se ha estudiado la accién biocida de la plata frente a
bacterias, otros estudios han evaluado su actividad frente a hongos como
Aspergillus niger, Aspergillus flavus o Candida albicans, obteniendo buenos

resultados en el control del crecimiento de este tipo de organismos [205].

En los ultimos afios también han aparecido estudios en los que se ha
utilizado la plata en su forma coloidal o como nanoparticulas como agentes
antibacterianos. Por ejemplo, Petrus et al. [206] estudiaron la eficacia de la
plata nano-coloidal frente a diferentes bacterias como Escherichia. coli,
Staphylococcus aureus o Salmonella typhy entre otras, obteniendo valores
de MIC menores a 25 ppm en todos los casos y empleando el caldo de
cultivo LB (Luria Bertani broth). De forma similar, dos estudios diferentes
evaluaron la actividad biocida de las nanoparticulas de plata (AgNPs)
empleando el caldo de cultivo Mueller-Hinton, determinando valores de
MIC de 4 y 10 ppm para el control de Staphylococcus aureus [207] y
Escherichia coli [208] respectivamente, sin observarse, en el estudio con E.

coli, ningin crecimiento del microorganismo durante al menos 7 dias.
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También se ha evaluado el uso de AgNPs frente a diferentes virus como la
viruela del mono [209] o sobre ciertas células infectadas por VIH [210], con
resultados prometedores y sin observarse, ademads, problemas de

toxicidad en ensayos realizados con ratones [211].

1.4.3. Mecanismos de actuacion de la plata frente a

microorganismos

Aunque se han estudiado ampliamente los efectos de diferentes
compuestos y especies de plata como agentes biocidas, los mecanismos de
actuacion de la plata no se conocen de forma precisa [212]. Los
mecanismos mas aceptados segun la bibliografia cientifica para la

actuacion de la plata son [197, 200]:

- Citotoxidad de los cationes Ag*: al igual que los cationes de otros
metales pesados, los cationes Ag* interaccionan con los grupos
tioles presentes en proteinas y enzimas de los microorganismos
[213]. Dicha interaccién produce la desnaturalizaciéon de muchas de
estas proteinas y también, la inactivacion de ciertas enzimas, debido
a modificaciones en las estructuras de estas macromoléculas

biologicas [214].

- Interaccién de los cationes Ag+* con diferentes aminoacidos del ADN
[215]: 1a formacion de complejos entre la Ag+ y el ADN o el ARN,
produce una disrupciéon del proceso de replicacion de las células.
Ademas, diferentes estudios como el llevado a cabo por Yang et al.
[216], sugieren que los tratamientos con plata provocan la mutaciéon
genética de las células de ciertos microorganismos, lo que conlleva

Su muerte.
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Inhibicién de la captacién y del intercambio de fosfato: debido a la
presencia de cationes Ag+, el fosfato se acumula en las células de los
microorganismos y dicha acumulacién incrementa la liberaciéon de

K+, 1o que conduce a la muerte celular [217].

Destruccion de las membranas celulares y mitocondriales: la
modificacion de las estructuras de estos dos organulos,
imprescindibles para la supervivencia de los microorganismos,
debido a la presencia de plata (Ag*), conlleva la muerte de los
microorganismos. Concretamente, las membranas suelen perder
integridad y con ello, la permeabilidad de la célula queda anulada,
mientras que los dafios en las mitocondrias causan un desequilibrio
y la despolarizaciéon de la membrana, lo que también produce la

muerte celular.

Por ultimo, cabe destacar que los cationes Ag+ producen, ademas,
dos efectos secundarios. Uno es la generaciéon de microorganismos
en estado suspendido, que no crecen ni se nutren por lo que acaban
muriendo. Por otro lado, el denominado efecto “zombie”, donde las
bacterias ya atacadas por la plata, actlian como reservorios de los

cationes plata que acaban atacando a otras bacterias sanas.

Todos estos mecanismos (Figura 1.23) han sido propuestos para

describir los efectos biocidas de los compuestos de plata idnica.

Mecanismos similares son validos para describir la accién biocida de las

nanoparticulas metalicas de plata (AgNPs), las cuales pueden actuar como

reservorios de Ag*. Ademads, estas nanoparticulas pueden generar una

despolarizacién de las células cuando se colocan en la superficie de las

células de los microorganismos, lo que acaba provocando la lisis celular y

su muerte. Por ultimo, estas especies también pueden provocar la
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produccién no controlada de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
conllevan un aumento de radicales que provocan graves dafios en las
células debido principalmente al estrés oxidativo [218]. En la Figura 1.24

se resume graficamente algunos de estos mecanismos.
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Figura 1.24: Mecanismos de accion de AgNPs y Ag*[182]

Por ultimo, aunque se han encontrado ciertas pruebas de la resistencia
de algunas bacterias al efecto de materiales biocidas basados en plata [219-
221], ésta es minima y no parece ser algo generalizado, al contrario de lo
que sucede en la actualidad con muchos antibiéticos. Esto puede estar

relacionado con la gran variedad de mecanismos de actuacién o puntos de

76



1.- INTRODUCCION

accion biocida de la plata, lo que impide la adaptaciéon de los
microorganismos y por tanto, minimiza la aparicién de resistencia frente a

este agente biocida [200].

1.4.4. Materiales multifuncionales con plata

La versatilidad de la plata como agente antimicrobiano junto con sus
propiedades fisico-quimicas y su baja toxicidad para los seres humanos
[222], han promovido su uso como aditivo en otros materiales. Algunos de
los ejemplos mas destacados son la funcionalizacién de titania, silice,
vidrios, ceramicas, fibras o tejidos para conseguir que estos materiales
tengan propiedades biocidas [196-201]. Asi, se pueden encontrar muchos
productos comerciales de estas caracteristicas producidos por compafiias
tan conocidas como Honeywell, Dell, Motorola, North Face o Adidas [197,

200].

Muchos estudios cientificos han analizado estas propiedades, asi Nia et
al. incorporaron Ag/TiO; en polipropileno (PP) generando un plastico con
propiedades biocidas frente a Staphylococcus aureus [223]. Otros estudios
han evaluado la actividad biocida de poliuretano dopado con cationes Ag*,
un material ampliamente utilizado en la fabricacién de instrumentos
médicos como catéteres. Algunos investigadores como Martinez-Abad et al.
han incorporado cationes Ag* en films de EVOH (etilen-vinil-alcohol),
evaluando su actividad biocida frente Listeria monocytogenes y Salmonella
spp., una vez aplicado en envases de frutas [224]. Otro ejemplo es el estudio
de Busolo et al. que incorporaron una nanoarcilla con plata (Bactiblock®)
en acido polilactico, formando un biocomposite con propiedades biocidas

frente a la bacteria Gram-negativa Salmonella spp. [225].
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Otro campo donde se esta investigando sobre la incorporacién de plata

para producir materiales multifuncionales es el area de fibras y tejidos

[226-228]. La produccion de textiles antimicrobianos fue cercanaa 100000

toneladas en el afio 2000 [229], siendo los textiles antimicrobianos basados

en plata los de efecto mas prolongado y duradero [230]. Lorenz et al.

llevaron a cabo un estudio de la lixiviaciéon de plata desde diferentes

productos textiles con plata y propiedades biocidas [231]. La Tabla 1.8

muestra los productos evaluados en dicho estudio y la cantidad de plata de

cada uno de ellos.

Tabla 1.8: Productos textiles comerciales con propiedades biocidas basados en plata

Producto | Procedencia Composicion Cont. Ag Info.
(mg/Kg) | adicional
41% polipropileno
. . 31% poliamida con Ag
Calcetines Alemania 18% algodén 1,8+2 -
10% lana
Calcetines Suiza 100% polipropileno 1,5+£09 -
Hilos de
. . o .
Calcetines Jap6n 100% algodon 761+31 Ag visibles
. . 83% poliéster Contiene
Camisetas Suiza 17% lana 183 +10 AgNPs
Camisetas Suiza 100% poliéster 4518 -
. . . 80% algoddn
Calcetines | Reino Unido 20% hilo elastico 2925+19 -
o Contiene
0,
Pantalones Alemania 93% poliamida 41104 nanoparti
7% elastano
culas AgCl
75% algodoén
Calcetines Alemania 23% poliamida <1,25 -

2% elastano

También es posible encontrar ejemplos de la incorporacién de plata en

superficies o materiales empleados en implantes médicos. El estudio

llevado a cabo por Lee et al. evalu6 la actividad biocida frente a

Staphylococcus aureus de superficies de titanio recubiertas por titanato de
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sodio intercambiado previamente con cationes Ag* Los resultados
mostraron efectos bacterioestaticos, es decir, un control en el crecimiento
del microorganismo [168]. Por otro lado, Esteban-Tejeda et al. evaluaron
las propiedades bactericidas (frente a E. coli y Micrococcus luteus) y
fungicidas (frente a Issatchenkia orientalis) de un tipo especifico de vidrio
dopado con AgNPs. Los resultados de esta investigacién demostraron una
desinfeccion total de las superficies del vidrio, inhibiendo el crecimiento

tanto de bacterias como de hongos [151].

Otros materiales como Al;03 con plata soportada han demostrado una
alta capacidad bactericida en tratamientos de aguas, debido a la propia
actividad biocida de los cationes Ag* y a su actuacién como catalizador que
promueve la formaciéon de especies reactivas de oxigeno a partir del
oxigeno disuelto [232]. Algunas arcillas como la montmorillonita se han
utilizado como soporte de Ag+*, la cual puede ser posteriormente
incorporada en materiales empleados para el envasado de fruta fresca
[233]. También se ha afiadido a carbones activos en forma de fibras
incorporados en los filtros de diversos sistemas de ventilacién [234], lo que
impide la adherencia de bacterias en los mismos. Todos estos estudios
muestran que existe un gran campo para el uso y fabricaciéon de materiales

multifuncionales basados en plata.

1.4.5. Zeolitas con plata como compuestos y aditivos

biocidas

A pesar de que todos los materiales multifuncionales con plata han
mostrado muy buenos resultados frente a diferentes microorganismos, se

ha de seguir investigando para encontrar nuevas estrategias que vayan
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dirigidas principalmente a que la actividad biocida de estos materiales
perdure en el tiempo, ya que la mayor parte de las veces la actividad biocida

finaliza antes que la vida util del material.

Una de las estrategias que se podrian aplicar para conseguir este
objetivo, es la incorporacién de los compuestos biocidas en soportes
inorganicos, los cuales pueden ser a su vez agregados a otros materiales,
actuando como reservorio de la especie biocida, de forma que su actividad
en el tiempo sea mucho mas prolongada. Los soportes utilizados para llevar
a cabo esta estrategia han de cumplir ciertos requisitos como ser inocuos,
no alterar las posteriores aplicaciones del material y tener capacidad para

soportar y liberar las especies biocidas.

Uno de los soportes que podria cumplir con estas caracteristicas son las
zeolitas. Estos aluminosilicatos son materiales inorganicos microporosos
de elevada area superficial y que ademas, presentan una gran capacidad
para el intercambio cationico. Estas cualidades las hacen especialmente
interesantes para ser utilizadas como soportes para las especies de plata.
Ademas, la gran variedad de estructuras, la diversidad de tamafios de poro,
las distintas relaciones Si/Al y su inocuidad para los seres humanos, hace
idéneas a las zeolitas para su aplicacion como soporte de sustancias
biocidas soportados. Actualmente se pueden encontrar algunos productos
antibacterianos basados en zeolitas con plata como por ejemplo Agion®
(Figura 1.25). Este producto se puede incorporar a diversas superficies
confiriéndoles propiedades biocidas. La European Food Safety Authority ha
incluido la zeolita A con plata dentro de los aditivos aceptados para
tecnologias biocidas, siendo el limite de incorporacién de esta zeolita en
polimeros del 10% en peso, siempre y cuando el contenido en plata en la

zeolita sea igual o menor al 5% [235].
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Figura 1.25: Descripcion grdfica de la actuacion de Agion® (Imagen adaptada de Agion)

En la bibliografia se pueden encontrar diferentes estudios donde se
emplean diversos tipos de zeolitas con plata para el control de distintos
tipos de bacterias y hongos, sobre todo, estudios in vitro. Asi, Chiericatti et
al. estudiaron la actividad de distintas mordenitas con diferente contenido
en plata frente a 3 bacterias (Rhizopus oryzae, Mucor circinelloides y
Geotrichum candidum) y frente a 3 hongos (Saccharomyces cerevisiae,
Debaryomyces hansenii y Zygosaccharomyces rouxii), obteniendo en todos
ellos inhibiciones del 100% desde el inicio, y mejores resultados que
cuando se incorpora la plata de forma directa al medio [236]. Lalueza et al.
han estudiado la aplicacién de zeolitas tipo ZSM-5, con un 0,2% en peso de
plata, obteniendo muy buena actividad antibacteriana frente
Staphylococcus aureus incluso al mismo nivel que zeolitas de plata
comerciales como Zeomic® con contenidos mucho mayores de plata [237].
Otros estudios, emplearon estas mismas zeolitas frente a hongos como
Candida albicans y bacterias como Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa con buenos resultados [238]. Incluso se ha estudiado el uso de

esta misma zeolita con plata (0,2%Ag-ZSM-5) pero funcionalizada a su vez
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con acido paracético, consiguiendo una gran eficacia en el control de

Staphylococcus aureus [239].

Otras investigaciones han utilizado la zeolita Linde Type A (LTA) como
soporte inorganico de plata. Asi, mediante el intercambio catiénico con Ag*,
Inoue et al. emplearon dicha zeolita para inhibir y matar a la bacteria Gram-
negativa Escherichia coli tras solamente 5 minutos en contacto con el medio
de cultivo [154]. Otros estudios han empleado esta zeolita con Ag* para
controlar otras bacterias como Vibrio harveyi [240], Bacillus cereua,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus u hongos como Candida albicans,

Penicillium vinaceum o Aspergillius niger [147, 241].

También se ha empleado la zeolita faujasita (FAU) como soporte para la
plata. Entre varios estudios, destaca el llevado a cabo por Kwakye-Awuah
et al, en el cual ademas de evaluar la actividad biocida inicial de la faujasita
intercambiada con cationes Ag*, se evalud su actividad en ensayos biocidas
consecutivos, mostrando idéntica capacidad biocida en los distintos usos,
lo que demostr6é una actividad prolongada en el tiempo [242]. Otros
estudios con estas zeolitas de poro grande han analizado la influencia de la
cantidad de plata incorporada en la zeolita sobre la capacidad biocida [241,
243] o la influencia del tamafio de particula de la zeolita. Los resultados
mostraron que la actividad biocida aumenta al aumentar el contenido en
plata y que se obtienen mejores resultados cuando se empleaban zeolitas

con un tamafio de particula menor [244].

Otros estudios han empleado otras estructuras zeoliticas como la
chabacita (CHA) o la beta (BEA) frente a diferentes microorganismos [245,
246]. También, existen otras investigaciones donde se ha empleado zeolita
natural, clinoptilolita, para soportar cationes Ag* actuando frente a

Acinetobacter baumannii con excelentes resultados in vitro [247]. Esta

82



1.- INTRODUCCION

misma zeolita se ha empleado para soportar AgNPs, obteniendo buenos
resultados para controlar bacterias como Escherichia coli [248] o

Salmonella typhi [249].

Todos los estudios citados utilizan plata soportada sobre diferentes
estructuras zeoliticas como agente biocida. Sin embargo, en cada uno de
ellos la cantidad de plata incorporada es diferente, asi como el medio de
cultivo donde se llevaron a cabo los diferentes estudios in vitro y, sobre
todo, los microorganismos tratados. Es por ello que no es posible extraer
conclusiones generales que permitan determinar las caracteristicas y
composiciones 6ptimas que debe tener una zeolita para que, al incorporar
la plata actiie como agente biocida, siendo necesario un estudio mas

sistematico y profundo.

Ademas, aunque la aplicacién directa de las zeolitas con plata consigue
el control de muchos microorganismos patogenos en estudios in vitro, su
eficacia debe ser evaluada una vez incorporada a diferentes materiales, que
es como actuarian en realidad. Por ello, diferentes autores han estudiado la
efectividad frente a diferentes hongos y bacterias de las zeolitas LTAy FAU
con cationes Ag+ aplicadas a diferentes materiales de recubrimiento como
pinturas acrilicas u otros [239, 250]. Otros autores han estudiado la
incorporacion de zeolitas con plata a polimeros como epoxi [157], acido
polilactico [251] o fluoruro de polivinilideno [252], los cuales son
ampliamente empleados en diferentes dreas como envasado de alimentos,
recubrimientos mobiliarios o materiales clinicos u hospitalarios,

mostrando buenas eficacias biocidas.

Bedi et al. estudiaron este tipo de materiales plasticos multifuncionales
empleando un recubrimiento basado en zeolita LTA con plata en

polipropileno. Estos recubrimientos fueron introducidos en agua destilada
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durante periodos largos de tiempo, observandose que en esas condiciones
no existe liberacion de los cationes Ag+, ni tampoco modificaciones en las
propiedades del recubrimiento, manteniendo ademas éste una elevada
actividad biocida tras la inmersion [239]. Este recubrimiento tenia como
aplicacién final condensadores (intercambiadores de calor) de vehiculos
espaciales, los cuales requieren de materiales de gran durabilidad y

resistencia, debido a las condiciones extremas a las que se enfrentan.

Otros estudios han evaluado la efectividad biocida frente a diversos
microorganismos del polietileno de baja densidad funcionalizado con
faujasita (zeolita Y) con un 5% en peso de plata [235]. Pero ademas, en este
estudio se analiz6 laliberacién de plata al medio. Los estudios de lixiviacion
llevados a cabo mostraron una menor difusion de los cationes cuando la
zeolita con plata esta embebida en el polimero, pasando de una liberacién

del 56% a una liberacién del 5-10%.

Por otro lado, Rieger et al. estudiaron la actividad biocida de AgNPs en
zeolitas LTA de diferente tamafio, incorporadas en tapices de nanofibras de
celulosa. Este estudio demostr6 que las zeolitas de tamafio de particula
grande (6 um) presentaban una liberaciéon de Ag* mucho menor, mientras
que las LTA de tamafio mas pequefio (0,5 y 0,2 um) presentaban una
liberacién bastante superior, debido probablemente a la mayor area
superficial cuando los tamafios de particula son menores. Ademas, su
incorporacién en nanofibras de celulosa, mejoré ampliamente la actividad
biocida de las zeolitas con plata, probablemente debido a que la estructura
de nanofibras proporciona una alta porosidad tridimensional, lo que hace
que los microorganismos interaccionen mas facilmente con las zeolitas con

plata [253].
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En conclusién, se puede afirmar que diferentes especies de plata como
los cationes Ag* o las AgNPs, son excelentes agentes biocidas frente a una
amplia variedad de microorganismos patégenos como virus, bacterias y
hongos. Su naturaleza inorganica les confiere una elevada estabilidad, lo
que unido a su baja toxicidad para humanos, los hacen muy atractivos para
su uso. No obstante, aunque la aplicacién directa de estos agentes biocidas
en diferentes materiales ofrece buenas actividades biocidas, su principal
problema es que la efectividad decae con el tiempo, siendo su accién poco
prolongada en el tiempo. Por ello, tal y como se ha discutido anteriormente,
la utilizacién de compuestos de plata soportados en materiales inorganicos
de elevada area superficial es una de las opciones mas prometedoras para
mejorar su accién biocida. Estos compuestos soportados actuarian como
reservorio de los agentes biocidas, prolongando su efecto y evitando la
eluciéon inmediata del agente. Pero ademas, hay que considerar que estos
compuestos deben estar incorporados en el seno de otros materiales como
ceramicas, vidrios, polimeros, pinturas, etc, los cuales no deben ver

alteradas sus propiedades originales.

Entre todas las opciones descritas, las zeolitas con plata son una de las
tecnologias biocidas mas versatiles y prometedoras, aunque se debe
profundizar en las condiciones necesarias para su aplicacion y, ademas, se
debe tener en cuenta la severa legislacion existente para su aplicacion
especifica [235], obligando a conseguir la mayor eficacia biocida
empleando la minima cantidad de plata posible. Por ello, es necesario
establecer cudles son las caracteristicas que deben presentar estos
materiales para conseguir la mayor actividad biocida durante el mayor
periodo de tiempo posible. Esto permitiria conseguir materiales

multifuncionales con propiedades biocidas que tengan una extensa vida
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util, que sean seguros desde un punto de vista microbiolégico, y que sean

sostenibles.
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2.- OBJETIVOS

El objetivo de esta tesis es el desarrollo de nuevos materiales basados
en metales nobles y seminobles para su aplicacién en dos temas distintos
relacionados con la sostenibilidad. En primer lugar, se aborda el uso de
algunos de estos materiales para la eliminacién de un contaminante
inorganico del agua mediante la reduccién catalitica, es decir, se busca una
aplicacién dentro del campo de la catalisis ambiental. En segundo lugar, se
estudia el desarrollo de materiales multifuncionales con aplicaciones
biocidas, capaces de controlar un amplio rango de microorganismos

patégenos.

De esta manera, el primer objetivo de esta tesis es la sintesis y desarrollo
de diferentes catalizadores basados en paladio soportado y su posterior
aplicacién en la reaccién de reduccion catalitica de bromatos en agua,
empleando H, como agente reductor. Se estudiara como influyen en la
reaccion diferentes variables relacionadas con el catalizador, como el tipo
de precursor, la cantidad de metal o el soporte empleado. Los resultados
cataliticos se analizardn y correlacionaran con las propiedades fisico-
quimicas de los catalizadores sintetizados, realizando para ello una
caracterizacion exhaustiva de los mismos, para poder determinar cuales
son las caracteristicas fundamentales que permiten obtener las mejores
actividades cataliticas. Asimismo, se estudiara la cinética y el mecanismo
de reaccion y se evaluara la posible reutilizacién de los catalizadores, es

decir, su vida util.

Por otro lado, el segundo objetivo de esta tesis es la preparacion de
materiales multifuncionales con propiedades biocidas. Para ello se
utilizaran principalmente zeolitas funcionalizadas con plata y se evaluara
su actividad como agentes biocidas frente a diversas bacterias y hongos.
Los materiales seran caracterizados y los resultados seran correlacionados

con su actividad biocida tanto in vitro como in vivo, con el fin de determinar
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las caracteristicas idoneas para conseguir aditivos biocidas duraderos y
efectivos. Los aditivos con mejores resultados biocidas seran incorporados
en otros materiales, estudiando la actividad biocida al incorporarse a un

polimero comercial o al aplicarse como recubrimiento alimenticio.
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3.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES

En este apartado se identifican, clasifican y explican los diferentes
reactivos, materiales y sustancias quimicas y biolégicas empleadas en el

presente trabajo.
3.1.1. Gases

Los gases utilizados en esta tesis fueron suministrados por Abellé Linde

S.A., siendo todos ellos de una pureza superior al 99,99%:

e Hidrégeno

e Nitrogeno

3.1.2. Liquidos

Los liquidos empleados en esta investigacién fueron los siguientes:

e Agua destilada, H,0

e Agua Milli-Q o agua ultra pura con grado de laboratorio que ha
sido filtrada y purificada por 6smosis inversa, H,0

e Agua Milli-Q Ultra pura, H,0 (Panreac)
e Acetona, C;HsO

e Acido clorhidrico, HCI

e Acido sulfarico fumante, H2SO.

e Acido nitrico, HNOs

e Acido fluorhidrico, HF

e Disolucién de nitrato de tetraminpaladio (II), Pd(NO3)2(NH3)a4
(10 % en peso en H20)

e [SA:disoluciéon tamponada de ajuste de fuerza iénica, NaNOz 5M.
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3.1.3. Solidos

Las sustancias sélidas o reactivos empleados en esta tesis fueron:

Bromuro de sodio, NaBr

Bromato de sodio, NaBrOs

Acetato de paladio, Pd(CH3C00);

Cloruro de paladio, PdCl;

Nitrato de paladio dihidratado, Pd(NO3),:2H,0
Aldmina, y-Al;03, 99,9%

Fibras de carbén activo, Kynol K-20

Nitrato de plata, AgNO3

Zeolita Linde Type A (LTA) de relacién Si/Al = 1; Sigma-Aldrich
(4A)

Zeolita Linde Type A (LTA) de relacion Si/Al =2
- Aluminato de sodio, NaAlO;
- Hidréxido de tetrametilamonio (25%), TMAOH
- Fuente de Silice SiO,, LUDOX-AS40
Zeolita Linde Type A (LTA) de relacion Si/Al =5
- Al-Sec-butéxido, AI[OCH(CH3)C2Hs]s
- Hidréxido de dietildimetilamonio (20%), DEDMAOH
- Hidréxido de tetraetilamonio (35%), TEAOH
- Fuente de Silice SiO,, LUDOX-AS40
- Cloruro de tetrametilamonio, TMACI
- Cloruro de sodio, NaCl

Zeolita Faujasita (FAU) de relacion Si/Al = 1.2, Sigma-Aldrich,
Zeolita 13X

Zeolita Faujasita (FAU) de relacién Si/Al = 2.4, Zeolyst - Zeolita
Y (CBV100)

Zeolita Faujasita (FAU) de relacién Si/Al = 6, Zeolyst - (CBV712
/ aménica)
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e Zeolita ZSM-5 (MFI) de relaciéon Si/Al = 16, Zeolyst (CBV3024E)
e Zeolita Chabacita (CHA) de relacién Si/Al = 2
- ZeolitaY (CBV100)
- Hidréxido de potasio, KOH
e Zeolita Chabacita (CHA) de relacién Si/Al =16
- loduro de trimetiladamantamonio
- Resina basica de hidréxido (OH-)
- Fuente de silice SiO;, Silica Aerossil 200
- Hidréxido de aluminio, Al(OH)3
- Cloruro de sodio, NaCl
- Fenoftaleina
e Zeolita Beta (BEA) de relacion Si/Al = 13, Zeolyst (CP811)
e Nitrato de aluminio (III) nonahidratado, AI(NO3)3-9H,0
e Nitrato de hierro (III), Fe(NO3)3
e Nitrato de zinc (II), Zn(NO3):
e Hidroxido de sodio, NaOH
e Nitrato de sodio, NaNO3
e Bicarbonato sddico, NaHCO3
e (Carbonato sédico, Na;CO3
e Sorbato potasico, CsH70,K
e Benzoato sodico, CéHsCOONa
e C(Cloruro de sodio, NaCl
e Polipropileno (SABIC modelo 71KE71PS)

e HALS (Hindered Amine Light Stabilizers), compuestos
derivados del 2,2,6,6-tetrametilpiperidina

3.1.4. Material biolégico
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Para el estudio de la capacidad biocida de los materiales estudiados en

esta tesis, se han empleado diferentes organismos biol6gicos (bacterias y

hongos) y medios de cultivo han sido empleados:

Staphilococcus aureus (S.aureus)
Escherichia coli (E.coli)
Penicillium digitatum (PD)
Penicillium expansum (PE)
Penicillium italicum (PI)
Monilinia fructicola (MF)
Geotichum citri-aurantii (GC)
Alternaria alternata (AA)
Botrytis cinérea (BC)

Rhizopus stolonifer (RS)

Agua de peptona como medio de cultivo (PW), segin ISO/TS
11133-2.2003. Preparada con: 10,0 g de peptona, 50 g de
cloruro de sodio, 3,5 g de Na;HPO4y 1,5 g de KH2PO4 en un litro
de agua Milli-Q.

Triptona de soja como medio de cultivo enriquecido (TSB),
compuesto por un digerido enzimatico de caseina y harina de
soja que proporcionan aminoacidos y otras sustancias. 1 litro de
TSB se prepara a partir de 17,0 g de triptona (digerido
enzimatico de caseina), 3,0 g de péptico de soja, 2,5 g de glucosa,
5,0 gde NaCly 2,5 g de K;HPOg, en un litro de agua Milli-Q.

Agar nutritivo en placa Petri. Este medio gelifica a temperatura
ambiente y se compone de 0,5% de peptona, 0,3% de extracto
de carne o levadura, 1,5% de agar, 0,5% de NaCl y agua destilada.
Posee un pH de 6,8.

Medio de cultivo gelificante PDA, compuesto por 0,4% extracto
de patata, 2% dextrosa y 1,5% agar en agua destilada.
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3.2. PREPARACION DE LOS MATERIALES

Para los estudios llevados a cabo en esta tesis se emplearon diferentes
materiales como zeolitas, hidrotalcitas, 6xidos metalicos y fibras de carbén
activo que fueron funcionalizados y/o preparados tal como se describe a

continuacion.
3.2.1. Sintesis de zeolitas

En esta tesis se utilizaron diferentes estructuras zeoliticas como
soportes inorganicos microporosos, siendo todas ellas silicoaluminatos,
con diferente relaciéon Si/Al. Algunas de ellas fueron sintetizadas en
nuestro laboratorio, mientras que otras se emplearon en su forma

comercial. Las zeolitas seleccionadas fueron:

Zeolita Linde type A [LTA): material cristalino obtenido mediante

la sintesis hidrotermal de geles alcalinos [254-256]. Posee un tamafio de
cristal pequefio con anillos de 4, 6 y 8 miembros (poro pequefio) y su
densidad de red es de 12,9T/1000A [257]. Este tipo de zeolitas posee una
estructura tridimensionales (Figura 3.1, 3.2 y 3.3) basada en ocho cajas
cuboctaédricas, llamadas sodalita (caja-p), unidas por dobles anillos de
cuatro miembros, que se unen entre ellas formando cavidades de elevado
tamario (~11,4 A), denominadas caja-a. [258]. Estas supercavidades son
accesibles a través de canales con didmetro de poro de 4,1 x 4,1 A [259]
(Figura 3.2). Este tipo de zeolitas son empleadas como adsorbentes,
tamices moleculares, en detergentes comunes y en procesos cataliticos. Su
sintesis fue descrita en 1956 por Breck et al. [257-261]. Durante la
elaboracion de esta tesis se ha trabajado con 3 materiales LTA con

diferente relacién Si/Al (1, 2y 5).

97



3.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Figura 3.3: Sistema de canales y cavidades de la zeolita LTA [255]

Lazeolita LTA derelacién Si/Al =1 es la inica comercial (Sigma-aldrich)
y se encuentra en su forma sddica, es decir, todos los cationes que
compensan los defectos de carga de la estructura son cationes sodio, siendo
su féormula empirica es Naos[AloeSios03s4] [261]. Las zeolitas LTA con

relacion Si/Al = 2 y 5, no se encuentran de forma comercial y fueron
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sintetizadas en laboratorio siguiendo los procesos que se describen a

continuacion [262].

Sintesis LTA-2 (Comp. molar gel de sintesis = 1,19Naz0:4,64TMAOH:Al:03:65i02:200H:0): Se
prepar6 diluyendo en agua Milli-Q la cantidad necesaria de NaAlO; y de
hidréxido de tetrametilamonio (TMAOH 25%). Como fuente de silicio se
tomo cierta cantidad de LUDOX-AS40 que se mezcl6 con la disolucion
anterior, generando un gel de sintesis que se mantuvo una hora en
agitacion para su homogenizacién, formandose un gel blanquecino. Pasado
este tiempo, el gel se traspasé a un bote de polipropileno que se introdujo
en un bafo de silicona a 35 °C durante 24 h, y posteriormente en un horno
a 100 °C durante 28 h. Finalmente, se dejé enfriar al aire, se filtr6 a vacio y
el so6lido resultante se lavo con agua Milli-Q y se secé a 100 °C durante 12
h, para posteriormente calcinarse segtin la rampa de calcinacién de la

Figura 3.4, obteniéndose la zeolita en su forma sédica.

Sintesis LTA-5 (Comp. molar gel de sintesis:

19,75i02:A1203:6 TEAOH:4DEDMAOH: TMACI:NaCl:342H;0): para su preparacion se tomaron
las cantidades necesarias de Al-sec-butéxido, hidréxido de
dietildimetilamonio (DEDMAOH 20%) y de hidroxido de tetraetilamonio
(TEAOH 35%), que se afiadieron en un mismo recipiente y se agitaron
durante 30 min. Tras ello, se anadio6 la cantidad necesaria de LUDOX-AS40
como fuente de silicio y se agité durante una hora. Esta mezcla homogénea
se traspaso a un bote de polipropileno y se introdujo en un horno a 100 °C
durante 16 horas. Pasado dicho tiempo, se dej6 enfriar y se prepard una
disolucién de tetrametilamonio (TMACI) y NaCl en agua Milli-Q. Se unieron
ambas disoluciones y se agitaron durante 30 minutos. Pasado el periodo de
homogenizacidn, el gel de sintesis se distribuy6 en diferentes recipientes
de teflon de 35 mL que se encajaron en autoclaves de acero y se

introdujeron en estufa a 100 °C durante 16 dias a la presién autégena del
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sistema. Pasado dicho tiempo, se recogié el so6lido generado en las
autoclaves y se lavé, para posteriormente, dejarlo secar durante 12 h en
una estufa a 100 °C. Por ultimo, se realiz6 una calcinacién para eliminar los
restos de compuestos organicos que pudieran existir en el sélido
microporoso siguiendo la curva de calcinacion de la Figura 3.4,

obteniéndose la zeolita en su forma sédica.

Rampa de calcinacion

T00 700

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720 78O
tiempo (min)

Figura 3.4: Esquema del programa de calcinacion empleado en la sintesis de zeolitas

Zeolita Faujasita (FAU): esta zeolita es un aluminosilicato

cristalino de poro grande formada por anillos de 12, 6 y 4 miembros
(Figura 3.5). El didametro de poro es de 7,4 x 7,4 A (Figura 3.6) y su sistema
tridimensional de canales posee una densidad de red de 12,7T/1000A. Su
estructura [263] esta formada por cajas sodalita (caja B) que se unen por
dobles anillos de seis miembros creando una supercavidad de 16,34 A
(Figura 3.7). Este tipo de materiales microporosos son muy empleados en
la industria petroquimica como catalizadores para el proceso de craqueo e
hidrocraqueo [264] y en otros procesos como la obtenciéon de productos
organicos de alto valor afiadido [265], la produccion de etileno a partir de

etanol o la alquilacién de isobutano con etileno [266]. Ademas, este tipo de
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zeolita se puede encontrar en algunos yacimientos naturales junto a otros

minerales.
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Figura 3.5: Red cristalina de la zeolita FAU vista desde <111> [255]

Figura 3.6: Anillos de 12 miembros de la zeolita FAU, vistos desde <111>[255]

Figura 3.7: Sistema de canales y cavidades de la zeolita FAU [255]

Las relaciones Si/Al mas comunes en la faujasita son las de relaciones
1,3 conocida como zeolita X, que fue sintetizada por primera vez por
Broussard and Shoemaker en 1960 [263] y la de relacion Si/Al=2.4

conocida como zeolita Y. En esta investigacion se emplearon los materiales
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comerciales CBV100 de Zeolyst como zeolita Y y 13X de Sigma-Aldrich
como zeolita X, ambas en su forma sédica. Ademas, se empled otra zeolita
comercial con estructura faujasita de la compafiia Zeolyst con relacién

Si/Al=6 en su forma aménica, la zeolita CBV712.

Zeolita Chabacita (CHA): es un material microporoso con anillos

de 4, 6 y 8 miembros (Figura 3.8), es decir, una zeolita de poro pequefio
[254, 255] con una densidad de red de 15,1T/1000A. En la Figura 3.9 se
puede observar el sistema de canales tridimensionales que poseen un
didmetro de poro de 3,8 x 3,8 A, y cuya celda unidad est4 formada por dos
cajas que comparten un anillo de 6 miembros, lo que forma grandes
cavidades elipsoidales (8,3 A) [267-269]. Este tipo de estructura zeolitica
puede sintetizarse con muy diversas relaciones Si/Al. Ademas, esta zeolitas
se emplea en diferentes aplicaciones industriales, sobre todo en catalisis y
adsorcién, destacando su uso para la conversiéon de metanol a olefinas
ligeras (MTO) [270] o para la sintesis de metanol a partir de metano,

utilizdndose en este caso la zeolita intercambiada con Cu [271].

DGR Va1

Figura 3.8: Red cristalina de la zeolita CHA vista desde <111> [255]
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Figura 3.9: Sistema de canales y cavidades de la zeolita CHA [255]

Las chabacitas utilizadas durante esta tesis tienen una relacién Si/Al de
2 y de 16 y fueron sintetizadas en laboratorio siguiendo los procesos que

se describen a continuacion:

Sintesis CHA-2 (Comp. molar = 0,17Na:0:2K20:Al:03:5,185i02:244H,0): €n Su sintesis se
utilizo6 zeolita Y (Faujasita relacion Si/Al=2,4) como fuente de Si y Al. Para
ello, cierta cantidad de esta zeolita fue dispersada en un volumen de agua
Milli-Q y se prepar6 otra soluciéon de KOH. Tras 15 min de agitacion, la
disolucién de KOH y la dispersién de zeolita Y se mezclaron e introdujeron
en un bote de polipropileno que fue llevado a la estufa de 100 °C durante 4
dias. Pasado este tiempo, el s6lido obtenido se lavé y se filtré a vacio, para
posteriormente secarse en una estufa a 100 °C durante 12 h, obteniéndose

la zeolita en su forma sédica.

Sintesis CHA-16 (Comp. molar gel de sintesis= 0,10Naz0:0,21SDAOH:0,025A1:05:5i02:44H,0):

la sintesis de esta zeolita requiere de la preparacion previa del agente
director de estructura (ADE). Para ello se parti6 del yoduro de
trimetiladamantamonio y se realizé un intercambio empleando una resina
de OH- durante 24-32 h. Una vez pasado este tiempo, la suspension se filtrg
y tres alicuotas de la muestra fueron valoradas con HCl (0,1M) y

fenoftaleina para detectar el grado de intercambio conseguido y conocer
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exactamente la concentracion de hidroxido de trimetiladamantamonio
producido (ADE). Una vez obtenida y conocida la cantidad de ADE, se
calcularon las cantidades de SiO; (Silica Aerossil 200), Al(OH)s; y NaOH
necesarios para la sintesis de la CHA-16. Todos estos reactivos se agitaron
durante 30 min para conseguir una buena homogenizacién, y
posteriormente se repartieron en depoésitos de teflon de 35 mL que se
encajaron en autoclaves de acero. Una vez cerrados, se introdujeron en un
horno a 160 °C con agitaciéon a 60 rpm durante 3 dias a presion autégena.
Transcurrido el tiempo de cristalizacién, el sélido se lavé y filtré a vacio y
posteriormente, se secé en estufa de 100 °C durante una noche. Finalmente,
el solido obtenido se llevd a una mufla de calcinacién con el programa
descrito anteriormente (Figura 3.4), obteniéndose la zeolita microporosa

en su forma soédica.

Zeolita Beta [BEA): esta zeolita sintética estd formada por un

hibrido de dos polimorfos de simetrias distintas, A y B, con un elevado
intercrecimiento entre ellos. Ambos polimorfos presentan sistemas
tridimensionales con canales de seccidn elipticay perpendiculares entre si,
formados por anillos de 12 miembros, con una densidad de red de
15,3T/1000A (Figura 3.10) [272]. Dos de los canales son perpendiculares
mientras que un tercero es mas sinusoidal (Figura 3.12) con tamafio de
poros de 6,6 x 7,7 Ay 5,6 x 5,6 A (Figura 3.11). Esta zeolita de poro grande
es empleada en muchos procesos cataliticos como la eterificacién de
etilenglicol [273] o el craqueo de diferentes hidrocarburos [274]. Se puede
preparar con diferentes relaciones Si/Al, pero en este trabajo se ha
utilizado una zeolita BETA de relacion Si/Al = 13, comercial y acida (H+

como cation de compensacion de carga) de la empresa Zeolyst (CP811).
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Figura 3.12: Sistema de canales de la zeolita BEA [255]

Zeolita ZSM-5 (MFI): es un material cristalino microporoso

obtenido mediante sintesis hidrotermal a altas temperaturas. Esta zeolita
presenta una densidad de red de 18,4T/1000A y posee anillos de 4, 5, 6 y
10 miembros (Figura 3.13), lo que permite clasificarla como zeolita de poro
medio. Dentro de su estructura tridimensional con simetria ortorémbica
existen dos tipos de canales (Figura 3.15), uno lineal o recto con apertura

de 5,3 x 5,6 A y otro sinusoidal de 5,1 x 5,5 A (Figura 3.14) [275, 276].
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Argauer y Landolt poseen la primera patente original, de 1972, para la
sintesis de ZSM-5 [277]. Esta zeolita es muy empleada en petroquimica, en
los procesos de obtenciéon de gasolina a partir de metanol [278],
desparafinado de destilados del petroéleo [279] o para la isomerizacion de
hidrocarburos [280]. Ademas, debido a su inusual hidrofobicidad, las
zeolitas ZSM-5 poseen un alto potencial para ser empleadas para la
separacién de hidrocarburos y compuestos polares. Este tipo de estructura
zeolitica se puede sintetizar con diferentes relaciones Si/Al, pero en esta
tesis se ha trabajado exclusivamente con el aluminosilicato comercial de

relacion Si/Al = 16 de Zeolyst (CBV3024E), en su forma amdnica.

Figura 3.14: Anillos de 10 miembros de la zeolita MFI, vistos desde <010> [255]
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Figura 3.15: Sistema de canales de la zeolita MFI [255]

3.2.2. Sintesis de hidrotalcitas

Se prepararon dos tipos de hidrotalcitas mediante el método de
coprecipitacion [281, 282], una conteniendo Zn-Al y otra con Zn-Fe. La
composicién de las hidrotalcitas presentan la estequiometria

M{I_XM,’C”(OH)Z(NOQQ/; -yH,0 donde el aluminio o el hierro son los

metales trivalentes (M) y el zinc es el metal divalente (MX).
La composicion de las hidrotalcitas sintetizadas en este trabajo fue de:
[Zn0.75Al0,25 (0H)2][(NO3 )0 25] - mH20
[Zno.9Feor (OH)][(NO3)o4] - mH,0

La sintesis de estos materiales se realizé usando dos disoluciones
diferentes, una acida y una basica. La disolucién acida contenia las sales
precursoras de los metales (Al(NO3)3-9H20 o Fe(NO3)3 yZn(NO3)2), con una
concentracion total de iones metalicos entre 2,7 y 3,0 M. Por otro lado, la
disolucién basica se prepar6é mezclando NaOH, NaNO3z y agua Milli-Q. Una
vez preparadas ambas disoluciones, se introdujeron en dos jeringas que
fueron colocadas en una bomba perfusora, que introdujo ambas

disoluciones en un reactor, en el que se mezclaron bajo agitacién vigorosa
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con un agitador de paleta. La sintesis tuvo lugar a temperatura ambiente,
presion atmosférica y la velocidad de incorporacion de las disoluciones fue
de 1 mL-min-l. Una vez mezcladas ambas disoluciones, se mantuvo la
agitacion durante 30 min para garantizar la homogeneidad de la sintesis y
se midi6 el pH obteniendo un valor de 5,5. Pasado dicho tiempo, el gel
blanquecino formado se introdujo en varios recipientes de polipropileno y
se dej6 envejecer durante 20 h en estufa a 65 °C. Posteriormente, se filtré
la suspensién para recuperar el sélido sintetizado y éste se lavo con agua

desionizada hasta conseguir un pH neutro.

3.2.3. Modificaciones post-sintesis

Algunos de los materiales descritos anteriormente, junto con otros
soportes inorganicos como alimina o fibras de carbén activo, fueron
funcionalizados afiadiéndoles ciertos metales. Esto se realiz6 mediante

diferentes métodos:

3.2.3.1. Impregnacién hiimeda (catalizadores Pd/Al>03)

Este método se basa en la preparacién de una disoluciéon de la sal
precursora del metal que se va a afiadir al catalizador y en conseguir que la
misma se distribuya uniformemente sobre la superficie del soporte. Las
sales precursoras utilizados fueron Pd(OAc);, Pd(NO3z). y PdCl.. El
Pd(NO3). fue disuelto en agua, el Pd(OAc): se disolvié en acetona y en el
caso de PdCl;, para conseguir una total disolucién de la sal precursora se
adicionaron a la disoluciéon acuosa 5 mL de HCI concentrado (33%) por
cada 0,1 g de sal a disolver. En algunos casos, las disoluciones de las sales

precursoras de los metales se introdujeron en un bafio de ultrasonidos
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para conseguir la disgregacion total de la sal. Una vez preparada la
disoluciéon del metal a depositar, ésta se introdujo en un matraz de fondo
redondo que ya contenia la cantidad necesaria de soporte. Dicho recipiente
se conect6 a un evaporador rotatorio o rotavapor que, gracias a la ayuda de
un bafio termoestatico y al sistema de vacio acoplado, consigue eliminar el
disolvente, depositando el metal en la superficie del soporte. En todos los
casos, se empled el rotavapor hasta la casi total eliminacién del disolvente,
empleado temperaturas diferentes segin el disolvente empleado. La
eliminacion completa del disolvente se realiz6 en estufa de 100 °C durante
8 horas aproximadamente. Pasado este tiempo, las muestras fueron
calcinadas segtn el programa de calcinacién de la Figura 3.16.

Rampa de calcinacion
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o
o
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w
o
o
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o
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~

=]

0 120 240 360 480 600 720 840 960
tiempo (min)

Figura 3.16: Esquema del programa de calcinacion empleado

Tras esto, los catalizadores fueron activados mediante un proceso de
reduccion. Esto se realizé aumentando la temperatura hasta 200 °C bajo
atmosfera inerte (N2), posteriormente manteniendo esta temperatura
durante 4 horas en una atmésfera reductora (H:) y finalmente, dejando
enfriar hasta temperatura ambiente utilizando atmoésfera inerte (N2). En

todas las etapas, el flujo de gases fue de 100 mL-min-1(Figura 3.17).
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Programa de reduccion
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200

(&)
= Hz
g 150
% 100 N2 N2
j=9
5
F 50

0

0 60 120 180 240 300 360 420

tiempo (min)

Figura 3.17:Esquema del programa de reduccion

El método de impregnacion himeda fue utilizado para preparar
catalizadores de Pd soportados sobre Al;03. Se prepararon catalizadores
con contenidos en Pd del 1; 2,5; 5y 7% en peso y se utilizaron como
precursores las sales de Pd citadas. Estos catalizadores se utilizaran en la

reaccion de hidrogenacion catalitica de bromatos.

3.2.3.2. Impregnacion a volumen de poro (catalizadores
Pd/ACF)

Un segundo tipo de impregnacién que también se empled para la
preparacién de los catalizadores anteriores, fue laimpregnacién a volumen
de poro. Esta técnica se basa en la preparacién de una disolucién de la sal
precursora del metal, de tal manera que el volumen de la disolucién llene
todos los poros del soporte, evitando la presencia de un exceso de
disolucién. Las disoluciones empleadas deben de tener la concentracion
necesaria de la sal precursora para conseguir que el catalizador tenga la
cantidad deseada de metal. Una vez impregnado, el s6lido humedo se
introdujo en una estufa de 100 °C durante 8 horas para eliminar el

disolvente.

110



3.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Este método fue utilizado para incorporar Pd en las fibras de carb6n
activo (ACF) y estudiar su actividad en la reaccién de hidrogenacion
catalitica de bromatos en agua. Previamente a la adicién de la solucién de
la sal precursora sobre las ACFs, las fibras tejidas fueron pretratadas
introduciéndolas durante 15 minutos en HNO3 en ebullicién, limpiando asi
la superficie de las fibras. Tras esto, las fibras fueron lavadas con agua
desionizada y dejadas secar a temperatura ambiente. Una vez obtenidas las
ACFs limpias y secas, se prepararon cuatro catalizadores utilizando
Pd(NH3)4(NO3)2 como sal precursora del metal, para conseguir
catalizadores con 5; 1; 0,5 y 0,25% de Pd en peso. Posteriormente, los
catalizadores se secaron durante 12 horas a 100 °C y fueron activados
durante 1 hora a 200 °C en atmosfera de H». Estos catalizadores no fueron

calcinados, si no reducidos a 200 °C para evitar la combustion del soporte.

3.2.3.3. Intercambio i6nico (zeolitas e hidrotalcitas)

Otros de los materiales preparados fueron funcionalizados utilizando el
mediante el método de intercambio i6nico. Este método se basa en la
preparacién de una disolucién acuosa de la sal precursora del catiéon/anién
seleccionado para intercambiar. La cantidad de disolvente empleada
siempre fue 100 veces mayor a la cantidad de soporte a intercambiar. La
concentracion de la disolucién de intercambio se calcul6 atendiendo al
grado de intercambio que se pretendia conseguir. Una vez preparada dicha
disolucioén, se incorporé a un matraz de fondo redondo que contenia el
soporte a intercambiar. Esta suspensién se dejé bajo agitacién vigorosa
durante 16 h a temperatura ambiente. Pasado dicho tiempo, se lavo, filtré

y el sélido recuperado, se sec6 en estufa de 100 °C durante 12 h.
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Este método fue utilizado para preparar materiales biocidas basados en
zeolitas con plata o zinc y en hidrotalcitas con aniones organicos. Para el
intercambio con plata en zeolitas, siempre se trabajo en oscuridad evitando
la fotorreduccién de la plata. En ciertas ocasiones, por ejemplo, en el caso
de la CHA-16, y debido a sus propiedades, se realizé el intercambio a 80 °C
en un sistema de reflujo con calefaccion. En otras ocasiones, se realizaron
intercambios dobles para conseguir el grado de intercambio o la
concentracion de plata deseada (CHA-2). Se emplearon cinco tipos de
estructuras: LTA, FAU, CHA, MFI y BEA, con aproximadamente un 2% en
peso de plata, aunque algunas de estas zeolitas (LTA y FAU) se prepararon

también con distintas cantidades de plata.

El intercambio idnico también se utiliz6 para transformar las zeolitas
amoénicas o acidas (FAU-6, MFI-16 y BEA-13) en so6dicas. Para ello, se
realizé6 un intercambio con Na*, previamente a la incorporacién de los
cationes Ag*, empleando una disolucién saturada de NaCl durante 24 horas
en un sistema de reflujo a 80 °C, consiguiendo siempre intercambios

completos.

En el caso del intercambio de aniones organicos en hidrotalcitas, se
prepararon disoluciones saturadas de las sales que contenian el anién
organico deseado: benzoato o sorbato, y se pusieron en contacto con las
hidrotalcitas. Las suspensiones premanecieron en agitaciéon durante 16
horas a temperatura ambiente, con el fin de conseguir un intercambio

completo.

3.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION
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Las técnicas de caracterizacion utilizadas en esta tesis fueron las

siguientes:

3.3.1. Analisis elemental

La técnica de analisis elemental proporciona el contenido de carbono,
hidrégeno, nitrégeno y azufre de las muestras. Esto se consigue mediante
la combustién de las mismas a elevadas temperaturas (1020 °C), en
oxigeno puro. De esta forma, se consigue convertir las especies organicas
de las muestras en gases oxigenados, que posteriormente se analizan

cuantitativamente mediante un detector de conductividad térmica [283].

El equipo utilizado es un analizador elemental automatico Fisons EA

1108CHN-S.

3.3.2. Espectroscopia de emision atomica

La espectroscopia de emisién atémica (ICP-AES) se basa en la emisién
de radiacion por parte de &tomos o iones libres que se encuentran en un
estado excitado. La longitud de onda de la radiacién emitida es especifica
para cada elemento, permitiendo su identificacién. Ademas, la intensidad
de la radiacion de esa longitud de onda caracteristica es proporcional a la
concentraciéon atémica presente en la muestra, permitiendo su

cuantificacion.

Para poder aplicar esta técnica, la muestra debe ser sometida a una serie
de procesos consecutivos de disolucidn, nebulizacién y ruptura de enlaces,

para obtener atomos en estado fundamental, que posteriormente son
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sometidos a una radiaciéon electromagnética, generando el estado
electronicamente excitado del atomo. Cuando el &tomo se relaja, el electrén
vuelve a su nivel energético fundamental de forma espontanea, emitiendo
radiacién que es detectada por el equipo. Debido a que cada elemento
posee una estructura electrénica Unica y caracteristica, la deteccién de la

radiacién emitida informa sobre los elementos presentes en la muestra.

El equipamiento utilizado en la presente tesis fue un equipo Varian 715-
ES formado por un nebulizador, un plasma inducido acoplado de Ar, un
sistema Optico con monocromador y un sistema de deteccidn,
amplificacion de sefial y tratamiento de datos. Para llevar a cabo el estudio
cuantitativo, es necesario realizar las rectas de calibrado para cada

elemento, empleandose para ello patrones certificados.

Las muestras liquidas acuosas no precisan de ninguna etapa de
preparacién previa. Sin embargo, las muestras soélidas (30-50 mg) deben
disolverse, para lo cual las muestras se tratan durante 24 horas con 5 mL
de una solucién acida de HCI (30%v/v), HNO3 (65%v/v) y HF (40%v/v), en
proporciones volumétricas 3:1:1, y posteriormente se diluyen con agua
hasta 20 mL. Pasado este tiempo de digestion o disgregacion, la muestra
liquida sin trazas de ningun sélido, es introducida en el equipo para su

analisis.

3.3.3. Difraccion de Rayos X

El fundamento de esta técnica se relaciona con el concepto de cristal, es
decir, con una distribucién regular en el espacio de atomos, iones o
moléculas constituyentes, cuyas distancias son del mismo orden de

magnitud que la longitud de onda de los rayos X. Esto hace que se puedan
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producir fendmenos de difracciéon de la radiacién al atravesar el material
cristalino. Para la caracterizacion de las muestras mediante esta técnica se
hace incidir un haz de rayos X variando el angulo de incidencia, midiendo
posteriormente la intensidad de los rayos difractados a cada angulo. Cada
pico o linea de difraccién permite relacionar la radiacién de incidencia con

el espaciado interplanar de acuerdo con la ley de Bragg (Ecuacién 1) [284].
Ecuacion 1 nA=2dnu-sen(0)

donde n es un nimero entero, dwu es el espaciado interplanar de los
planos cristalinos con indices de Miller (h, k, 1), A es la longitud de onda y 6

es el angulo de incidencia del haz de rayos X.

Los difractogramas obtenidos muestran una serie de picos a distintos
angulos, con intensidades relativas diferentes que dependeran del niimero
y del tipo de centros atémicos que existen en cada grupo de planos. El
analisis cualitativo de los difractogramas se realiza comparando el
difractograma de las muestras con patrones conocidos obtenidos de bases
de datos cristalograficas. Asi, la difraccién de rayos X permitiendo la
identificacion cualitativa de compuestos cristalinos y con ello, la resolucién
de estructuras cristalinas. Esta técnica posee, ademas, grandes ventajas ya

que no precisa de gran cantidad de muestra y es una técnica no destructiva.

En los estudios de difraccidn de esta tesis se midieron muestras so6lidas
homogéneas y en forma de polvo fino. Los difractogramas de rayos X se
adquirieron a temperatura ambiente, en un difractémetro CUBIX de
PANalytical empleando la geometria de Bragg-Bretano y un detector
acoplado denominado X'Celerator de PANalytical. Las condiciones de
obtencion de los difractogramas fueron: radiacién monocromatica de rayos
X delalinea Ko del Cu (A1=1,5406 A A,=1,5444 A, [>/11=0,5) con un voltaje

e intensidad del tubo de 45 kV y 40 mA, un area de muestra irradiada de
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2,5 mm?2 y un rango de medida de 2 a 90 ° (26), con un paso de 0,040°. Sin
embargo, en el caso de los difractogramas de muestras zeoliticas se
modificé el drea de muestra irradiada (5 mmz2) y el rango de medida (de 2

a 40 °), con un paso de 0,020°.

3.3.4. Analisis textural. Determinacion de superficie

especifica

La determinacion de la superficie especifica y las propiedades texturales
de un material se realiza mediante el estudio de los fendmenos de
adsorcién y desorciéon en un sistema gas-solido. Para ello, se midi6 la
cantidad de gas adsorbido en funcién de la presién parcial, a una
temperatura fija, con lo que se denominan isotermas de adsorcion.
Conociendo las propiedades geométricas del adsorbato y la modelacién
matematica de los fendémenos superficiales que determinan los procesos
de adsorcién y desorcidn, las isotermas permiten obtener informacion
acerca de la superficie especifica o area superficial, el diametro y el
volumen de poro. En la literatura se describen 6 tipos principales de
isotermas que permiten clasificar a los materiales segin sus propiedades

texturales [285], siguiendo las recomendaciones de la IUPAC [286].

El calculo del area superficial se puede llevar a cabo mediante diferentes
ajustes o ecuaciones matematicas. El método Brunauer-Emmett-Teller
(BET) es el mas estandarizado para la determinacién del area superficial,
mediante la obtencién del valor de la monocapa [287]. Este método asume
que la superficie del sélido se considera como una distribucién de lugares
de adsorcién en equilibrio dindmico con el adsorbente, donde la velocidad

de condensacion de las moléculas sobre lugares vacios iguala la velocidad
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de evaporacién de las moléculas en sitios ocupados. La Ecuacién 2 describe

este proceso.

14 _1+(c-1) p
V(p°-p) Vim:c p°

Ecuacion 2

donde V es la cantidad de gas adsorbido a una presién dada, p es la
presion de trabajo, pe es la presién de saturacién, Vi, es el volumen de la
monocapa del adsorbato y c es una constante relacionado con el equilibrio
de adsorcién. Estos dos ultimos términos se obtienen de la representacién
de los datos experimentales de p/V (p° — p) frenteap/p°.En el caso de los
catalizadores basados en fibras de carbén activo y debido a su estructura,
para determinar el intervalo de aplicabilidad del método BET, se aplicaron

los criterios establecidos por Rouquerol [288].

Finalmente, el valor del area superficial BET se calcula a partir del

volumen adsorbido en la monocapa mediante la Ecuacién 3:

Ecuacién 3 Area(BET) = Ym Na'Am

donde M es el volumen que ocupa un mol de gas de adsorbato en
condiciones ideales, Na es el nimero de Avogadro y An es el area que ocupa
cada molécula del adsorbato sobre la superficie del material que en el caso

del Ny, es de 16,2 Az

Por ultimo, la distribucién de volumen de poro y distribuciéon de
diametro de poro se determina a partir de la isoterma de adsorcién de
nitrégeno, siguiendo el método desarrollado por Barret, Joiner y Halenda
(modelo B.J.H.), que relaciona la cantidad de adsorbato con el tamafio
medio de los poros. Ademas, se empleo el método t-plot para conocer el

volumen de microporo [289].
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Las isotermas de adsorcién-desorcidon de nitrégeno se llevaron a cabo a
una temperatura de -196 °C, en un equipo ASAP-2040 de la compaiiia
Micromeritics. Para ello, se utilizan aproximadamente 300 mg de la
muestra con una granulometria entre 0,4-0,8 mm, que fue sometida a un
pre-tratamiento térmico durante 24 horas a diferentes temperaturas (200

°C 6 400°C) dependiendo de la estabilidad térmica de la muestra,

manteniendo un vacio de 2:10-3 mmHg.

3.3.5. Espectroscopia de reflectancia difusa en la region

UV-visible

El principio de esta técnica se basa en hacer incidir una radiacién
electromagnética sobre un material, donde parte de la energia es absorbida
por los atomos y moléculas del material, que pasan a un estado excitado de
mayor energia. Para que tenga lugar dicha absorcioén, la energia de los
fotones ha de coincidir con la diferencia de energia entre el estado
fundamental y el estado excitado. Cuando la energia irradiada esta en el
rango UV-visible del espectro se producen transiciones electrénicas, que
también llevaran asociadas transiciones vibracionales y rotacionales de
menor energia. Estas transiciones electronicas permiten determinar
moléculas e iones organicos e inorganicos. Por ejemplo, los iones y
complejos de la mayor parte de los metales de transicién, pueden ser
caracterizados por esta técnica debido a las transiciones electrénicas entre

los orbitales d o f.

El equipo utilizado fue un UV-Vis Cary 5000 compuesto por una fuente

de radiacién, un selector de longitud de onda, un portamuestra y un
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detector de reflectancia difusa (Praying Mantis Harrick). Los espectros

fueron tomados empleando BaSO4 como patrén interno.

Mediante esta técnica se obtienen espectros en los que no hay una
relacion directa entra la intensidad de la banda (expresada como % de
reflexion) y la concentracidén, por ello, a los resultados se les aplica la
transformacion de Kubelka-Munk, de forma que la funcién obtenida puede
correlacionar la intensidad de las bandas con la concentracién de las

especies de las muestras.

3.3.6. Reduccion termoprogramada

Esta técnica de caracterizacién fisico-quimica estudia la reducibilidad
de las diferentes especies de las que estd compuesta la muestra analizada.
La técnica aporta informacion sobre el tipo y el nimero de especies que
contiene la muestra, ademas de identificar la temperatura de reduccién

para cada una de estas especies.

La técnica se basa en la cuantificaciéon del H; consumido a diferentes
temperaturas. El equipo utiliza un detector de conductividad térmica
(TCD) para medir la cantidad de H; antes y después de atravesar el reactor
que contiene la muestra. Los experimentos de reduccion
termoprogramada fueron llevados a cabo en un equipo Autochem 2910 de
la empresa Micromeritics. En los andlisis se emplearon entre 300-500 mg
de muestra con una granulometria entre 0,4-0,8 mm. Inicialmente las
muestras se trataron con un flujo de Ar durante 30 min, para eliminar
posibles contaminaciones superficiales y posteriormente, se introduce una
mezcla al 10 %vol. de H2/Ar con un flujo constante de 50 mL-min-t. Con el

agente reductor en contacto con la muestra, la temperatura se incrementé
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desde temperatura ambiente hasta 600 °C, empledndose una rampa de 10

°C-min-1, midiendo a cada temperatura la cantidad de H; adsorbido.

3.3.7. Quimisorcion de CO

La quimisorcién de diversas moléculas simples gaseosas como es el caso
del Hz y el CO se emplea para cuantificar la superficie metalica en muestras
reducidas mediante el método de la doble isoterma. Esta técnica nos
proporciona informaciéon sobre el area metdlica del catalizador, la
dispersion del metal e incluso del didmetro medio de las particulas

suponiendo geometria esférica [290, 291].

Los estudios de quimisorcién llevados a cabo durante esta tesis se
centraron en los catalizadores que contenian Pd, y por ello, se utilizé6 CO
como molécula sonda, ya que la utilizaciéon de Hz no es adecuada debido a
la formacion de hidruros de Pd. El equipo empleado fue un Quantachrome
Autosor-1(, en el que aproximadamente 300 mg del catalizador se sitian
en un tubo en forma de Uy se reducen in situ a 200 °C durante 4 horas. Tras
esto, la muestra se enfria a 35 °C y se hace vacio para dejar limpia la
superficie del catalizador. Entonces se introduce CO puro y se registra la
primera isoterma de adsorcién. Tras evacuar con vacio, la segunda
isoterma es registrada, de forma que laresta entre estas dos isotermas sera
la cantidad de CO quimisorbido. El rango de presion de los estudios de
quimisorcién fue 0,5-11:10-4 Pa. La dispersion del Pd metalico se calculé
respecto a la cantidad de CO quimisorbido suponiendo una estequiometria

atémica Pd/CO = 1.
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3.3.8. Espectroscopia fotoelectronica de rayos X

El andlisis mediante espectroscopia fotoelectrénica de rayos X aporta
informacién sobre la composiciéon quimica elemental a nivel superficial de
los materiales analizados. Ademas, puede ofrecer informacién sobre la
estructura electronica o la morfologia de la superficie [292]. Esta técnica se
basa en el efecto fotoeléctrico producido al irradiar la muestra con fotones,
logrando que los electrones salgan con una energia cinética igual a la

diferencia de energia entre el fotén y la energia de ligadura.

Las medidas de XPS se llevaron a cabo con un espectrémetro SPECS
equipado con un analizador Phoibos 9MCD multicanal y una fuente de

radiacién X no monocromatica de doble anodo (Mg/Al).

3.3.9. Espectroscopia de absorcion de rayos X

La espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS) es utilizada para la
determinacion estructural y electrénica de materiales, y consiste en la
excitacién de un electrén de un nivel interno por la absorcién de un fotéon
proveniente del rango de energia de rayos X. Cuando dicho fotén posee la
energia suficiente para expulsar un electrén al infinito, este es lanzado con
una energia cinética igual a la diferencia entre la energia de los rayos X
incidentes y la energia de enlace del electréon excitado. Esta energia
necesaria para expulsar un electrdén interno se conoce como energia del
borde de absorcién y es caracteristica de cada elemento. La forma y la
intensidad de la banda de absorcién proporcionan informacién del &tomo

absorbente.
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La medida de absorcién permite diferenciar dos regiones de las cuales

se puede obtener diferente informacién:

a) Regién XANES (X-Ray Absorption Near Edge Structure): aporta
informacién sobre la estructura electrénica (estados de oxidacion) y la

geometria local alrededor del atomo absorbente de rayos X.

b) Region EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine Structure): aporta
informacién sobre la geometria de coordinacién, como nimero de atomos
vecinos, longitud de enlace, asi como del tamafio y forma de las
nanoparticulas. Para ello, se aplica la transformada de Fourier a la funcién
EXAFS aislada y se expresa como k»- f(k), donde k es el niumero de ondas,
y n es un numero entero. Empleando dicho factor se compensa la
atenuacion de la amplitud de la sefial a valores k elevados [293]. Con ello
se consigue una distribucién radial en funcién de la distancia (R) donde
cada uno de los maximos de la transformada de Fourier corresponde a uno
o varios tipos de dtomos vecinos a una distancia determinada, conocido

como esfera de coordinacion.

Parallevar a cabo estos experimentos, es necesario trabajar con fuentes
de radiacién sincrotréon. Un sincrotrén es un acelerador de electrones que
mediante campos magnéticos consigue mantener electrones en
movimiento a velocidades cercanas a la luz en un anillo circular de un
perimetro de cientos de metros. Su circulacion a través de dicho anillo se
consigue mediante cambios en la direccion del haz de electrones
empledndose electroimanes y onduladores. En cada cambio de direccién se
produce una pérdida o emision de energia por parte del haz de electrones,

lo que es aprovechado para situar diferentes equipos de medida.

Todas las medidas llevadas a cabo en esta tesis se realizaron en la fuente

de radiacién sincrotréon ALBA-Cells en Cerdanyola del Vallés (Barcelona,
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Espafia). Dentro de este complejo, se trabajo6 en la linea de espectroscopia
de absorcion de rayos X CLASS (BeamLine 22). Dicha linea de
experimentacién emplea diversos recursos 6pticos para la concentracion
del haz, asi como para la eleccion de las longitudes de onda necesarias para
la medida. Ademas, utiliza cAmaras de ionizacién como detectores [294].
Estas cAmaras se encuentran dispuestas antes de la muestra, después y tras
una muestra de referencia del elemento de analisis, consiguiendo una
calibracion continua (Figura 3.18). La informacién obtenida de la muestra
es analizada por comparacién con muestras patrén que son medidas bajo

las mismas condiciones.

Figura 3.18: Esquema experimental de la linea CLAESS en la fuente de luz sincrotron ALBA

Para las medidas realizadas durante esta tesis en el sincrotron se
empled una celda desarrollada por el Instituto de Tecnologia Quimica en
colaboracion con el sincrotréon ALBA-Cells, denominada celda de reaccion
multipropésito [295]. Dicha celda permite realizar experimentos de
absorcién de rayos X en polvo en condiciones in situ, controlando la entrada
de gases de la celda y dirigiendo su salida hacia un analizador o sistema de
purga. Ademas, el sistema permite trabajar a diferentes temperaturas
debido a su sistema de calefaccion y refrigeraciéon. En la Figura 3.19 se

puede observar una imagen real de la celda de trabajo.
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siubama

a=Tulwlartcr:

Figura 3.19: Imagenes celda sdlido-gas

Para el trabajo con esta celda, cierta cantidad de los materiales
estudiados junto con celulosa o nitruro de boro como diluyente fueron
molturados formando una mezcla sé6lida homogénea que, con la ayuda de
una prensa, fueron convertidos en pastillas o pellets de pequefio espesor
que pudieron ser dispuestos en la celda con la concentracién necesaria

para tener saltos de absorcién de calidad.

Asimismo, para el estudio de la reaccién de eliminacion catalitica de
bromatos en agua se empled otra celda también desarrollada por el
Instituto de Tecnologia Quimica junto con el sincrotréon ALBA-Cells, que

permite el estudio in situ de reacciones en fase liquida (Figura 3.20).

@& A8 /

Figura 3.20: Imagenes celda solido-liquido
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En todos los experimentos y estudios realizados en la linea CLASS se

trabajo a tres energias de absorcidn, relacionadas con los elementos a

analizar:
- 25514 eV, energia del borde K de la Ag.
- 24350 eV, energia del borde K del Pd.
- 13474 eV, energia del borde K del Br.
3.3.10. Microscopia electronica

La microscopia electrénica es un conjunto de técnicas basadas en la
interaccion de los electrones con la materia, permitiendo de esta manera
obtener informacién de tipo estructural, asi como caracterizar los defectos
o incluso, la composicion quimica de los materiales estudiados. Los
microscopios electrénicos generan electrones acelerados con longitudes
de onda asociadas menores a 1 A, lo que supera los limites de los

microscopios o6pticos, permitiendo obtener, en teoria, resoluciéon atémica.

Las diferentes técnicas de microscopia electrénica emplean un sistema
optico complejo que permite obtener informacién en funcién de los
distintos procesos fisicos de interacciéon del haz de electrones de alta
energia (1-1500 kV) con la muestra. Esta interacciéon puede producir
diferentes tipos de sefiales como: electrones secundarios, electrones
retrodispersados, electrones transmitidos, electrones reflejados o
electrones absorbidos, pero ademas, puede generar ondas
electromagnéticas e incluso en muestras semiconductoras, fuerzas
electromotrices (Figura 3.21). Esta informacién es muy variaday es posible
obtenerla gracias a los distintos detectores y tipos de microscopios

disponibles. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las diferentes
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técnicas de microscopia electronica permiten obtener Unicamente
informacién “local” o puntual, en contraposicién con otras técnicas de
caracterizacion que aportan una informacién media de toda la muestra.
Entre los distintos tipos de microscopia existentes, en esta tesis se trabajé

con:

SEM / EDS

AZ INCIDENTE
ELECTRONES ELECTRONES
RETRODISPERSADOS (BSE) SECUNDARIOS (SE)

RAYOS-X

CARACTERISTICOS
¥ /

MUESTRA ‘

ELECTRONES AUGER

[CELECTRONES
‘\ ABSORBIDOS
ELECTRONES DISPERSADOS ELECTRONES DISPERSADOS
ELASTICAMENTE INELASTICAMENTE

HAZ
TRANSMITIDO

TEM

Figura 3.21: Microscopia electronica. Diferentes procesos fisicos tras la interaccion del haz de
electrones con la muestra

e Microscopia electrénica de barrido de emisidon de campo

(FESEM)

Esta técnica se basa en emitir electrones desde una determinada fuente,
los cuales se desplazan a través de una columna que se encuentra a un vacio
cercano a 107 Torr, y donde se encuentran diferentes tipos de lentes
electromagnéticas (condensadores y de objetivo) que concentran dicho
haz hasta conseguir un didmetro de haz casi puntual. Este se desplaza sobre
toda la superficie de la muestra, barriendo su superficie gracias a bobinas
de barrido. Cuando el haz de electrones focalizado interacciona con la
superficie de la muestra se generan diferentes electrones que, tras ser

captados por el detector del equipo, se convierten en fotones que son
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traspasados a un fotomultiplicador, y que finalmente se traducen en una
imagen. En este caso se recogen exclusivamente los electrones secundarios
y/o retrodispersados producidos tras la interaccion del haz de electrones
con la muestra. Los detectores empleados en los estudios de FESEM han

sido:

- DETECTOR DE ELECTRONES SECUNDARIOS: los electrones
primarios (haz) bombardean orbitales electrénicos de los atomos de la
muestra, excitindolos. Estos, tras relajarse, emiten electrones secundarios
de menor energia mediante una interacciéon ineslastica. Este detector
proporciona la topografia de la superficie de la muestra y es utilizado
principalmente para situarse en la muestra y buscar zonas de interés, pero

también para estudiar la topografia del material.

- DETECTOR DE ELECTRONES RETRODISPERSADOS: este tipo de
detector recoge los electrones retrodispersados. Estos electrones son
facilmente diferenciados de los electrones secundarios ya que poseen
energias cinéticas mas elevadas. El estudio de estos electrones nos
proporciona informacion de la naturaleza de la muestra debido a que su
intensidad depende del numero atémico (Z), ofreciendo mayores

contrastes con Z mayores.

En los estudios de esta tesis se ha empleado un microscopio electrénico
de barrido de emisiéon de campo (FESEM) marca Zeiss modelo Ultra 55.
Este microscopio emplea como fuente de electrones un cafién de emisién
de campo que proporciona haces de electrones de alta y baja energia muy
focalizados, lo que permite mejorar la resolucion espacial y trabajar a bajos
potenciales en el rango de 0,02-5 kV, minimizando el efecto de carga sobre
la muestra, e incluso evitando los posibles dafios a muestras sensibles al

haz electronico.
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Ademas, este equipo también posee acoplado un detector de energia
dispersiva de Rayos X (EDS) de la marca Oxford Instruments. Este tipo de
detector permite conocer la composiciéon quimica de la muestra. El sistema
EDS es un detector que puede ser acoplado tanto en SEM como en TEM y
que estudia o detecta los fotones de rayos X emitidos por la muestra tras la
interaccion del haz de electrones con la superficie de la muestra. Como la
energia, y por tanto, lalongitud de onda de estos fotones son caracteristicos
de cada elemento, se puede conocer la composiciéon quimica de la muestra
estudiada, permitiendo ademas tener un mapa de distribuciéon elemental

de la imagen.

Para su estudio en FESEM las muestras fueron depositadas sobre un
portamuestras metdalico o de carbono que contiene una cinta adhesiva de
doble cara, lo que permite su ajuste y la fijacion de los materiales.
Posteriormente, se elimina el exceso de muestra mediante aire a presion,

de forma que se obtengan monocapas lo mas finas posibles.

Sin embargo, la preparaciéon y estudios SEM de las muestras que
contenian material biolégico no se realizé de igual manera. Las muestras
con material biolégico se analizaron utilizando un crio-SEM [296]. Esta
técnica es esencial para la observacion de especimenes humedos o
sensibles al haz de electrones, y permite su observacién en estado natural,
evitando encogimientos y distorsiones. Por ello, las muestras fueron
colocadas en un portamuestras e introducidas en nitrégeno liquido (-196
°C). Este proceso se denomina vitrificacién, y provoca una rapida
conversion del agua de la muestra en un sélido cristalino amorfo sin la
formacién de hielo, evitando la deformacién del material. La muestra se
transfiere a la caAmara crioestatica en condiciones de vacio y de aqui, a la
camara de medida que se mantiene a -90 °C durante 20 min para evitar la

condensacién del agua superficial. Posteriormente, la muestra se transfiere
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de nuevo a la cdmara crioestatica donde se recubre con oro mediante
pulverizacion catddica. Finalmente, la muestra se trasfiere a la camara de
medida para ser analizada a una tensién de aceleracién de 15 kV. El equipo
empleado fue un Criostage CT-1500C de Oxford Instruments acoplado a un

microscopio electrénico de barrido Jeol JSM-5410.

e Microscopia electrénica de transmisiéon

Esta técnica de microscopia electrénica se basa en someter a la muestra
a un haz de electrones acelerados, los cuales atraviesan un complejo
sistema optico de lentes condensadoras que mejoran la coherencia y
concentran el haz. Una vez el haz acelerado llega a la muestra tienen lugar
procesos elasticos de dispersién e inelasticos de cesién de energia.
Posteriormente, gracias a un lente objetivo situada tras la muestra, se
consigue focalizar los haces dispersados transformandolos directamente
en imagenes mediante lentes magnéticas. Para conseguir una mejor
imagen, en los microscopios de alta resolucion se trabaja con el método de
seleccion de area donde se puede elegir el area a analizar y de la cual se

obtiene la imagen final.

Asi, se obtienen diferentes imagenes segiin el mecanismo de contraste

empleado:

- CAMPO CLARO: la lente objetivo o diafragma se centra sobre el haz
central o transmitido y varios haces difractados, creando una imagen de

fondo claro con zonas oscuras.

- CAMPO OSCURO: en este modo se elige un haz difractado y por
tanto, las zonas de donde proviene el haz difractado apareceran brillantes

sobre un fondo oscuro.
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Ademas, algunos equipos permiten trabajar en modo STEM (Scanning
Transmission Electron Microscopy), que consiste en detectar los
electrones transmitidos y difractados a través de la muestra mientras esta

es escaneada.

El microscopio electronico empleado en los estudios llevados a cabo
durante esta tesis ha sido un microscopio electrénico de transmision de
altaresolucion de 200 kV, concretamente el modelo JEM 2100F de lamarca
JEOL. Este equipo posee una lente objetivo de “ultra alta resolucién” y su
haz de electrones se genera mediante un cafién de emisién de campo. Este
microscopio posee diferentes detectores que le permiten trabajar en
diferentes modos como STEM, campo claro y oscuro de alto angulo, ademas
de un detector EDS que permite efectuar un analisis elemental de las

muestras, asi como mapeos de las mismas.

Cabe resaltar que la realizaciéon de los estudios de microscopia
electronica precisa que la muestra sea delgada de forma que sea
transparente al haz de electrones, ademas de representativa del total del
material a estudiar. Asimismo, se ha de tener presente que cualquier
método que se utilice para preparar la muestra no debe modificar ni afectar
a su naturaleza ni a sus particularidades estructurales. Por todo ello, la
preparacién de muestras ha sido diferente dependiendo de las
caracteristicas de las muestras estudiadas. A continuacidn, se exponen los

tres tipos de preparaciéon de muestras que se han sido empleados:

i.  Preparacién normal. Esta preparacién consistiéo en depositar las
particulas sobre una rejilla de cobre empleandose una suspensién de la
muestra. Para ello, el material se molturé en un mortero de agata
intentando conseguir tamafios de particulas lo mas pequefios posibles.

Posteriormente, estas particulas se dispersaron en isopropanol con ayuda
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de un bafio de ultrasonidos. Finalmente, empledndose un cuentagotas se
tomo cierta cantidad de la suspension y dos gotas de ésta se dejaron caer
sobre la rejilla de medida. Tras evaporarse el disolvente, las particulas

quedan depositadas en la rejilla de TEM listas para medir.

ii. Preparacién de material biolégico. Para la preparacién de las
muestras bioldgicas (bacterias) se tomaron 60 mL de la suspensién y se
centrifugaron a 6500 rpm durante 20 min, separando asi el caldo de
cultivo. Tras ello, se afiadieron 300 uL de agua de peptona, redisolviendo y
transpasandolo a eppendorfs. Estos tubos eppendorfs se centrifugaron a
8000 rpm durante 10 min, eliminando el sobrenadante. Este dltimo paso
se repitio, pero empleando 300 pL de agar al 0,6%, consiguiendo gelificar
el material y produciendo un sélido estable donde las bacterias y el
material biocida se encuentran retenidos. Posteriormente, se redisolvio
este solido en una disolucién tampon fosfato de pH=7,2. Una vez disuelto,
se afiadi6 una disolucion de OsQ4 al 2% en tampo6n fosfato durante 120 min,
actuando el Os como fijador y compuesto de tincién, que hace visible la
materia organica en el microscopio electrénico. Pasadas 2 horas, se lavd
por triplicado con agua destilada y se deshidrat6 la muestra con series
graduales de acetona. Una vez deshidrata, la muestra se incorporé en una
resina durante 24 horas en una mufla a 60 °C. Transcurrido dicho tiempo,
se consiguié un sélido estable que se cortd en secciones de 60 nm con
ayuda de un ultramicrotomo con cuchilla de diamante. Las diferentes
secciones o cortes se recogieron en rejillas tipo ojal que se montaron en

gradillas de TEM donde se conservaron hasta su analisis [297].

iii. Preparaciéon de material opaco al haz de electrones. Debido a que
algunos de los materiales no permitian la transmisién del haz de
electrones, impidiendo la formacién de imagenes, se llevé a cabo una

modificacion en la preparacion de muestras. Para ello, las muestras fueron
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llevadas a un microscopio electrénico de barrido de emisién de campo con
un microscopio de iones de Ga focalizados (FIB) de la marca Zeiss, modelo
Auriga Compact. Estos iones Ga* son 130000 veces mas pesados que los
electrones, consiguiendo una interacciéon mas fuerte con la muestra, pero
con un nivel menor de penetracién. Dicha interaccién permite, enfocando
y controlando el haz de iones, modificar la estructura de las muestras a
escala nanométrica. De esta forma, se consiguié obtener secciones
transversales ultrafinas (lamelas) de las muestras opacas, que se
insertaron en una rejilla de TEM y permitieron el estudio de estos

materiales (Figura 3.22).

Figura 3.22: Imagenes tomadas por el microscopio de barrido acoplado a FIB durante la
preparacion de las lamelas (a-c: ~x2000; d: x400; e:x10000)

Los pasos seguidos para la preparacion de estas lamelas fueron [298]:
i.  Identificaciéon de una zona de interés

ii.  Colocar dicha zona en la posicién y altura correcta para la

actuacion del haz de iones Ga+

iii. ~ Deposicion de Pt, empleando el sistema de inyeccién de gases,

sobra la zona de interés con una longitud de aproximadamente
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15 pm, una amplitud de aproximadamente 2 um y un espesor de

entre 0,3y 1,0 um (Figura 3.22-a).

iv. Corte de la seccion transversal con el haz de iones. Para ello se
crean hendiduras a ambos lados de la zona de la muestra

recubierta (Figura 3.22-b).

v.  Empleando el micromanipulador se transfiere la lamela creada
a una rejilla de TEM donde es soldada y posteriormente
limpiada, para finalmente obtener una lamela que tiene de entre

150 y 200 nm de espesor (Figura 3.22-c,d,e).

3.4. ENSAYOS CATALITICOS

Uno de los objetivos de esta tesis es el estudio de la eliminacién de
bromatos en agua mediante la reacciéon de hidrogenacién catalitica y el
procedimiento experimental asociado al mismo se describe en este

apartado.

3.4.1. Condiciones de reaccion

El estudio de la actividad de diferentes tipos de catalizadores para la
reduccion catalitica de bromatos en agua se ha llevado a cabo en un reactor

discontinuo de tanque agitado.

La reaccidon de estudio es una reaccién multifasica, por lo que el reactor
requiere la presencia, contacto e interaccién de varias fases durante toda
la reaccién [299], siendo necesario conseguir un sistema lo mas

homogéneo posible mediante una agitaciéon adecuada.
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El reactor discontinuo empleado durante esta investigacion fue un
reactor de vidrio de 1 L equipado con un agitador de paleta de teflén, tal
como se muestra en la Figura 3.23. El sistema de reaccién estaba equipado
con un difusor de gases por donde se introduce el gas reductor o la mezcla
de gases necesaria. Todos los experimentos se realizaron a temperatura

ambiente y a presion atmosférica.

1. ORIFICIO DE ENTRADA LBRE
2. ORIFICIO DE ENTRADA DEL CATAUZADOR

3. ORIFICIO DE ENTRADA DEL BIFUSOR

4, ORIFICIO DE ENTRADA PARA EL TUBO DE TEFLON [AGITACION MECANICA)

Figura 3.23: Esquema del sistema del reactor discontinuo de tanque agitado utilizado

Los ensayos se realizaron utilizando 600 mL de una disolucién de
bromatos con una concentraciéon determinada (normalmente 50 ppm).
Antes de reaccion esta disolucion fue hidrogenada durante 2 horas para
saturarla de H». Tras ello, se afiadia el catalizador (entre 50 y 500 mg) y se
mantenia el flujo del agente reductor (normalmente 250 mL H;-min-1) con
una agitaciéon constante cercana a 900 rpm. Con el fin de determinar la
concentracion de bromatos y bromuros y con ello, el avance de la reaccién,
se tomaron alicuotas de la reaccion (aprox. 4mL) a distintos tiempos. Para
este propdsito se empled una jeringa equipada con un filtro, evitando el

arrastre del catalizador en las extracciones.
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Acabada la reaccion, el catalizador se recuperé mediante filtracion y

posterior secado en estufaa 100 °C durante 12 h.

3.4.2. Sistemas de deteccion y analisis

Para el analisis de los reactivos y productos se utilizaron dos tipos de
sistemas de deteccién, uno basado en el empleo de técnicas
electroquimicas (electrodo selectivo de bromuros) y otro basado en

técnicas cromatograficas (cromatografia iénica).

e Electrodo selectivo de iones

Los electrodos selectivos de iones (ISE) son una herramienta analitica
para determinar de forma rapida, directa y no destructiva la actividad
i6nica de las muestras en disolucién. Se puede trabajar con dos tipos de
electrodos: combinados o semiceldas. En esta investigacion se han
utilizado electrodos combinados donde el electrodo de medicién y el
electrodo de referencia se combinan en un unico sensor (Figura 3.24). La
diferente concentracion de iones a ambos lados de la membrana selectiva
genera una diferencia de potencial que se puede relacionar con la
concentracion del ion a analizar. Esto se realiza a través de la ecuacion de
Nerst (Ecuacion 4), donde E es el potencial corregido del electrodo, EO es el
potencial en condiciones estandar, R es la contante de los gases ideales, T
es la temperatura, n es la cantidad de moles de electrones que participan,

F es la constante de Faraday y Q es el cociente de reaccién [300].

Ecuacion 4 E=E°— % - In(Q)
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Figura 3.24: Esquema electrodo selectivo de iones

Este sistema fue utilizado para determinar la evolucién de los bromuros
que se iban formando durante el transcurso de la reaccién. La forma de
medirlos fue una determinacién directa. Tras realizar una curva de
calibracion con diferentes soluciones, se miden las muestras problemay se
determina la concentraciéon de las mismas. En todas las disoluciones
medidas, se adicionaron 2 mL de una disoluciéon estandar (ISA) para

aumentar la fuerza iénica de las disoluciones y minimizar los errores.

e Cromatografia iénica

El término cromatografia es el nombre genérico otorgado a un amplio
rango de procesos fisico-quimicos de separacion [301]. La cromatografia
consigue la separacion de los componentes de mezclas complejas lo que,
acoplado a un dispositivo de deteccion, permite analizarlos y cuantificarlos.
Los compuestos se separan en base a la distinta velocidad de
desplazamiento cuando son arrastrados por una fase mévil (eluyente) a
través de una fase estacionaria que suele estar retenida en una columna

[302].
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Especificamente, la cromatografia iénica fue introducida por Small,
Stevens and Baumann en 1975 [303] como una nueva técnica analitica para
la deteccién y determinacion de iones. La cromatografia iénica se basa en
la separacién de iones a través de una columna de intercambio i6nico
donde los analitos son mas o menos retenidos seglin su carga eléctrica y su
tamafo. El equipo utilizado ha sido el modelo 883 Basic IC Plus de la marca
Metrohm equipado con una columna Metrosep A Supp 5 y un detector de
conductividad, junto con un sistema de supresiéon quimica (Figura 3.25). La
columna utilizada se encuentra rellena por alcohol polivinilico y grupos
amonio cuaternarios, que logra la retencién de aniones inorganicos y
algunos organicos, permitiendo trabajar en rangos de pH entre 3y 12. Ala
salida de la columna existe un detector de conductividad eléctrica para
analizar los iones eluidos. Ademas, el sistema posee un dispositivo de
supresion quimica previo al detector de conductividad que, mediante un
intercambio catiénico, sustituye todos los cationes de la muestra por
protones, evitando asi la aparicién de picos cromatograficos relacionados
con los cationes que pueden enmascarar las sefiales de los analitos de

interés (aniones), mejorando asi la sensibilidad de la técnica.

Para llevar a cabo los andlisis, se preparan dos disoluciones diferentes.
Por un lado, el eluyente compuesto por una disolucién tampén
Na;CO3/NaHCO3 (3,2mM/1mM), y por otro lado, una disolucién 0,28 M de
H,S04 que regenera las columnas de intercambio catiénico. Ademas, el
equipo consta de una bomba HPLC que empuja el eluyente junto con la
muestra a través del sistema, y una bomba peristaltica que hace fluir la
disolucién acida a través del supresor para su regeneracion. Para los
analisis, se inyectaron 20 pL de la muestra problema, trabajando con un
flujo de 0,7 mL-min! y presiones inferiores a 15 MPa, obteniendo

cromatogramas de 17 min, tiempo suficiente para que todos los analitos de
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las muestras analizadas pasen por el sistema de deteccion a diferentes
tiempos de retencién. Para determinar la concentracién de los analitos es
necesario realizar calibrados para cada uno de los aniones analizados. Con
este equipo se determind la concentraciéon de bromatos y bromuros en la
disolucion problema, realizando calibrados en el rango de 0 a 50 ppm, para
lo que se utilizaron patrones certificados. En el anexo I aparece un ejemplo
de los cromatogramas obtenidos a distintos tiempos de reaccidn, donde se
puede apreciar la evolucion de los reactivos (bromatos) y de los productos

(bromuros) alo largo de la reaccion.

Figura 3.25: Cromatdgrafo ionico

3.5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOCIDA

El segundo de los objetivos de esta tesis es la preparacién de materiales

con actividad biocida frente a diferentes microorganismos como hongos y
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bacterias. En este apartado se describe el procedimiento experimental

asociado a este estudio.

3.5.1. Efecto bactericida. Determinacion de la

concentracion minima inhibitoria

Para determinar la actividad bactericida de los materiales estudiados se
realizaron ensayos in vitro donde se evaluaron los valores de la
concentracion minima inhibitoria (MIC) respecto al crecimiento
bacteriano. La MIC se define como la concentracién minima de la sustancia
biocida que impide el crecimiento bacteriano. De esta forma, cuanto menor
es el valor de la MIC, mayor es el efecto bactericida. El valor de la MIC
dependera del tipo de bacteria estudiada, del medio de cultivo empleado y

de las condiciones del ensayo [304, 305].

En esta tesis se estudio la MIC de acuerdo con el método de
macrodilucién en caldo [306]. Para ello, se prepararon por triplicado tubos
de ensayo con suspensiones de los materiales de estudio en dos caldos de
cultivo, triptona de soja (TSB) y agua de peptona (PW) a diferentes
concentraciones: 1; 0,1; 0,3; 0,03 y 0,003%, ademas de una muestra control
solo con el caldo de cultivo y sin la adicion del material bactericida. Estos
tubos se inocularon con Escherichia coli CECT 516 o Staphylococcus aureus
CECT 240, en fase exponencial tardia obteniendo una concentracién final
de 1x105 UFC-ml1. Todos los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 h.
Pasado el primer periodo de incubacién, se tomé 1 mL de cada una de las
muestras y se realizaron diluciones decimales seriadas. Preparadas las
disoluciones, 1 mL de cada una de éstas se sembraron en placas con agar.

Tras la incubacién de dichas placas durante 24 h a 37 °C, se realiz6 el
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recuento de las colonias, pudiéndose determinar el valor de la MIC por

comparacion con los resultados de las muestras control [304, 305].

También se realizaron estudios in vivo incorporando la sustancia
biocida en un material polimérico, especificamente polipropileno (SABIC
modelo 71KE71PS). Para dicha incorporacién en el seno del polimero se
empled la técnica de mezclado para conseguir una adecuada distribucion
de todos los elementos sin la aparicién de segregaciones. Para realizar
estas mezclas se utiliz6 un mezclador intensivo interno por cargas (Figura
3.26), que consiste en dos camaras cilindricas conectadas, en las que el
material se va deformando por accién de unos rotores en movimiento y la
temperatura (20 - 500 °C). Las condiciones de trabajo fueron 5 minutos de
mezclado a 180 °C con una velocidad de 50 rpm, empleando siempre una
masa total de 40 g, condiciones id6neas para trabajar con polipropileno sin

degradar dicho polimero.

_ Weight cylinder,
ir-operated

Feed hopper docr, -

M
air-operated ™ / “‘,/fkmmg weight

el Extended neck
§ [ (epton

et sides
Rolor———

Latch cylinder, \ / At Discharge door
hydraulic ~_

torque motor

&—.‘__. J

Figura 3.26: Dibujo esquemdatico de la mezcladora interna intensiva por cargas

Tras esto, la mezcla fundida se extrajo con ayuda de espatulas y se dejo
enfriar. La argamasa amorfa producida se colocé en una prensa hidraulica

con regulador de temperatura, donde se crearon planchas lisas de 5x5 cm,
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empleando para ello moldes cuadrados de un espesor de 2,1 mm. Las
planchas se dejaron durante 2 minutos a 200 °C dentro de la prensa
hidraulica, pasado dicho tiempo, se extrajo el molde y se introdujo en agua
fria, donde la mezcla se solidificé (proceso denominado “quenching”)

obteniendo una plancha lisa.

La preparacién de estas planchas es necesaria para poder determinar la
actividad biocida de estos materiales segtin la normal JIS Z 2801:2010 (ISO
22196:2007). Esta norma es utilizada especificamente para la
determinacion de la efectividad antimicrobiana de superficies no porosas,
como es el caso de los plasticos. Este método se basa en inocular 400 pL de
una suspension bacteriana (S.aureus) preparada en caldo nutritivo diluido
(1/500), con una concentracién de 2,5 a 10 x 105 céls/ml, sobre la plancha
de polimero. Posteriormente, una ldamina de polietileno se coloca encima
para forzar el contacto del medio con la plancha a evaluar. Tras 18-24 horas
de incubacion a 37 °C y una humedad relativa superior al 90%, se toma una
muestra del indculo y se llevan a cabo diluciones decimales seriadas con
posterior siembra en una placa Petri con agar. Tras 24 horas, se realiza el
recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC). El poder
bactericida segin esta norma se define segun el valor R, que se obtiene a
partir del logaritmo decimal del cociente entre las UFC-mL-! de la muestra
control transcurridas 24 horas y las UFC-mL-1 de la muestra problema
transcurrido el mismo tiempo. Este valor R nos informa de la capacidad
biocida de cada muestra, considerdndose como materiales biocidas
aquellos con R = 2. La eficacia biocida de los materiales también se puede
evaluar con el porcentaje de reduccién de las UFC, comparada con una

muestra control.
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3.5.2. Efecto fungicida. Parametros de crecimiento

fangico

Los estudios in vitro de la actividad fungicida se llevaron a cabo
evaluando el porcentaje de inhibicién en el crecimiento de algunos de los
hongos fitopatégenos mas comunes en frutas y verduras. Estas evaluciones
se realizaron pasados 2, 6, 7 u 8 dias de incubacién a 25 °C en humedades
relativamente altas, dependiendo de la velocidad de crecimiento de cada
una de las especies fngicas. Para ello, se prepararon suspensiones de tres
concentraciones diferentes, 0,05; 0,1 y 0,5% en peso del material biocida,
empleando como disolvente un caldo de cultivo acuoso compuesto por
patata, dextrosa y agar (PDA), que fue calentado hasta ebullicién e
introducido en un autoclave durante 30 min a 120 °C para su esterilizacion.
Posteriormente, éste se depositd en placas Petri de 9 mm cubriendo por
completo la superficie de la placa y dejandolas enfriar. Una vez solidificado
el medio, debido a la gelificacion del agar, las placas fueron inoculadas de
dos formas diferentes dependiendo del hongo. Por un lado, Monilinia
fructicola (MC), Alternaria alternata (AA) o Geotrichum citri- aurantii (GC)
fueron inoculados empleando discos de 5 mm de diametro de una colonia
ya crecida de entre 7 y 14 dias de antigiiedad. Sin embargo, Penicillium
digitatum (PD), Penicillium italicum (PI), Penicillium expansum (PE),
Botrytis cinerea (BC) o Rhizopus stolonifer (RS) fueron inoculados mediante
la deposicion de 4 mL de una suspensién de esporas de 1x105 esporas-mL-
L en el caso de PD, PE y PI, y de 1x103 esporas-mL-! en el caso de BC y RS.
Ademas, se prepararon muestras control donde no se incorpor6 material
biocida. Por cada hongo y concentracién de material biocida se realizaron
cuatro replicas o placas. Los resultados se expresaron como porcentaje de

inhibicién del crecimiento fungico (Ecuacién 5), donde dc es el didametro
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medio de la colonia de hongo en las muestras control y dt es el didmetro

medio de la colonia de hongo en las placas con material biocida [307, 308].

dt—dc
dc

-100

Ecuacion 5

Por otro lado, se realizaron estudios in vivo de la capacidad fungicida de
algunos de los materiales de estudio en naranjas y ciruelas. Las naranjas
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) empleadas fueron de las variedades Valencia,
Barnfield, Ortanique y Nadorcot (dependiendo de la temporada en la que se
realizaron los ensayos) que fueron infectadas con Penicillium digitatum
(PD). Las ciruelas (Prunus salicina Lindl.) utilizadas fueron de la variedad
Friar infectadas con Monilinia fructicola (MF). Para ello, cierto nimero de
estos frutos fueron artificialmente inoculados con cada hongo especifico
(Figura 3.27) realizando una herida en el ecuador de la corteza o piel con
un punzon de acero inoxidable con una punta de 1 mm de ancho y 2 mm de
largo, que previamente habia sido sumergido en una disolucién del hongo
con una densidad de inéculo de 105 esporas-mL-1 de PD y 103 esporas-mL-!

de MF.

Figura 3.27: Inoculacion del hongo en naranjas
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Un dia después de la inoculacién del hongo, la herida fue sometida a

algunos de estos diferentes tratamientos:

e Disposiciéon de una gota de una suspensién acuosa de los

diferentes materiales biocidas de estudio (Figura 3.28).

Figura 3.28: Aplicacion gota acuosa en la herida infectada de una naranja

e Disposicion de una gota de una emulsién de un recubrimiento
comestible junto con el material biocida de estudio,
directamente en la herida de la fruta. El recubrimiento
comestible esta basado en una mezcla de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC; 1.2%), cera de abeja (BW;
3.5%) y el material biocida de estudio (1.0 o 2.0%) suspendido
en agua. Ademas, se empleé cierta cantidad de glicerol y acido
estedrico para plastificar y emulsionar la formulacién, siendo las
relaciones HPMC-glicerol y BW-4acido estearico de 2:1 y 5:1

respectivamente [180].

e Recubrimiento manual de la misma emulsion de recubrimiento
comestible sobre toda la corteza de la fruta, no solamente en la

herida con el patégeno (Figura 3.29).
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Figura 3.29: Recubrimiento manual de la formulacion comestible

En todos los casos, las frutas ya inoculadas y tratadas se dejaron durante
7 dias en camaras de incubacién a 20 °C y con una humedad relativa del
90%. Pasado este tiempo, el efecto antifiingico de los materiales de estudio

fue evaluado atendiendo a como se minimizaba:

La incidencia del patégeno: evaluado mediante el porcentaje de

piezas de fruta que habian sido infectadas

- Laseveridad del patégeno: evaluada midiendo el didmetro de la

lesion que produce el patégeno

- Laesporulacién del patégeno: evaluando el porcentaje de piezas

de fruta donde habia aparecido esporulacién

- Los efectos fitotoxicos: determinando los posibles efectos

visuales en la fruta, como manchas o cambios de coloracién

Para poder evaluar estos pardmetros, se realizaron estudios idénticos
sobre frutas sin tratamiento biocida, que se denominan muestras control.
Estas muestran el crecimiento y actuacién normal del patégeno cuando no

se ha aplicado ningin tratamiento antifiingico. Ademas, todos los estudios
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o tratamientos fueron realizados por triplicado en series de 10 piezas de

fruta, es decir, 30 frutas por tratamiento.

3.5.3. Estudios estadisticos

Debido al elevado nimero de replicas, todos los datos obtenidos fueron
evaluados estadisticamente [309]. Para llevar a cabo estos estudios
estadisticos se emple6 el software Statgraphics 5.1 (Manugistics, Inc,,
Rockville, MD, USA). Las principales diferencias fueron determinadas
mediante el test de las menores diferencias significativas de Fisher o test
LSD de Fisher (LSD, P<0,05) aplicado tras el andlisis de la varianza
(ANOVA).

3.5.4. Estudios de lixiviacion

Para llevar a cabo los estudios de lixiviacion de las sustancias biocidas
se tomé como referencia el trabajo de H. Liu et al. [310] pero modificando
las condiciones de trabajo para que éstas fueran lo mas similares posibles

a nuestros estudios.

En primer lugar, se evalio el poder de lixiviacién del material biocida,
preparando suspensiones de 100 ppm en agua de peptona (PW), que se
mantuvieron durante un dia completo en estatico y a temperatura
ambiente. Posteriormente y cada cierto tiempo, se extrajo muestras de esta
suspensién y se midid el contenido del agente biocida disuelto mediante

ICP-AES, se evalué el poder de lixiviaciéon de cada material.

En segundo lugar, se analizé el poder de liberacién del agente biocida
cuando se encontraba incorporado en un material polimérico. Estos

estudios se realizaron siguiendo la norma JIS Z 2108:2010 descrita en el
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apartado 3.5.1, pero sin incorporar bacterias en el caldo de cultivo.
Transcurrido el tiempo que establece la norma para evaluar el poder
bactericida, se tomaron muestras y se analizé el contenido de agente
biocida en las mismas. Ademas, debido a su bajo contenido fue necesario
emplear la espectroscopia de absorciéon atémica en cadmara de grafito
(GFAAS) para determinar su concentracion, ya que esta técnica tiene un

limite de deteccion inferior al ICP-AES.
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4.- ELIMINACION CATALITICA DE BROMATOS

El primer objetivo de esta tesis es el estudio de la eliminacién catalitica
de bromatos en fase acuosa. En el presente capitulo se estudia la actividad
catalitica y las caracteristicas fisicas, quimicas y estructurales de diversos
catalizadores, utilizados en la reduccidn catalitica de bromatos empleando
hidrégeno como agente reductor y trabajando a temperatura ambiente y

presion atmosférica.

Los catalizadores estudiados en este capitulo emplean Pd como especie
activa, soportada sobre alimina y fibras de carbén activo. Se ha escogido el
Pd como metal activo por su elevado poder hidrogenante y porque el
estudio bibliografico previo demuestra que es uno de los metales mas
activos para el tipo de reacciéon de estudio. Los catalizadores se han
preparado a partir de diversos precursores y se ha analizado como influye
en su actividad catalitica el contenido en Pd y algunas variables de reaccién,
buscando la optimizacién del proceso. Los materiales preparados se han
caracterizado exhaustivamente para correlacionar sus propiedades fisico-

quimicas con los resultados cataliticos.

En este capitulo se expondran los resultados mas relevantes de esta
investigacién. Estos resultados han sido discutidos en dos subapartados
segin el soporte utilizado. Asi, el primer apartado tratara sobre los
catalizadores basados en Al;03, mientras que el segundo tratara sobre los

catalizadores basados en fibras de carbén activo (ACFs).

4.1. Catalizadores basados en Pd/Al203

En este apartado se ha estudiado la actividad de diversos catalizadores
de Pd soportado sobre alimina para la reduccién catalitica de bromatos, y

se ha analizado como afecta el método de preparacidn, las caracteristicas
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de los catalizadores y ciertas variables de operaciéon en la actividad

catalitica del sistema [109, 311, 312].

La Al;O3 se ha seleccionado como soporte por su disponibilidad, bajo
coste, estabilidad hidrotermal y elevada area superficial [313]. Entre todas
las fases cristalinas o polimorfos estructurales metaestables del 6xido de
aluminio se ha optado por la y-Al;03. La estructura de la y-Al;03 es una
espinela cubica en la que los atomos de O estan dispuestos en un
empaquetamiento cubico compacto, y los atomos de Al ocupan sitios
octaédricos y tetraédricos [314], lo que la hace muy adecuada para

soportar especies cataliticamente activas.

Los estudios cataliticos se han llevado a cabo empleando catalizadores
preparados con distintos precursores de Pd y con distinto contenido de
metal activo. Asimismo, las propiedades fisicas, quimicas y texturales de
todos los catalizadores preparados han sido estudiadas para determinar
cuales son las caracteristicas necesarias para obtener un catalizador activo
para la eliminacién de bromatos mediante su hidrogenacién catalitica en

fase acuosa.

4.1.1. Influencia del contenido en Pd

El estudio de la influencia del contenido en Pd en la actividad catalitica
se realiz6 con catalizadores preparados con cloruro de paladio (PdCl:)
como sal precursora. La sal fue incorporada mediante impregnacion
himeda en rotavapor, seguida de un secado, una calcinacién y una
activacion mediante un proceso de reduccién (ver apartado: Impregnacion
hiimeda). De este modo, se prepararon catalizadores con contenidos

tedricos de Pd de 7 %, 5 %, 2,5 % y 1 % en peso. Los catalizadores fueron
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caracterizaron durante las diferentes etapas de su preparacién para
determinar la evolucién de las especies formadas. La nomenclatura
utilizada en este estudio para nombrar a los distintos catalizadores ha sido
x%Pd/Al;03(y), donde x es el porcentaje teérico de Pd incorporado y
donde y es la etapa del tratamiento, pudiendo ser “ap”tras la impregnacidn,
“calc” tras la calcinacién y “red” tras la reduccién. Asi por ejemplo,
7%Pd/Al;03(calc) es el catalizador calcinado que contiene un 7% de Pd
sobre Al;0s.

4.1.1.1. Caracterizacion de los catalizadores

Se realiz6 un estudio de la composiciéon quimica de los catalizadores
mediante ICP-AES, tras la calcinacién y la reduccion de los mismos, es decir,
tras ser activados. Los valores obtenidos pueden observarse en la Figura
4.1, mostrando contenidos de Pd experimentales muy similares a los
contenidos tedricos, por lo que se puede asegurar que el procedimiento de
preparacién es adecuado.

8

% Pd en peso experimental
w

1 .
7% 5% 2,5% 1%

Contenido Pd tedrico

Figura 4.1: Porcentaje en peso de Pd de los catalizadores soportados sobre y-Al20;3
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El estudio de las propiedades texturales de estos catalizadores se llevd
a cabo mediante la adsorcién-desorcién de N, mostrando isotermas tipo
I1I, caracteristicas de sélidos no porosos o macroporosos. Como se puede
observar en la Figura 4.2, la mayor parte del N, se adsorbe cerca de la
presion de saturacién (p/p°=1) en todos los casos, sin presentan “Punto B”

caracteristico de la formaciéon de monocapas [286].

300 ——7%Pd/AI203
5%Pd/AI203
250
2,5%Pd/AI203 /

—a—1%Pd/AI203
200

Allimina

150

100

Cantidad adsorbida {cm3/g STP)

50

0 02 04 06 08 1
Presién relativa (p/p0)

Figura 4.2: Isotermas de adsorcion de N: del soporte (A1:03) y de los catalizadores con
diferente contenido en Pd

Las areas superficiales de estos catalizadores aparecen en la Tabla 4.1,
en la que se pueden observar ciertas diferencias entre los distintos
materiales. Asi, las areas superficiales de los catalizadores que tienen mas
de un 1% de Pd son mayores a los del soporte original. Este resultado es
extrafioy en principio se esperaria lo contrario, pues la adicién de un metal
a un soporte suele disminuir su area superficial. Sin embargo, esto puede
explicarse debido a que, tal y como se ha descrito en el apartado
Impregnacién hiimeda, cuando se utiliza PdCl, como sal precursora es
necesaria la incorporaciéon de HCI para lograr la total disolucién de la sal.

La adicion del 4cido puede alterar la superficie del soporte, provocando un
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aumento del ndmero de defectos, y por tanto, de su area superficial. Esto
fue comprobado al someter a la Al,O3; a un tratamiento con HC],
observandose que tras este proceso el area superficial de la misma
aumenta aproximadamente en un 20% (Tabla 4.1). El catalizador con un
menor contenido en Pd (1% en peso) no preciso6 de la adicion del acido para
la disgregacidn de la sal precursora y por ello, la superficie del soporte no
aumenta, sino que se observa una leve disminucién de la misma, debido a
la incorporacién del Pd. En cambio, en el resto de los catalizadores donde
se afiadié HCl para la disolucion de la sal, el area superficial es superior a la
de la alimina original, aunque inferior a la de una alimina tratada con
acido, y como cabe esperar, ésta disminuye al aumentar el contenido en Pd

del catalizador.

Tabla 4.1: Contenido en Pd (% - ICP-AES,) area superficial (BET) y area externa (t-plot) de
los catalizadores Pd-Al>O;

. - — -

CATALIZADOR | °pl;‘::“ Ar;;:,“[pr:;/fg‘al ‘i‘_rpeli fﬁﬁrfg
A1203 (Catalox-SASOL) - 80 81
Al;03 +trat. acido - 96 95
1%Pd/Al;03 0,98 76 73
2,5%Pd/ Al;03 2,57 95 86
5%Pd/ Al;03 4,99 92 78
7%Pd/ Al;03 7,15 87 77

Por otro lado, se realizé un estudio de DRX de los distintos catalizadores
durante las distintas etapas de preparacion, mostrandose los resultados en
las Figura 4.3, 4.4 y 4.5, lo que permiti6 conocer las fases que se encuentran
presentes en el catalizador en cada etapa. Como cabe esperar, en todos los
difractogramas la fase predominante es la asociada a la y-Al, O3, cuyos picos
principales aparecen a 20 =37°, 46°, 62° y 67° (JCPDS: 00-010-0425) [315],

mientras que las especies relacionadas con el Pd evolucionan durante las
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distintas etapas de preparacion del catalizador. Asi, tras la impregnacion
con el precursor PdCl; (Figura 4.3), aparte de la alimina, aparecen ciertos
picos de difraccion por debajo de 20 = 30° que corresponden a la
formacion de la fase AlClz-6H,0 (JCPDS: 00-084-0453) [316]. Esta nueva
fase se forma debido a la reaccién del soporte con el HCI afiadido para
asegurar la completa disolucion de la sal precursora de Pd y es la que hace
que aumente el area superficial del soporte, al aumentar el nimero de

defectos en su superficie.

{'.,I_,.‘JUj*J'_k,I‘,l.,i"\‘\ ol

I
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—— 7% Pd/ALO,(ap)
ALO,

1000u.a
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5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
20

Figura 4.3: Difractogramas de rayos X de 7%Pd/Al20s(ap), del Al203 y de AlCl3

Tras la calcinaciéon en aire (Figura 4.4) desaparecen estos picos,
apareciendo nuevos picos de difraccién a 20 = 34°, 42°, 55°, 60° y 71° que
indican la presencia de PdO (JCPDS: 00-006-0515) [317]. Tras la reduccién
en atmosfera de H; (Figura 4.4), estos picos desaparecen, apareciendo en
sulugar nuevos picos a 20 =40°,47°, 68°y 82° (JCPDS: 00-005-0681) [318].
Estos picos se asignan, segun la literatura, a Pd metalico con estructura

cristalografica cubica centrada en las caras (fcc) [109].
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Figura 4.4: Difractogramas de rayos X de 7%Pd/Al20; en las distintas etapas de preparacion

En todos los catalizadores preparados a partir de PdCl; se observ6 una
evolucién idéntica de las especies de Pd durante las diferentes etapas de
preparacién y activacion, siendo la inica diferencia destacable entre ellas,
la intensidad de los picos asociados al paladio. La Figura 4.5 muestra los
difractogramas de todos los catalizadores reducidos, observando en todos
ellos los picos de difraccion correspondientes al Pd metdlico a 20 =40°,47°,
68°y 82° (JCPDS: 00-005-0681). Como es logico, se observa un aumento en

la intensidad de estos picos al incrementar el contenido de metal

incorporado [109].

157



4.- ELIMINACION CATALITICA DE BROMATOS

1% Pd/ALO (red) S
o, & Q@F
2,5% Pd/AILO, (red) e )
5% Pd/AILO,(red) WY oa @ &
——— 7% Pd/ALO(red) oo\ : : S
Pd(0) J sz
3 AN
t =1 LC AR
__.h_ﬁMf\/\; Lm SR, 1, Y.

S PN N I S S U TR TATNE D S Fa s SR 75 PG FEN e - SR
5§ 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 ‘70 75 80: 85 90

20

Figura 4.5: Difractogramas de rayos X de los catalizadores Pd/A1>0s tras la reduccion

La dispersion del Pd sobre el soporte inorganico en los distintos
catalizadores se determin6 mediante quimisorcién de CO (Figura 4.6). Los
resultados obtenidos muestran una relacién inversamente proporcional
entre el porcentaje en peso de Pd de los catalizadores y la dispersion
metalica. Asi, el aumento en el contenido metalico de los catalizadores
supone una disminucién en la dispersiéon metalica, lo que a su vez se puede
relacionar con un incremento en el tamaiio de particula de Pd (Figura 4.6.).
Asi, el catalizador con un 7% de paladio presenta una dispersion metalica
proxima al 13,7%, con un tamafio de particula medio de 8,2 nm, mientras
que el catalizador con un 1% de Pd presenta una dispersion metalica del
45,5%, con un tamafio de particula de 2,5 nm. En cualquier caso, en todos
los catalizadores, el paladio aparece en forma de nanoparticulas, ya que, el
tamafio medio de todas las particulas metalicas de paladio es inferior a 10

nm en todos los casos.
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Figura 4.6: Dispersion metdlica y tamaiio de particula de los catalizadores Pd/Al203, medido
por quimisorcion de CO

Los catalizadores también fueron caracterizados por microscopia
electronica (FESEM+EDS), y los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 4.7. Las imdagenes tomadas a mismos aumentos muestran
morfologias muy similares en todos los catalizadores, independientemente
del contenido en Pd de éstos. La morfologia de las particulas de estos
catalizadores puede ser descrita como amorfa, ya que no se corresponde

con ninguna figura geométrica reconocible, sino que es completamente

irregular.

Figura 4.7: Imagenes FESEM catalizadores 2,5% (izq.), 5% (ctro.) y 7% (der.) Pd sobre Al203
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Asimismo, se realiz6 un estudio de la distribucion de los diversos
elementos presentes en el catalizador durante las diversas etapas de su
preparacién y activacion. Las Figura 4.8, 4.9 y 4.10 muestran los mapeos de
los diversos elementos en las distintas etapas de preparacién del
catalizador 7%Pd/Al;0s. Inicialmente, se observa una distribucién
homogénea del Pd sobre la superficie del soporte, distribucién que se
mantienen uniforme durante todas las etapas de preparacién. Junto a él y
sobre todo en el catalizador tras la impregnaciéon (Figura 4.8), aparecen
atomos de Cl provenientes de la sal precursora del metal o incluso del 4cido
empleado para la disgregacion del PdCl. Tras la calcinacion y, sobre todo
tras la reduccion, el contenido en Cl disminuye considerablemente, aunque
no se consigue eliminar totalmente. Por ultimo, como cabia esperar, la
distribucién de Aly O no se ve alterada durante la preparacion y activacién

del catalizador.

o Ka

Figura 4.8: Imagen FESEM del catalizador 7%Pd/Al20s(ap) y mapeo mediante EDS de los
elementos O (rojo), Al(amarillo), Pd (azul) y Cl (verde)
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Blurm Al Ka ! Eoum ' CIKaY

Figura 4.9: Imagen FESEM del catalizador 7%Pd/Al2Os(calc) y mapeo mediante EDS de los
elementos O (rojo), Al(amarillo), Pd (azul) y Cl (verde)
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Figura 4.10: Imagen FESEM del catalizador 7%Pd/Al20s(red) y mapeo mediante EDS de los
elementos O (rojo), Al(amarillo), Pd (azul) y Cl (verde)

El andlisis mediante EDS de diversas zonas de los catalizadores,

permitid, también, determinar la composiciéon quimica de éstos. Dichas
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composiciones se muestran en la Tabla 4.2 y son la media aritmética de los
resultados obtenidos en diversas zonas de andlisis para un mismo
catalizador. Tal como se observa, los contenidos en Pd de todos los
catalizadores son proximos al valor tedrico y a su vez, al valor determinado
por ICP-AES. Asimismo, se observo6 que en todos los casos, aparecian restos
de Cl, siendo mayores cuanto mayor era el contenido en Pd incorporado.
Esto es logico pues el Cl puede venir tanto del HCI utilizado para disolver el
precursor, como de los &tomos de Cl de la propia sal precursora (PdCL;) y
ambos aumentan al incrementar el contenido en Pd. Tras calcinar, y sobre
todo tras reducir, el contenido en Cl disminuye notablemente. Asi, en el
catalizador con un 7% Pd se observa un contenido en Cl de 11,6 % tras la
impregnacidn de la sal, disminuyendo este valor hasta un 2,2% al calcinar
y aun 1,0 % tras la reduccion. Estos datos ponen de manifiesto que la
eliminacion de todos los atomos de Cl es muy complicada y no se consigue
su eliminacién completa tras su calcinacién a 550 °C, ni tras su reduccién a

200 °C.

Asimismo, la comparaciéon de los resultados de composicién quimica
obtenidos mediante EDS y ICP-AES pone de manifiesto que existe una
buena dispersion del metal sobre el soporte, ya que el contenido de paladio
determinado por una técnica bulk (ICP-AES) y por una técnica puntual

(EDS), ofrecen resultados muy similares.

Tabla 4.2: Contenido en Pd medido por ICP-AES y composicion quimica medida por EDS (%
en peso) de los catalizadores

% Pd % Pd % Cl % Al %0

CATALIZADOR ICP-AES | EDS EDS EDS EDS
1%Pd/Al20s (red) 1,0 1,0 0,1 43,5 55,3
2,5%Pd/ Al:0; (red) 2,6 2,7 0,4 42,0 55,1
5%Pd/ Al20; (red) 5,0 4,8 0,6 40,0 54,6
7%Pd/ Al:0; (red) 7,1 6,5 1,0 44,2 48,0
7%Pd/ Al;0; (calc) - 6,4 2,2 43,0 50,4
7%Pd/ Alz0;s (ap) - 6,3 11,6 37,0 453
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Los diferentes catalizadores fueron también analizados empleando la
microscopia electrénica de transmisién (TEM). Esta técnica permitid
observar las nanoparticulas de Pd soportadas y determinar la distribuciéon
de tamafio de particula del metal. Como se puede observar en las Figura
4.11, 4.12, 4.13 y 4.14 las distribuciones de tamafio de particulas de los
catalizadores con mas de un 1% de paladio se encuentran centradas en la
media y responden bastante bien a un modelo campana de Gauss tipico. Sin
embargo, el catalizador con 1% de Pd es el Unico que posee una
distribucién algo mas irregular, estando la mayor parte de las particulas
centradas alrededor de 1-3 nm. Se observa también claramente que un
aumento en el contenido en Pd conlleva un incremento del tamafio medio

de particula del metal.

Frecusncia (%)

<1 1-2 2-3 3-4 -4
Tamafia particula (nm)

Figura 4.11: Imdgenes STEM del catalizador 1%Pd/Al20;s y distribucion de tamaiio de
particula
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Figura 4.12: Imdgenes STEM del catalizador 2,5%Pd/Al20;3 y distribucion de tamario de
particula
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Figura 4.13: Imdgenes STEM del catalizador 5%Pd/Al:0;s y distribucion de tamaiio de
particula
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Figura 4.14: Imdgenes STEM del catalizador 7%Pd/Al20;s y distribucion de tamaiio de
particula
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Para obtener el valor medio del tamafio de las nanoparticulas de Pd en
cada uno de los catalizadores se empled la media geométrica, ya que
matemdaticamente aporta un menor peso a los valores extremos. Los
resultados obtenidos se reflejan en la Figura 4.15 y concuerdan con los
obtenidos mediante quimisorcion de CO (Figura 4.6). A partir de estos
datos se puede determinar la dispersién de metal en los diferentes
catalizadores. Asi, la dispersiéon se calculé utilizando el diametro
ponderado area-volumen (Ecuacién 6) para una poblacion de 100
particulas en cada catalizador [109, 137, 291]. Los resultados se muestran
también en la Figura 4.15 y las tendencias observadas son, de nuevo,
similares a las obtenidas mediante quimisorcién de CO, evidenciando una
relaciéon inversamente proporcional entre el tamafio de particula y la

dispersion metalica.
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Figura 4.15: Dispersion metalica y tamaiio de particula de los catalizadores Pd-Al203, medido
por TEM.
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Si se comparan estos valores con los obtenidos en otros trabajos [109]
con catalizadores basados en y-Al;03 y Pd incorporado a partir del PdCl,
los diametros medios de particula obtenidos en esos trabajos (5%Pd
—10,2 nm y 1%Pd-> 6,7 nm) son bastante superiores a los obtenidos en
nuestro estudio. Esta diferencia puede ser debida a que la activacién del
catalizador se realiz6 en condiciones diferentes, utilizando en el
mencionado trabajo una temperatura superior de reduccién, lo que puede
generar una aglomeracién de las particulas metalicas, y por tanto, un
mayor tamafio de particula y una menor dispersién metdlica sobre el

soporte [141].

4.1.1.2. Actividad catalitica

Se evalué la actividad catalitica de estos catalizadores en la reaccién de
reducciéon de bromatos en agua utilizando H, como agente reductor y

trabajando a presion atmosférica y temperatura ambiente.

Previamente a este estudio, se realizaron ensayos en blanco sin emplear
ningun tipo de catalizador, es decir, se estudié la reaccién de reduccién no
catalitica empleandose H, como agente reductor (reaccién quimica no
catalizada). Esta reaccidn ofrecié conversiones de bromatos cercanas al 23
% tras 5 horas de reaccién, resultados similares a los obtenidos por O.
Soares et al. [143] en esta reacci6on, aunque empleando diferentes
condiciones de reaccion. Ademas, se observa que durante este ensayo en
blanco todos los bromatos eliminados fueron convertidos en bromuros lo
que permite asegurar que no existen especies intermedias, o que si
existieran, su tiempo de vida es tan breve que es imposible su deteccién

(Figura 4.16). Estos resultados también permiten asegurar que la
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selectividad del proceso es completa, siendo indiferente hablar de

2,5E-04
* L3 * +* * *
2,0E-04
mbromato
1,5E-04
bromuro
+totales
1,0E-04
5,005
0,0E+00
o 15 30 60 120 180 240 300
Figura 4.16: Moles bromato y bromuro a distintos tiempos de reaccion (no catalitica)

conversion o de rendimiento.

moles bromatos, bromuro y totales

tiempo (min)

Los resultados de esta reaccion no catalitica se han comparado con los
obtenidos cuando se introdujo en el medio el soporte sin el metal
incorporado. Tal y como se observa en la Figura 4.17, los resultados
obtenidos fueron idénticos a los de la reacciéon no catalitica, indicando que
la alimina no es activa en esta reaccion y que no adsorbe a los bromatos y

los bromuros presentes en el medio de reaccion.

Asimismo, se analizé la actividad de un catalizador con paladio
previamente a su activacidn, es decir, sin sufrir el tratamiento de reduccién,
observandose también en este caso que el catalizador no es activo,
obteniendo de nuevo conversiones muy similares a las de la reaccién no
catalitica. Estos ensayos permiten afirmar que ni la alimina ni el Pd
oxidado catalizan la reaccién de estudio. Ademas, se observo de nuevo que
la cantidad de moles de bromatos que desaparecen se corresponden con la
cantidad de bromuros que se generan, lo que permite afirmar que no existe
una adsorcién significativa de bromatos sobre el soporte y que la

selectividad a bromuros es completa.
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Sin embargo, cuando el catalizador utilizado habia sido activado con H;
a 200 °C, se observé una actividad muy importante, indicando que se esta
catalizando la reduccion de los bromatos a bromuros, siendo el H; el agente
reductor. Estos hechos permiten concluir que las especies de Pd formadas
tras la activaciéon son las especies cataliticamente activas. Asi, y segtn el
estudio previo de DRX, seria el Pd(0) la especie necesaria para que la
reaccion de reduccion catalitica de bromatos en fase acuosa tenga lugar a

presion atmosférica y temperatura ambiente.
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Figura 4.17: Reaccion de reduccion de bromatos en agua empleando H> como agente reductor
sin catalizador, con 0,05g Al203, con 0,05g 7%Pd/Al20;s (sin activar) o con 0,05g
7%Pd/Al20s(red) activado (50 ppm bromatos, 0,6 L, Tamb y Pam)

Para comprobar que los resultados anteriores no estaban influenciados
por posibles problemas de transferencia de materia [141, 319, 320], que
son frecuentes cuando se emplean sistemas de tres fases, se repitié la
reaccion anterior utilizando diferentes velocidades de agitacion. Como se
puede observar en la Figura 4.18, la actividad aumenta al pasar de 600 a
900 rpm, obteniéndose la maxima conversidén a esta velocidad de agitacion.
Esto indicaria que velocidades de agitacion inferiores conllevan problemas

de difusiéon externa, mientras que velocidades de agitaciéon superiores
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conducen a la formacién de vértices en el reactor, que impiden el contacto
adecuado entre las diferentes fases del sistema soélido-liquido-gaseoso
disminuyendo, la actividad del catalizador. Por ello, en todos los estudios
cataliticos se utilizé una velocidad de agitacion cercana a 900 rpm, tal como
se propone en otros estudios previos similares [111].

60

40

Conversién (%)
w
=

600 900 1200 1500
velocidad de agitacién (rpm)

Figura 4.18: Conversion de bromatos tras 2,5 min de reaccion a diferentes velocidades de
agitacion (50 ppm BrOs  iniciales, 0,05 g catalizador 7%Pd/Al:0s(ved), 0,6 L, Tamp y Patm)

La actividad de los diversos catalizadores con distinto contenido de Pd
se muestra en la Figura 4.19. En todos los casos, la totalidad de los
bromatos que reaccionan se reducen a bromuros y como cabria esperar, se
observa que la velocidad de reacciéon aumenta con el contenido en Pd. De
esta forma, se consigue la eliminacién completa de los bromatos a los 15
minutos con el catalizador que contiene un 7% de Pd, mientras que son
necesarios 180 minutos de reaccién para que el catalizador con un 1% de
Pd alcance la conversiéon completa de los bromatos. Esto es lo que cabria
esperar ya que, a mayor contenido en Pd existe un mayor nimero de

especies activas disponibles para que tenga lugar la reaccién.
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Figura 4.19: Eliminacion catalitica de bromatos empleando catalizadores Pd/Al20s(red) con
distinto % de Pd (50 ppm BrOs  iniciales, 0,05 g catalizador, 0,6 L, Tamb ¥ Pam)

Sin embargo, para una buena comparacién de estos resultados es
necesario utilizar el concepto de TOF (turn over frequency), en el que se
comparan las velocidades de desaparicion de bromatos normalizadas
segln el contenido de Pd (Ecuacién 7). Cabria esperar que si todos los
centros activos son equivalentes o estuviesen igual de accesibles en todos
los catalizadores, el TOF de todos ellos deberia ser igual. Sin embargo, se
observa (Figura 4.20) que el TOF disminuye bruscamente del catalizador
con un 7% de Pd al catalizador con un 5% de Pd. Sin embargo, en el
catalizador con 2,5% de Pd empieza a aumentar el TOF y es el catalizador

con 1% en peso de Pd el que presenta el TOF mas elevado.

Todos estos resultados no pueden explicarse facilmente, pero puede
estar relacionado con el diferente tamafio de particula de Pd y con la

diferente dispersion del metal al variar su contenido metalico.

. . - moles BrO3; convertidos
Ecuacién 7 TOF(min™1) = 2

moles Pd*t(min)
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Figura 4.20: TOF vs. tamariio de particula de los diferentes catalizadores medido por TEM
(morado) y Quimisorcion CO (rojo)

El mayor TOF del catalizador con un 7% de Pd comparado con el del 5%,
se podria justificar debido al mayor tamafio de particula de Pd de este
catalizador, pues esta descrito [140] que las particulas grandes de Pd
favorecen la activacion del H; en las reacciones de hidrogenacion. Esto es
debido a que estas especies permiten una mayor adsorcién disociativa del
H», lo que aumenta su solubilidad efectiva y favorece la formacién de
hidruros de paladio superficiales (especies p-PdH), causantes de esta
adsorcién disociativa del hidrégeno que serian las responsables de reducir
a los bromatos en la reaccién de estudio. En la bibliografia se pueden
encontrar diversos ejemplos de reacciones de hidrogenacién empleando
Pd como catalizador, cuyos resultados muestran que cuanto mayor es el
tamafio de particulas de Pd, mas eficiente es el catalizador [135, 141, 321-
324]. No obstante, en los catalizadores con menor contenido en Pd (2,5 y
1%) la tendencia se invierte, pues el tamafio de particula disminuye y el
TOF aumenta. Por ello, se calcul6 un nuevo valor de TOF (TOF*) que se
define como la velocidad de desaparicién de los bromatos normalizada por

el Pd disponible (Ecuacién 8), asumiendo como Pd disponible la cantidad
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de Pd del catalizador multiplicado por la dispersién metélica obtenida

mediante quimisorcién de CO.

., . moles BrO3 convertidos
Ecuacién 8 TOF*(min™1) = 2

" moles Pdxdispersion*t(min)

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.21, observandose
que al utilizarse este TOF*, los resultados si que se ajustan a la hipotesis
planteada. Esto ocurre pues al incluir la dispersion en la férmula del TOF,
los catalizadores presentan contenidos efectivos de Pd bastante similares,
por lo que el catalizador con mayor velocidad de reaccion (el que contiene
un 7% de Pd), tiene un TOF mas elevado. Al realizar esta representacion,
se observa una tendencia clara en la que un mayor tamafio de particula de
Pd, conlleva un mayor TOF*. Esto indica que las particulas de Pd de tamafio
grande son las mas activas, aunque esto conlleve una menor dispersién
metdlica, por lo que se puede afirmar que el catalizador 7%Pd/Al;03, que
presenta las nanoparticulas de Pd mas grandes (8,1 nm), es el mas activo si

se considera la actividad por Pd disponible.
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Figura 4.21: Representacion del TOF™, tamario de particula y dispersion metdlica de los
catalizadores Pd-Al>03 medida por quimisorcion de CO
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Estos resultados también pueden contribuir a esclarecer el mecanismo
de reaccién de la hidrogenacién catalitica de bromatos en agua, que se
basaria en la adsorcion disociativa del H; en la superficie del metal y en la
posterior reaccién entre los bromatos adsorbidos y los atomos disociados
de hidrdégeno en los centros activos accesibles de cada catalizador [109,
325]. El hecho de que exista un incremento en la actividad catalitica cuando
se emplean catalizadores con un tamafio de particula de Pd mayor,
apoyaria el mecanismo disociativo propuesto. Segiin este mecanismo la
quimisorcién de H, sobre la superficie de Pd se puede considerar como una
de las etapas mas importantes de la reaccién y las particulas de mayor
tamafio favorecerian la adsorcién del H, debido a la formacién de especies
B-PdH, que permanecen estables a temperatura ambiente [109, 322]. E1 H,
quimisorbido seria el que reaccione con los bromatos para formar los
bromuros segln la siguiente reaccién, sin formarse especies intermedias

estables:
BrO3 + 3H, & Br™ + 3H,0

Tras la reaccion, los centros activos volveran a adsorber los reactivos y
se repetira el ciclo catalitico sobre la superficie del catalizador (Figura
4.22) [109, 132, 325]. Estas conclusiones coinciden con los estudios
llevados a cabo por J. Restivo et al. [132] quienes también mostraron que
la actividad catalitica en las reacciones de hidrogenacion esta directamente
relacionada con la energia de adsorcion disociativa del H; sobre el metal,

de acuerdo con el principio de Sabatier.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que existe ademdas otra
contribucidn, pues los resultados obtenidos en el experimento donde no se
utilizo catalizador muestran que también se puede producir una reduccién

directa de los bromatos con el H; disuelto en el agua. No obstante, la
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cantidad de bromatos reducida segin este mecanismo seria mucho menor

que la de los bromatos reducidos en el ciclo catalitico.

BiO,"
4#
Pd
B0,
\ H
H / _w
S o -

Br

H,0 SOPORTE

Figura 4.22: Esquema de la reduccion catalitica de bromato o ciclo catalitico

4.1.1.3. Estudios de desactivacion

Se llevaron a cabo estudios de desactivacion del catalizador realizando
sucesivos ciclos de reaccién. Para ello, se recogio el catalizador tras cada
reaccion, se secdé a 100 °Cy se utiliz6 en una nueva reaccion en discontinuo

bajo las mismas condiciones, para asi estudiar su posible desactivacion.

Los resultados de los test cataliticos sucesivos con el mismo catalizador,
mostraron que se producia una muy leve pérdida de actividad tras cada uso
del catalizador (Figura 4.23). Sin embargo, esta pérdida de actividad no se
atribuye a una desactivacién del catalizador, sino a que en los sucesivos
ciclos de reaccién-separacion-secado se pierden pequeias cantidades de
catalizador (alrededor del 3%) por lo que, la disminucién de la actividad
catalitica se debe a dichas pérdidas. Como en las reacciones anteriores,
todos los bromatos reaccionados se transformaron en bromuros, con una

selectividad del 100%.
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Figura 4.23: moles de BrOs, Br y totales en la disolucion tras 10 min de reaccion en 6 reusos
consecutivos (50 ppm BrOs’, 0,6 L, ~ 0,05 g cat., Pum y Tam) con el catalizador 7%Pd/Al>0;3

El catalizador reutilizado fue caracterizado por DRX, observando que, ni
los picos de difraccién ni sus intensidades se alteraron tras la reacciéon
(Figura 4.24). Ademas, se analiz6 la presencia de Pd en el medio tras la
reaccion, sin observarse la presencia del metal, lo que indica que no se
produce lixiviacién del metal durante la reaccién. En definitiva, estos
resultados muestran que se mantiene la composicién y naturaleza de las
especies activas en las sucesivas reacciones, por lo que no cabria esperar

una importante desactivacién del mismo durante una reaccién en continuo.
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Figura 4.24: Difractogramas del catalizador 7%Pd/Al20; tras la activacion (abajo) y después
de reaccion (arriba)

Resultados similares se obtuvieron con los catalizadores con menores

contenidos en Pd, tanto en su actividad durante los reusos como en sus

propiedades fisico-quimicas, evidenciando la estabilidad de los

catalizadores estudiados.
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4.1.2. Influencia de la sal precursora

Para estudiar la influencia de la sal precursora en la actividad del
catalizador, se prepararon tres catalizadores con el mismo contenido en Pd
(7% en peso) pero partiendo de tres sales precursoras diferentes: PdCly,

Pd(0AC); y Pd(NO3)s.

Estos catalizadores fueron caracterizados mediante diversas técnicas
para intentar determinar las posibles diferencias entre sus propiedades
fisicas, quimicas y estructurales, ademas de estudiar su actividad catalitica.
La nomenclatura utilizada fue 7%Pd/Al>03(z)_y, donde z se refiere a la sal
precursora de Pd empleada siendo “N” el nitrato de Pd, “CIl” el cloruro de
Pd y “Ac” el acetato de Pd, y donde y determina la etapa de preparacion del
catalizador, pudiendo ser “ap” referido al catalizador tras la impregnacién,
“calc” tras la calcinacion y “red” posterior a la reduccién del catalizador.
Como ejemplo, 7%Pd/Al;03(N)_red significa que el catalizador presenta un
contenido de 7% en Pd sobre alimina, que el catalizador esta reducido y

que se prepard a partir de nitrato de paladio como sal precursora de Pd.

4.1.2.1. Caracterizacion de los catalizadores

Como se puede observar en los datos de ICP-AES de la Tabla 4.3, en los
tres casos estudiados se incorporé aproximadamente la misma cantidad de
Pd, obteniendo variaciones menores al 2% respecto a la cantidad teérica o
esperada. Por tanto, se puede confirmar que el procedimiento de
preparacién de los catalizadores es adecuado para cada una de las sales

precursoras empleadas.

Tabla 4.3: Contenido en Pd y propiedades texturales de los diversos catalizadores reducidos
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La Tabla 4.3 también muestra datos relacionados con las propiedades
texturales de los catalizadores. En todos los casos, las isotermas de
adsorcién-desorcion de N, (Figura 4.25) fueron isotermas de tipo III,
caracteristicas de s6lidos no porosos o macroporosos, como es la alimina.
Los datos de area superficial en el caso de los catalizadores preparados a
partir de nitrato y acetato son bastante similares, siendo un poco menores
que las del soporte original debido a la incorporacién del Pd. Por el
contrario, el drea BET es levemente superior a la del soporte cuando se
emplea PdCl, como sal precursora. Esto es debido, tal y como se ha
discutido previamente, a que en este caso es necesaria la incorporacién de

acido en la disolucién del precursor, lo cual provoca una alteraciéon en la

superficie de la aliimina.
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CATALIZADOR | o oPd | BET(m?/g) | t-plot(m?/g)
Al;03 (Catalox-SASOL) - 80 81
7%Pd/ Al203(Cl)_red 7,05 87 77
7%Pd/ Al;03(N)_red 7,03 76 75
7%Pd/ Al203(Ac)_red 6,97 77 75

Figura 4.25: Isotermas de adsorcion de N del soporte (A1203) y de los catalizadores

7%Pd/Al:Os preparados con diversos precursores.
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Las fases cristalinas de los diferentes catalizadores fueron estudiadas
mediante DRX durante las diferentes etapas de preparacién y activacion.
Todos los difractogramas de los catalizadores tras ser impregnados (ap)
(Figura 4.26) muestran reflexiones a 26= 37°, 46° 62° y 67°
caracteristicos del soporte Al,O3 (JCPDS: 00-010-0425). Sin embargo, en los
catalizadores preparados a partir de acetato y nitrato aparece ademas un
pico de difraccion ancho alrededor de 34° que se puede atribuir al PdO que
se puede formar durante la impregnacién y secado de los catalizadores.
Este pico no aparece en el catalizador preparado a partir de PdCl,
observandose, por el contrario, la fase asignada al AlClz3-6H.0 (JCPDS: 00-
084-0453) que se forma debido a que es necesario afiadir HCI para la

disolucién del precursor, tal y como se ha discutido en el apartado anterior.

—— 7% Pd/ALO(CI) Ac),ll
—— 7% PA/ALON)

7% PAIALO (Ac)

ALO,
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Figura 4.26: Difractogramas del soporte Al:0; y de los catalizadores 7%Pd/Al>03(ap)
impregnados con diferentes sales

Tras la calcinacién (Figura 4.27) y junto a los picos de la Al,O3, aparecen
nuevos picos atribuidos a la formacién del PdO a 26 = 34°, 42°, 55°, 60° y
71° (JCPDS: 00-006-0515), en todos los casos. Sin embargo, 1a definicion de

los picos varia segn el precursor utilizado, estando mas definidos los picos
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del catalizador preparado con Pd(OAc), lo que indicaria un mayor tamafio

de cristal de las especies PdO.

7% PA/ALO, (calc)_CI
7% PA/ALO,(calc)_N
—— 7% P/ALO,(calc)_Ac
——PdO

—
1000 u.a.

R S e o e e e e A e e
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20

Figura 4.27: Difractogramas del PdO y de los catalizadores 7%Pd/Al:0s(calc) preparados con
diferentes precursores

Finalmente, tras la reduccién de los catalizadores (Figura 4.28)
continlan observandose los picos de la Al:0s. Sin embargo, los
difractogramas muestran la desaparicion de los picos asignados al PdO y la
aparicion de nuevos picos a 26 = 40°, 47°, 68° y 82°, asignados al Pd(0)
metalico (JCPDS: 00-005-0681).
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Figura 4.28: Difractogramas del Pd metalico y de los catalizadores 7%Pd/Al20s(red)
preparados empleando diferentes precursores

Realizando un analisis mas exhaustivo de los difractogramas de las
muestras reducidas (Figura 4.28), se puede observar como los picos de Pd
presentan perfiles e intensidades distintas. Estas diferencias estan
relacionadas con el tamafio de particula del Pd y aunque en teoria, la
anchura media del pico permitiria calcular los tamafos de particula de Pd
metalico mediante la ecuacion de Scherrer, esto no es posible ya que todos
los picos caracteristicos de Pd metdlico poseen cierta aportacion de los
picos del soporte (Al,03) y por tanto, el calculo del tamafio de particula
mediante este método no es fiable. No obstante, el hecho de que los tres
catalizadores con el mismo contenido metalico pero preparados con tres
precursores distintos presenten picos de difraccién con distintos perfiles,
es un indicio de la existencia de diferencias entre ellos relacionadas con los

tamafios de particulas del Pd.

Se realizaron también estudios de reduccién termoprogramada (TPR)
de los distintos catalizadores tras su calcinacién en aire, mostrandose los
perfiles de consumo de H; en la Figura 4.29. Todos los catalizadores

presentan un pico negativo a 74-77 °C asignado a la produccién o
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liberaciéon de H,. Este pico es caracteristico de la descomposicién de las
especies B-PdH, cuya formacién se facilita durante la hidrogenacién a
temperatura ambiente [326]. Sin embargo, la diferente intensidad de estos
picos, especialmente para el catalizador preparado a partir de la sal de
cloruro, parece sugerir que las especies de Pd, a partir de las que se forman
las B-PdH, son distintas segun el precursor utilizado. Estos resultados son
muy similares a los obtenidos por H. Chen et al. [109] quienes también
mostraron la apariciéon de picos negativos a aproximadamente 77 °C en

catalizadores con cantidades de Pd superiores al 1% en peso.

0,0

Consumo H,
o
o
1

acetato
cloruro
nitrato

0,4 4

T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400
T(°C)

Figura 4.29: Perfiles TPR de los catalizadores con 7% Pd en peso, preparados con los
diferentes precursores: cloruro (azul), acetato (rojo) y nitrato (verde)

Cabe destacar que en el caso especifico de los catalizadores preparados
a partir de acetato y de cloruro se observa ademas del pico negativo, un
pico de consumo de H; a aproximadamente 60 °C que se puede asignar a la
reduccion de especies PdO. En el caso del nitrato, este pico no se observa,
por lo que la reduccién de las especies de PdO en este caso deben suceder

a temperatura ambiente [327, 328].
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Por ultimo, en el caso del catalizador preparado a partir de la sal de
cloruro, se observa que ademas del pico correspondiente a la reduccién de
PdO aproximadamente a 60 °C, y del pico negativo asociado a la
desaparicion de las especies f-PdH aproximadamente a 74 °C, aparece otro
pico de consumo de H; bastante ancho con un maximo aproximadamente a
85 °C, asignado a la reducciéon de especies complejas Pdx0,Cl, [109]. Estas
especies son mas estables que el PdO en la superficie de la alimina y por
tanto, su reduccion es mas costosa, siendo necesarias mayores

temperaturas [327].

Estudios como los de C. Contescu et al. [328] realizados con
catalizadores similares, muestra perfiles de TPR parecidos a los obtenidos
en esta tesis. Ademas, en dicho estudio se analizaron dos muestras
idénticas pero calcinadas a distinta temperatura, comparandose el pico
negativo de liberacién de H; y observando que éste era mucho mas intenso
en el caso del catalizador calcinado a mayor temperatura. Esta mayor
temperatura de calcinacién favorece la sinterizacion de las particulas de
PdO y ademas, consigue eliminar mayor cantidad de Cl de la superficie del
catalizador, por lo que disminuird la formacién de especies complejas
Pd.0,Cl, y favorecera la formacién de 3-PdH en el proceso de reduccién, lo

que resultara en picos negativos mayores.

Asi pues, se puede afirmar que la mayor intensidad del pico negativo
para los catalizadores preparados a partir de acetato y de nitrato es debida
a una mayor facilidad para la formacién de las especies -PdH, ya que no
existen restos de la sal precursora. En cambio, en el caso del catalizador
preparado a partir de la sal PdCl,, la existencia de restos de Cl genera la
formacion de especies complejas Pdx0,Cl,, lo que dificulta la formacién de
las especies B-PdH, causantes de la formacién de los picos negativos en los

perfiles de TPR.
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Las distintas muestras fueron también estudiadas mediante
microscopia electrénica de barrido (FESEM), sin observarse diferencias
morfolégicas significativas entre los diferentes catalizadores. En todos los
casos aparecieron particulas de diferente tamafio y completamente
amorfas. De la misma forma, el mapeo elemental del Pd en los diversos
catalizadores no presenté diferencias sustanciales entre los 3
catalizadores, observando una distribucién homogénea del metal sobre la
alimina. Mediante EDS se determin6 también la composicién quimica de
los tres catalizadores (Tabla 4.4), obteniendo valores préximos a los
tedricos y similares a los obtenidos por ICP-AES, lo que permite confirmar
que la distribucién del Pd es homogénea, ya que tanto una técnica puntual

como una bulk ofrecen resultados parejos.

Tabla 4.4: Contenido en Pd medido por ICP-AES y composicion quimica medida por EDS (%
en peso) de los catalizadores preparado con distintos precursores

% Pd % Pd % C1 % Al %0

CATALIZADOR ICP-AES EDS EDS EDS EDS
7%Pd/ Al;03(CI)_red | 7,05 6,5 1,0 48,0 44,2
7%Pd/ Al203(N)_red 7,03 6,8 E 49,1 44,5
7%Pd/ Al203(Ac)_red | 6,97 6,5 E 50,6 43,2

Por otro lado, el analisis por EDS mostr6 también la presencia de restos
de cloro en el catalizador preparado a partir de PdCl,, debidos al anién de
la sal precursora y al HCI utilizado para su disolucién, tal y como ya se ha
descrito en el apartado anterior. La relacion molar Al/O en los tres
catalizadores ofrece valores muy similares y cercanos a la relacién
estequiometria del soporte (Al,03). Esto evidencia que cuando se usan
como precursores las sales de nitrato y acetato, se produce la eliminacién
completa de los aniones oxigenados, ya que no se observan variaciones
significativas de la relaciéon Al/O, que pueden ser debidas a restos de O

proveniente del precursor.
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La inexistencia de restos de sales precursoras en los catalizadores
preparados a partir de acetato y de nitrato fue ademas comprobada por
analisis elemental, determinando los porcentajes de C, H y N en estos
catalizadores tras su calcinacién y tras su reduccién. En la Figura 4.30 se
muestran los resultados obtenidos, observandose como el precursor
Pd(NO3). se descompone completamente tras la calcinacién, ya que
desaparece cualquier traza de nitrégeno. Sin embargo, el catalizador
preparado a partir de acetato, conserva restos del precursor tras su
calcinacién (reflejado por % de C), desapareciendo casi por completo tras

la reduccion.

7%Pd/AI203(Ac)_red

m%N
%H
%C

7%Pd/AI203({Ac)_calc
7%Pd/Al203(Ac)_ap
7%Pd /AI203(N)_red

7%Pd/AI203(N)_calc

|
7%Pd/AI203(N)_ap

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 14

% elemento

Figura 4.30: Analisis elemental de los catalizadores 7%Pd/A1>03 preparados mediante
Pd(NO3): y Pd(OAc): en las diferentes etapas de preparacion

Se realizaron también estudios de microscopia electréonica de
transmision (TEM) de estas muestras, para conocer el tamafio medio de las
nanoparticulas de Pd en cada uno de los catalizadores preparados (Figura

4.31), observandose distribuciones de tamafio de particula diferentes.
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- b R i Y s

Figura 4.31: Imdgenes TEM de los catalizadores 7%Pd/Al:0s(red) preparados mediante
cloruro (izq.), nitrato (centro) y acetato (der.).

El catalizador preparado con Pd(NOs). posee una distribucién (Figura
4.32-izq.) en la que la mayoria de las nanoparticulas se encuentran en un
rango entre 5 y 20 nm, presentando una media geométrica de 8,5 nm. Pero
ademas, este catalizador presenta algunas nanoparticulas de mucho mayor
tamafio, formadas posiblemente por la sinterizacién del metal durante el
proceso de activacion del catalizador. La generacion de estos aglomerados
puede estar relacionada con el hecho de que al usar Pd(NO3); como
precursor, se forma una fase de PdO durante la calcinaciéon (XRD) que,
como se pudo ver por el andlisis TPR, se reduce a bajas temperaturas, y por
tanto, una reduccién a 200 °C durante 4 horas, como la llevada a cabo en la
activacion de los catalizadores, puede favorecer la sinterizacion de las
particulas, lo que explicaria la formacién de un niimero importante de
particulas de gran tamafio. Dichas particulas grandes no han sido tenidas
en cuenta dentro del calculo de la media debido a que no corresponden a
una distribucién modelo. Por tanto, este catalizador se puede describir
como una distribucion bimodal presentando, por un lado, una distribucion
de las nanoparticulas con didmetros inferiores a 20 nm y por otro, una
distribucién totalmente aleatoria de nanoparticulas de gran tamafio (20-

80 nm).
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Figura 4.32: Distribucion tamario particula de Pd en los catalizadores preparados mediante
nitrato (izq.), acetato (der.) y cloruro (abajo)

De la misma forma, el catalizador preparado a partir de Pd(OAc).
también present6 un perfil similar (Figura 4.32-dcha.). La gran mayoria de
las nanoparticulas muestran didmetros inferiores a 16 nm con una media
de 7,1 nm. No obstante, en ciertas zonas del catalizador se encontraron
particulas mayores, entre 20 y 30 nm. De nuevo, la media se calculé
teniendo en cuenta solamente las nanoparticulas de tamafio inferior a 20
nm, que muestran una distribucién mas o menos gaussiana, mientras que
las de mayor tamafio parecen mostrar una distribuciéon totalmente
aleatoria, mostrando el catalizador una distribuciéon bimodal. Como en el
caso anterior, esto se puede explicar debido a que la mayor parte del PdO
formado en la calcinacioén, se reduce por debajo de 60 °C (datos TPR), por
lo que al utilizarse una temperatura superior de reduccién (200 °C)
durante un tiempo prolongado (4 horas), se favorece la formacioén de estos

agregados de gran tamafio.
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Por ultimo, en el caso del catalizador preparado mediante PdCl; (Figura
4.32-abajo), ya discutido previamente, todas las nanoparticulas de Pd
exhiben una distribucién unimodal por debajo de 16 nm, cuya media es 8,0
nm. Este catalizador no mostr6 nanoparticulas de gran tamafio, al contrario
que los otros dos catalizadores. Esta diferencia puede estar conectada con
la presencia de restos del anion de la sal precursora tras la calcinacion. Asi,
la existencia de las especies PdxOyClz, presentes en el catalizador tras la
calcinacién, impiden la rapida sinterizacién de las particulas de Pd en la
fase de reduccidn, evitando la formaciéon de aglomerados o particulas de
gran tamafio (>20 nm). Por el contrario, la inexistencia de restos de acetato
y nitrato, en los otros casos, permite una mayor sinterizacién de las

particulas metélicas en el proceso de reduccion.

Ademas, la utilizacion del TEM de alta resolucion (HRTEM) permitié
observar las nanoparticulas de Pd lo suficientemente cerca para
determinar las distancias interplanares (Figura 4.33). En los tres casos, la
media de las distancias interplanares obtenidas es de 0,23 nm,
caracteristica de particulas metalicas de Pd en el plano (111) [329, 330],
correspondiente a su vez, a la reflexion mads intensa en el difractograma de

rayos X en 26 = 40°.

Figura 4.33: Distancias interplanares en las nanoparticulas de Pd obtenidas por HRTEM para
el catalizador 7%Pd/A1>03(Ac)_red.

188



4.- ELIMINACION CATALITICA DE BROMATOS

Finalmente, se realizaron estudios in situ mediante espectroscopia de
absorcién de rayos X (XAS) durante las diferentes etapas de preparacion
de los tres catalizadores. El empleo de esta técnica permite conocer el
estado de oxidacion del Pd y sus primeras esferas de coordinacién. Para
ello, se colocé el catalizador una celda de medida sélido-gas que permite
controlar la composicion de la mezcla de gases en contacto con el sélido y
la temperatura, simulando asi los tratamientos a los que era sometido el
catalizador durante su preparacion y activacion. Para poder interpretar los
espectros, éstos fueron comparados con los espectros de diversos

patrones: Pd metalico (Pd-foil), PdO, Pd(NO3)2, Pd(OAc): y PdCl..

La Figura 4.34-izq. muestra los espectros XANES de los patrones. En esta
figura se observa un borde de absorciéon sobre 24354 eV para los
compuestos de Pd(II) y un borde de absorcién a 24350 eV paralos patrones

Pd(0).
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5A*
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Figura 4.34: Espectro XANES de los patrones (izquierda) y transformada de Fourier (FT) de la
senial EXAFS de los mismos compuestos (derecha)

La zona EXAFS, analizada empleando la transformada de Fourier de la
sefial, muestra diferentes oscilaciones segun el patréon estudiado (Figura
4.34-dcha.). El Pd metdlico muestra una primera oscilacién muy intensa a
2,5 A y una segunda oscilacién a 3,6 A relacionadas con las transiciones

electréonicas 1s = 5p y 1s > 4f del metal. Estas dos oscilaciones estan
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relacionadas con una estructura local fcc, donde 12 dtomos de Pd rodean
coordinativamente a un atomo de Pd central [331]. Por otro lado, el
espectro del PdCl, muestra una primera oscilacién muy intensa a 1,9 A,
relacionada con la primera esfera de coordinacién, Pd-Cl. Sin embargo, los
patrones que contienen oxigeno en su composicion (PdO, Pd(NO3): y
Pd(OAc);) presentan una oscilacibon menos intensa a una distancia

aproximada de 1,5 A, caracteristica de enlaces Pd-0.

Tras el andlisis de los patrones se estudiaron los distintos catalizadores
en las distintas etapas de preparacion, es decir, tras la impregnacion del
precursor de Pd, durante la calcinaciéon (a diferentes temperaturas) y
durante la reduccién. El estudio de los catalizadores tras su impregnacion
y secado (Figura 4.35), muestra un borde de absorcion cercano a 24354 eV,
caracteristico del estado de oxidacion +2 del Pd, indicando la presencia de
especies oxidadas del metal sobre el soporte. Ademas, los espectros de los
catalizadores preparados a partir de nitrato y acetato de Pd son iguales
entre si e idénticos a la referencia PdO. Sin embargo, el catalizador
preparado a partir de cloruro difiere de los anteriores y es mas similar al
patréon PdCls. Si se analiza la magnitud de la transformada de Fourier de la
sefial EXAFS (Figura 4.35 - der.) se puede observar como las contribuciones
en segunda y tercera esfera de coordinacién del catalizador preparado a
partir del PdCl; muestran unas bandas de absorcién poco intensas, lo que

estaria relacionado con particulas mas dispersas.
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Figura 4.35: Espectro XANES normalizado de los catalizadores con 7% Pd preparados con
tres precursores distintos (izq.) y transformada de Fourier (FT) de la seiial EXAFS (dcha.)

El andlisis de los resultados cuantitativos de la zona EXAFS del espectro
muestra que todos los catalizadores preparados tienen un nimero de
coordinaciéon para la primera esfera de coordinaciéon proéoximo a 4.
Asimismo, se observa que las distancias Pd-elemento de la primera esfera
de coordinacién calculada a partir de los datos EXAFS (Tabla 4.5), son
idénticas en el caso de los catalizadores preparados con nitrato y acetato, y
se corresponden a distancias Pd-0. Sin embargo, en el caso del cloruro la
distancia Pd-elemento de la primera esfera de coordinacién es algo

superior y corresponde a distancia Pd-CL

Tras esto, las muestras fueron tratadas a diferentes temperaturas en
presencia de aire, simulando las etapas del proceso de calcinacioén, y se
analizaron los espectros en esas condiciones. Los resultados para las
muestras preparadas a partir de acetato y nitrato fueron similares a los
espectros de absorcién medidos a temperatura ambiente. La principal
diferencia aparece en el estudio in situ del catalizador preparado mediante
PdCl; (Figura 4.36). En este caso, aunque se mantiene el borde de absorcién
en la misma energia, al aumentar la temperatura existe una cierta
evolucidén en el espectro. Asi a medida que se incrementa la temperatura,

el final de la zona XANES se modifica pasando de un espectro caracteristico
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de PdCly, a un espectro mezcla de fases PdCl, y PdO, lo que puede atribuirse
a la formacién de las especies complejas Pdx0,Cl, [332]. Por otro lado, el
estudio de la zona EXAFS del espectro de absorciéon muestra un pico en la
transformada de Fourier de la sefial, que decrece con el aumento de la
temperatura atribuible a la ruptura de los enlaces Pd-Cl. Simultaneamente,
aparece un hombro a la izquierda de la banda relacionado con la
generacion de complejos Pd0yCl; 0 ala presencia de una mezcla segregada
de PdO y PdCl,. La proporcion entre estas dos fases se modifica al aumentar
la temperatura, aumentando el contenido en PdO y disminuyendo el de
PdCl. Se puede estimar que a 500 °C existe un complejo con la siguiente

estequiometria: PdQg,75Clo2s.
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Figura 4.36: Espectro XANES normalizado del catalizador 7%Pd/A1:0; preparado a partir de
PdCl: a distintas temperaturas de calcinacion (izq.) y transformada de Fourier (FT) de la sefial
EXAFS (dcha.)

Por ultimo, se estudio por XAS la reduccién en atmoésfera Hz (5%H2/He)
de los diferentes catalizadores a temperatura ambiente y a 200 °C (Figura
4.37-arriba), se puede observar una modificacién del borde de absorcién,
desplazandose éste a una energia de 24350 eV caracteristica del Pd(0). Este
desplazamiento permite asegurar que las especies de Pd bajo una
atmosfera reductora a temperatura ambiente empiezan a reducirse a Pd
metalico. Igualmente, el final de la zona XANES y la zona EXAFS de los

espectros de los tres catalizadores se modifican, desapareciendo las
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oscilaciones debidas a PdO y PdCl; respectivamente, y apareciendo perfiles
mas similares al patréon de Pd metdlico. Las intensidades de estas
oscilaciones son menos intensas en el caso del catalizador preparado a
partir de PdCly, lo que se puede explicar debido a la presencia de restos de
cloro en el catalizador. Por ultimo, y estudiando las energias donde
aparecen las oscilaciones de la primera esfera de coordinacién, y
calculando las distancias Pd-Pd en cada uno de los catalizadores, se
obtienen distancias algo mayores al patréon de Pd metdlico, debido

probablemente a la formacion de las especies 3-PdH [326].
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Figura 4.37: Espectro XANES normalizado de los catalizadores con 7% Pd preparado con tres
precursores distintos reducidos a 25 °C (arriba izq.) y a 200 °C(abajo izq) y transformada de
Fourier (FT) de la sefial EXAFS de los catalizadores (dcha.)

Sise aumenta la temperatura a 200 °C (Figura 4.37-abajo), los espectros
de absorcion obtenidos son casi idénticos a los del patron de Pd metalico,
es decir, se consigue una reduccién completa del Pd sobre la superficie de

la Al;O3, tal y como también indicaba la caracterizaciéon por DRX y TPR. Las
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oscilaciones tras el borde de absorcion (EXAFS) fueron levemente
diferentes a las del patroén, siendo algo mas aplanadas, lo que indicaria una
variacion en el nimero de coordinacion Pd-Pd. Por otro lado, el leve
desplazamiento en la energia de las oscilaciones observado a temperatura
ambiente y que se atribuye a la formacién de los hidruros, desaparece
cuando el estudio se realiza a 200 °C, lo que confirma los resultados
obtenidos en el estudio de TPR, donde se observaba que a temperaturas
superiores a 70 °C se liberaba H, debido a la descomposicién de las
especies B-PdH. Finalmente, en el catalizador preparado a partir de cloruro
aparece un leve pico (hombro) en la transformada de Fourier entre 1,7 y
2,2 & que se corresponde con el pico de absorcién del Pd-Cl, evidenciando
la presencia de restos de cloro en el catalizador tras el proceso de
calcinacién y reduccion. Los estudios cuantitativos (Tabla 4.5) obtenidos a
partir del analisis de la transformada de Fourier de la zona EXAFS del
espectro, mostraron también que el nimero de coordinaciéon Pd-Pd en el
caso del catalizador preparado mediante la sal de cloruro es bastante
menor que en el resto de los catalizadores, lo que esta relacionado con la
presencia de Cl que no ha sido eliminado. Por otro lado, en el caso de los
catalizadores preparados mediante nitrato y acetato los ndmeros de

coordinacién son mucho mayores y muy similares al patréon de Pd metalico.

Tabla 4.5: Numeros de coordinacion (NC) y distancias entre dtomos vecinos (R) obtenidos a
partir del estudio de la parte EXAFS de los tres catalizadores

7%Pd/ “as prepared” 25 °C Reducido 200 °C

Al203 NC R (A) Vecino NC R (A) Vecino

Acetato 4,0£0,5 2,028+0,006 | Pd-O 10,7£0,4 | 2,731£0,002 | Pd-Pd

Cloruro 3,7+0,1 2,311+0,002 | Pd-Cl 4,7+0,2 2,735£0,003 | Pd-Pd

Nitrato 4,2+0,5 2,030£0,006 | Pd-O 12,0+0,4 | 2,733+£0,002 | Pd-Pd

Por ultimo, se repitié el analisis por XAS de los catalizadores reducidos

a 200 °Cy enfriados a temperatura ambiente, lo que sera el estado real del
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catalizador antes de su uso. Los resultados fueron idénticos a los descritos
a 200 °C excepto para las distancias Pd-Pd que se incrementaron, debido
probablemente, a la formacion de las especies B-PdH en la superficie de las

particulas de Pd que aumentan la distancia entre &tomos de Pd.

Asi pues, los estudios de caracterizacion realizados a los catalizadores
Pd/Al;O3 preparados presentan diferentes distribuciones de tamafio de
particula de Pd dependiendo del precursor utilizado y, ademas,
observandose la presencia o ausencia de restos del anién de la sal
precursora. Estas diferencias son lo suficientemente significativas como

para poder influir en su actividad catalitica de los mismos.

4.1.2.2. Actividad catalitica

Se estudio la actividad catalitica de los tres catalizadores preparados a
partir de diferentes sales precursoras en la reacciéon de hidrogenacion
catalitica de bromatos. En los tres casos, todos los moles de bromatos
reaccionados se transformaron en moles de bromuro sin la existencia de
productos secundarios e indeseados. Pero ademas, los resultados (Figura
4.38) reflejaron ciertas diferencias entre los catalizadores respecto a su
actividad. Los tres mostraron conversiones completas en menos de una
hora de reaccién, sin embargo, los catalizadores preparados a partir del
cloruro y nitrato presentaban las mayores velocidades de reaccidn,
mientras que el catalizador preparado a partir de acetato es el que tenia la
menor actividad de los tres. Estas diferencias pueden estar relacionadas
con los tamafios de particula observados mediante TEM, ya que, el
catalizador menos activo es el que presenta el menor tamafio de particula

(7 nm). Estos resultados concuerdan con lo descrito en el apartado
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anterior, ya que, en aquel caso se observaba que mayores tamafios de
particulas resultaban en una mayor actividad del catalizador, pues las
particulas de Pd de mayor tamafio favorecen la formacién de 3-PdH que
son los responsables de la reduccién de los bromatos y esto explicaria la
menor actividad del catalizador preparado a partir de la sal de acetato,
mientras que los catalizadores preparados a partir de la sal de nitrato y de
cloruro, al presentar mayor tamafio de particula (8 - 8,5 nm), son mas

activos.

CONVERSION (%)

—a-Cloruro

#-Nitrato

—-Acetato

[ 15 30 45 60 75 30
tiempo (min)

Figura 4.38: Eliminacion catalitica de bromatos empleando catalizadores 7%Pd/Al20s(red)
preparados a partir de tres precursores diferentes (50 ppm BrOs iniciales, 0,05 g catalizador,
0, 6 L, Tamp y Patm)

Resultados similares se obtienen al estudiar el TOF* (Tabla 4.6)
determinandose el valor mas bajo para el catalizador preparado con
acetato, mientras que los valores mas altos se observan en los catalizadores
preparados con la sal de nitrato y de cloruro. El ligero aumento en actividad
del catalizador preparado con la sal de cloruro frente al catalizador
preparado a partir de la sal de nitrato, puede estar relacionado con la
distribucién mas homogénea de las particulas de Pd en el caso del

catalizador preparado a partir de PdCl.. En este catalizador, a diferencia de
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lo que ocurre en los otros dos (Figura 4.32), no aparecen aglomeraciones
de Pd, debido probablemente a que durante su sintesis se forman las
especies complejas Pd.0,Cl,, que evitan la sinterizacién de particulas de Pd,
impidiendo que se formen particulas de Pd de tamafio demasiado grandes

(> 20 nm), las cuales apenas presentan superficie especifica.

Tabla 4.6: Tamario de particula (nm) y dispersion (%) de los tres catalizadores estudiados a
partir de medidas TEM

Tamafio particula Dispersion | TOF* (min1)
CATALIZADOR medio (nm) metalica (%)
7%Pd/Al203 (Cl)_red 8,0 10,4 10,5
7%Pd/Alz03 (N)_red 8,5 91 9,5
7%Pd /Al203 (Ac)_red 7,1 12,4 3,5

Asi pues, los resultados obtenidos permiten concluir que el precursor
de Pd utilizado para la preparaciéon de los catalizadores influye en sus
propiedades, ya que modifica la distribucién del tamafio de particula de Pd
y su dispersion, obteniendo los mejores resultados con aquel precursor que
permite que se formen nanoparticulas de Pd de tamafio grande (7-10 nm)
y que estén relativamente dispersas, pero a la vez evitando la formacién de
aglomerados de Pd de gran tamafio (>20 nm), debido a la sinterizacion del

metal.

4.1.2.3. Estudios de desactivacion

El estudio de desactivacion de los catalizadores se llevo a cabo en
reacciones sucesivas en las que habia una activacién intermedia del
catalizador entre reaccién y reaccién, siendo el catalizador simplemente
secado en una estufa de 100 °C tras la reaccion. La Figura 4.39 representa
los moles de bromatos y moles de bromuro en reaccién tras 10 minutos de

reaccion en tres test cataliticos sucesivos empleando el mismo catalizador.
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Como en los casos anteriores, todos los bromatos reaccionados se
transforman en bromuros y los catalizadores no sufren una desactivacion
relevante durante los sucesivos usos. La ligera disminuciéon de la
conversion observada en los ciclos sucesivos no es atribuible a una
desactivacion del catalizador, sino a las pérdidas de catalizador entre los

sucesivos ciclos de reaccion.

2,5E04 .
- * -

* . - +
2,0E-04
1,56-04
1,0E-04
5,0E-05
0,0E+00 l I I
d-1 a2 a3 N-1 N2 N-3 Ac-1 Ac-2 Ac-3

Figura 4.39: moles de BrOs (colores oscuros), Br (colores claros) y totales (linea) en la
disolucion tras 10 min de reaccion en 3 reuisos consecutivos empleando catalizadores
7%Pd/Al:03(red) preparados con distintos precursores (50 ppm BrOs, 0,6 L, ~ 0,05 g cat.,
Pam y T. amb)

moles bromatos, bromuras y totales

La caracterizacion posterior al uso de cada uno de los catalizadores no
mostr6 diferencias significativas. Los difractogramas de rayos X de los
catalizadores tras reacciéon mostraron picos de difraccién con intensidades
y posiciones idénticas a los originales. Asimismo, tras su uso en tres
reacciones sucesivas no se observaron variaciones en el contenido en Pd
de los catalizadores, lo que indica que no se ha producido lixiviacién del

metal durante el transcurso de la reaccion.

Finalmente, los catalizadores tras ser empleados de forma sucesiva en
tres test cataliticos fueron analizados mediante FESEM. Las imagenes

muestran que los catalizadores contindan presentando la misma
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morfologia amorfa de las particulas del catalizador, sin observarse
aglomeracion o sinterizacién del Pd (Figura 4.40). Todos estos resultados
confirman que los catalizadores utilizados presentan una gran estabilidad

en las condiciones de reaccién empleadas.

Figura 4.40: Imagen FESEM catalizador 7%Pd/Al203(N)_red tras 3 reusos. En la izq. Se
muestra la imagen obtenida con el detector de electrones secundarios y a la dcha. la imagen
obtenida con el detector de electrones retrodispersados.
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4.1.3. Catalizadores 1%Pd/Al:03

Los resultados discutidos hasta este momento han mostrado que los
catalizadores mas activos son los que presentan tamafios de particula de
Pd mas grandes, y esto se puede conseguir afladiendo mayores cantidades

de Pd o modificando la sal precursora.

Sin embargo, desde el punto de vista econ6mico, la primera estrategia
no tiene sentido, pues al adicionar una mayor cantidad de Pd, la dispersiéon
del metal es baja y aun consiguiendo mejorar la actividad de los centros
“visibles” de Pd debido a la formacién de las especies 3-PdH, la cantidad
inactiva de Pd es muy grande y por tanto, esta estrategia encareceria
enormemente el coste del catalizador y con ello, el proceso. Por ello, se
intentd profundizar en el uso de los catalizadores con un menor contenido
en Pd, intentando conseguir una mayor actividad de los mismos mediante

la segunda estrategia, es decir, modificando la sal precursora.

Para ello, se prepararon tres catalizadores utilizando las tres sales
precursoras de Pd [PdCl;, Pd(OAc). y Pd(NO3)2] y se evalud su actividad
catalitica en la reaccién de hidrogenacion catalitica de bromatos en agua.
Como en los apartados anteriores, se llevaron a cabo estudios de
caracterizacion para conocer las propiedades fisicas, quimicas y
estructurales de todos ellos. La nomenclatura utilizada fue
1%Pd/Al;03(z)_y, donde z se refiere a la sal precursora de Pd empleada
siendo “N” el nitrato de Pd, “Cl” el cloruro de Pd y “Ac”, el acetato de Pd, y

donde y determina la etapa de preparacion y/o activacién del catalizador.

4.1.3.1. Caracterizacion de los catalizadores
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La composicion quimica de los catalizadores se analiz6 mediante
analisis ICP-AES, mostrando contenidos de Pd muy similares a los teéricos.
Dichos resultados aparecen en la Tabla 4.7 y demuestran que el método de
incorporacion del metal sobre el soporte inorganico es apropiado,
independientemente de la sal de Pd empleada. En esta tabla se muestran
también los resultados obtenidos al medir el area superficial de los
distintos catalizadores. Se puede observar que, en todos los casos, la
incorporaciéon de un bajo contenido de Pd sobre el soporte no produce
grandes modificaciones en los valores de area superficial. Como en los
casos anteriores, las isotermas de adsorcion-desorcion de N; fueron

isotermas de tipo III, caracteristicas de s6lidos no porosos o macroporosos.

Tabla 4.7: Contenido en Pd (ICP-AES), area superficial (BET), area externa (t-plot) y volumen
total de poro de diversos catalizadores con 1% en Pd

% en peso Area Area
CATALIZADOR Pd superficial | externa t-
BET (m?/g) | plot (m?/g)
Al203 (catalox-SASOL) = 80 81
1%Pd/ Al203(Cl) 0,98 76 73
1%Pd/ Al203(N) 1,09 77 71
1%Pd/ Al203(Ac) 1,12 79 76

Los catalizadores reducidos fueron estudiados mediante DRX (Figura
4.41), mostrando en los tres casos los picos correspondientes a la Al,03
(fasey)a 20 =37°46° 62°y 67° (JCPDS: 00-010-0425) y a Pd metalico, 26 =
40° y 47° (JCPDS: 00-005-0681), confirmandose que el Pd esta
mayoritariamente como Pd(0), independientemente del precursor

utilizado.
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Figura 4.41: Difractogramas de los catalizadores 1%Pd/Al>0s(red) preparados con tres
precursores distintos

Mediante el estudio de reduccién termoprogramada (Figura 4.42) se
analizaron también los catalizadores con 1% en peso de Pd. La baja
cantidad de metal presente en estos catalizadores impide realizar una
discusion profunda del termograma, siendo el Unico hecho resefiable que
en los tres casos, se observaron picos negativos aproximadamente entre 70
y 80 °C, correspondientes a la descomposicién de las especies -PdH y
siendo este pico negativo mas intenso en el catalizador preparado a partir

de nitratos.
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Figura 4.42: Perfiles TPR de los catalizadores con 1% Pd en peso

Mediante microscopia electréonica de barrido (FESEM) se analiz6 la
morfologia de los tres catalizadores, mostrando todos ellos resultados
similares. Ademas, el analisis del contenido en Pd de los tres catalizadores
mediante EDS (Tabla 4.8) coincidié con los resultados obtenidos por ICP-
AES, lo que demuestra que existe una dispersién homogénea del metal
sobre el soporte al obtener el mismo resultado por una técnica puntual

(EDS) y con una técnica bulk (ICP-AES).

Tabla 4.8: Contenido en Pd medido por ICP-AES y composicion quimica medida por EDS (%
en peso) de los catalizadores reducidos 1%Pd/Al:0;

%Pd | %Pd % Cl % Al %0

CATALIZADOR ICP-AES EDS EDS EDS EDS
1%Pd/ Al203(CI)_red | 0,98 1,0 0,2 43,5 55,3
1%Pd/ Al203(N)_red | 1,09 0,9 E 43,0 56,6
1%Pd/ Al203(Ac)._red | 1,12 0,9 E 43,4 55,6

La microscopia electrénica de transmisién en modo barrido (STEM),
permitié observar las nanoparticulas de Pd formadas en los distintos
catalizadores. Midiendo alrededor de 100 particulas de Pd de cada
catalizador en distintas zonas, se obtuvo el valor medio del tamafio de
particula de Pd y las distribuciones de tamafio de particula. Los resultados

se muestran en las Figura 4.43, 4.44 y 4.45, observandose en todos los
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casos la formacién de nanoparticulas de Pd cuya distribucién de didmetros
sigue una tendencia gaussiana. El orden del tamafio de nanoparticulas de
paladio fue cloruro ~ nitrato < acetato (Tabla 4.9). A partir de estos datos
se puede calcular el diAmetro volumen-area, permitiendo determinar la
dispersion metalica (Ecuacién 7). Los resultados se muestran en la Tabla
4.9, obteniéndose una dispersion metalica en el rango de 20-40%, siendo
el catalizador preparado a partir de PdCl, el que presenta una mayor

dispersion.

1-2 -3 3-4 4-5 5-6 *6
Tamafio de particula (nm]

Figura 4.43:Imagenes STEM del catalizador 1%Pd/Al:03(N) y distribucion de tamariio de
particula

0-1 1-2 -3 3-4 4

Tamafio de particula [nm)

Figura 4.44: Imagenes STEM del catalizador 1%Pd/Al203(Cl) y distribucion de tamario de
particula
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Figura 4.45: Imdagenes STEM del catalizador 1%Pd/Al203(Ac) y distribucion de tamario de
particula

Tabla 4.9: Tamaiio de particula y dispersion metdlica de los catalizadores 1%Pd/Al203_red

medido por TEM
Tamaiio particula . e oo
(nm) Dispersion (%)
1%Pd/Al;03(N)_red 2,4 31,9
1%Pd /Al203(Cl)_red 2,1 39,7
1%Pd/Al203(Ac)_red 39 23,4

El area metdlica y la dispersién metalica de los tres catalizadores fue
también estudiada mediante quimisorcién de CO, asi como el tamafio de
particula. Los resultados (Figura 4.46) ofrecieron diferencias entre los tres
catalizadores y fueron ligeramente diferentes a los obtenidos por
microscopia. El catalizador preparado mediante Pd(OAc). presenta la
menor area metdlica, lo que equivale a la peor dispersiéon y al mayor
tamafio de particula, coincidiendo con el resultado obtenido por
microscopia, aunque el valor de dispersion obtenido es ligeramente mayor
(29% frente a 23%) al obtenido por TEM. Por otro lado, los catalizadores
preparados a partir de la sal de nitrato y cloruro presentan mayores areas
metalicas y una mejor dispersion, lo que se traduce en tamafos de particula
menores. Comparando estos resultados con los obtenidos por microscopia,
en este caso también se obtienen dispersiones mayores, pues se pasa de 40

a46% para el catalizador preparado a partir de cloruro y de 32 a 40% para
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el catalizador preparado a partir de nitrato. En cualquier caso, se puede
afirmar claramente que los tamafios de particula de Pd obtenidos son
menores a 4 nm y los valores de dispersion oscilan entre 20 y 50%.
Ademas, aunque las dispersiones medidas por ambas técnicas no

coincidan, las tendencias observadas son similares.

mdispersion metalica (%) area metdlica (m2/g) ® tamafio particula (nm)
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Figura 4.46: Area metdlica, dispersion y tamario de particula calculado mediante quimisorcién
de CO para los catalizadores 1%Pd/Al20s preparados con distintos precursores de Pd

4.1.3.2. Actividad catalitica

Los tres catalizadores preparados fueron estudiados bajo las mismas
condiciones de reaccion, evaluando y comparando la actividad catalitica de
cada uno de ellos (Figura 4.47). Como en los casos anteriores, la cantidad
de bromatos reaccionado coincide, en todos los casos, con la cantidad de

bromuros producidos, con una selectividad del 100%.
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CONVERSION (%)
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Figura 4.47: Eliminacion catalitica de bromatos empleando catalizadores 1%Pd/Al>0s(red)
preparados a partir de tres precursores diferentes (50 ppm BrOs iniciales, 0,05 g catalizador,
0, 6 L, Tamp y Patm)

Tal y como se observa, los tres catalizadores convierten totalmente los
bromatos tras 180 minutos de reaccién. Sin embargo, el catalizador
preparado con la sal de acetato presenta una velocidad de reaccién menor
que la de los catalizadores preparados mediante nitrato y cloruro, que

presentan curvas de conversién muy similares.

El estudio de las caracteristicas fisicas y quimicas de los tres
catalizadores ha mostrado que todos ellos son similares, salvo en lo
referente a dispersion y tamafio de particula, que como se ha discutido
anteriormente, son unas de las variables que determinan la actividad
catalitica. En este caso, sin embargo, a diferencia de lo que ocurria con los
catalizadores descritos en los apartados anteriores con contenidos de Pd
elevados, el catalizador mas eficaz no es el que presenta un mayor tamafio
de particula de Pd, si no el que presenta la mayor dispersion. Asi, los
catalizadores preparados a partir de nitrato y cloruro presentan
dispersiones y tamafios de particula bastante similares, y también las

mejores actividades. Por el contrario, el catalizador preparado mediante la
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sal de acetato presenta la peor actividad, lo que coincide con un tamafio de
particula superior y la peor dispersion. Los mismos resultados se obtienen
cuando se mide la actividad catalitica mediante el calculo del TOF* y se
representa frente a la dispersion metdlica y el tamafio de particula (Figura
4.48). Resultados similares se han descrito con otros catalizadores, asi
Zhang et al. realizaron un estudio de la influencia del tamafio de particula
en la actividad catalitica, empleando catalizadores de Pd soportado (2% en
peso Pd) sobre nitruro de carbono mesoporoso (MCN), observando que las
velocidades de reaccién y la dispersion eran directamente proporcionales
[141] tratdndose también en este caso de particulas con tamafio inferior a

4 nm.
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Figura 4.48: Representacion del TOF* frente a la dispersion y el tamario de particula medido
por TEM de los catalizadores 1%Pd/Al>:03 preparados mediante diferentes precursores de Pd

Estos resultados son distintos a los descritos en el caso de los
catalizadores con un 7% de Pd. Esta diferencia puede ser debida a que en
los catalizadores con un 1% en peso de Pd la mayor parte de las particulas
de Pd presentan un tamafio menor de 4 nm, mientras que en los
catalizadores con mayor contenido en Pd, la mayor parte de las particulas

supera este valor. Esto indicaria que, por debajo de cierto tamafio de
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particula de paladio la dispersion del metal es la variable mas influyente,
mientras que al sobrepasar cierto tamafio de particula, las dispersiones son
mas similares y es el mayor tamafio de particula lo que hace mejorar la
actividad de los catalizadores. Por tanto se puede afirmar que, la dispersion
parece ser la variable mas influyente en la actividad catalitica de los
catalizadores con bajo contenido en Pd y con tamafios de particula medio

menores a 4 nm.

4.1.3.3. Estudios cinéticos

Empleando el catalizador 1%Pd/Al;03(N)_red se realiz6 una
aproximacién para estudiar la cinética de la reaccion. Para ello, se
realizaron varias reacciones modificando la concentracién inicial de
bromatos. Los resultados obtenidos aparecen en la Figura 4.49, donde se
muestra que se consigue una conversion idéntica en ambos casos. Estos
resultados muestran que existe una relacion directa entre la velocidad de
reaccion y la concentracion inicial de bromatos, ya que, la cantidad de
bromatos reducidos por unidad de tiempo aumenta proporcionalmente
con el contenido inicial de bromatos. Para una mejor visualizacién, en la
Figura 4.50 se representa el consumo de bromatos y la produccién de
bromuros de ambas reacciones, observandose que, ademas de existir una
relacion lineal entre la velocidad de reacciéon y la concentracion de
bromatos, todos los bromatos consumidos se reducen a bromuros,
manteniéndose el balance de materia y evidenciando la inexistencia de

productos secundarios.
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Figura 4.49: Actividad catalitica del catalizador 1%Pd/Al:03(N)_red en reacciones con 50 ppm
v 100 ppm de bromatos iniciales (0,05 g catalizador, 0,6 L, Tamp y Patm).
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Figura 4.50: Eliminacion de bromatos y produccion de bromuros en reacciones con 50 ppm y
100 ppm de bromatos iniciales (0,05 g catalizador, 0,6 L, Tamb y Patm, catalizador
1%Pd/AlL>03).

Para el estudio de la cinética de la reaccién se emple6 un modelo
cinético de pseudo-primer orden respecto a la concentracion de bromatos
[110], ya que el H; se esta incorporando constantemente, encontrandose
siempre en exceso. El modelo cinético empleado se define segin la

Ecuacion 9, donde t es el tiempo, K,ss es la constante observable, Cy es la
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concentracion de bromatos inicial y C: es la concentraciéon de bromatos a
cada tiempo de reaccion. Integrando esta expresion se obtiene la Ecuacién

10, facilmente linealizable.
Ecuacién 9 dCt/dt =K,ps - C;
- C
Ecuacién 10 In (C—;) =Kyps - t

La Figura 4.51 y la Figura 4.52 muestran el ajuste de los datos
experimentales, obteniendo un coeficiente de correlaciéon (R2) de 0,994 y
0,997, y un valor de la Kqps igual a 0,031 min-1 en ambos casos. Por ello, se
puede confirmar que la reaccién se ajusta a un modelo cinético de pseudo-
primer orden respecto a la concentracién de bromatos.
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Figura 4.51: Datos de la reduccion de bromatos (50 ppm BrO3-) ajustados al modelo cinético
de pseudo-primer orden
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Figura 4.52: Datos de la reduccion de bromatos (100 ppm) ajustados al modelo cinético de
pseudo-primer orden
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Como conclusién de todos los estudios realizados en este apartado, se
puede afirmar que los catalizadores Pd-Al;03 reducidos son catalizadores
activos para la eliminacién de bromatos en agua mediante su reduccién a
bromuros en presencia de Hz como agente reductor, a temperatura
ambiente y presion atmosférica. Se ha observado que los principales
factores que controlan esta reaccién son el tamafio de particula del metal
soportado y la dispersion de éste, viéndose favorecida la actividad
catalitica al aumentar el tamafio de las particulas de Pd debido a la
formacion de especies (-PdH, y también al aumentar la dispersion
metalica, al existir un mayor nimero de centros activos disponibles. Por
ello, es necesario encontrar un equilibrio entre ambos factores, pues
normalmente estas variables estan relacionas de forma inversa, es decir,
un mayor tamafio de particula se corresponde a una menor dispersion del
Pd, recomendandose para un uso industrial el catalizador con menor
contenido en Pd y preparado a partir del precursor PdCly, pues es el que
consigue una mayor actividad por mol de Pd. Por tlltimo, se ha determinado
que con este tipo de catalizadores la reaccion sigue una cinética de pseudo-

primer orden respecto a la concentracién de bromatos.
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4.2. Catalizadores basados en Pd/ACF

Todos los resultados anteriormente expuestos se han obtenido
exclusivamente empleando Al;O; como soporte inorganico. Estos
catalizadores se pueden utilizar en forma de polvo o granulado sin
presentar problemas cuando se utilizan reactores discontinuos de tanque
agitado. Sin embargo, el escalado a nivel industrial exigiria la modificacion
del sistema de reacciéon hacia un sistema en continuo, tipo flujo pistén,
donde seria necesario el uso de pastillas o discos de este tipo de
catalizadores con elevada estabilidad fisica, lo que suele generar
problemas de transferencia de materia, presencia de caminos
preferenciales y sobre todo, poca estabilidad fisica, pudiéndose perder
parte del catalizador arrastrado por la corriente. Por ello, se estudi6 una
nueva familia de catalizadores de Pd en los que se emplean fibras de carb6n

activo tejidas como soporte inorganico.

Los catalizadores en forma de telas tejidas han sido utilizados
ampliamente para muchos y diferentes procesos en continuo como la
produccién de acido nitrico o diversos aldehidos [333]. Ademas, se han
empleado como soporte de diversos catalizadores, como por ejemplo para
la eliminacién fotocatalitica de COVs [334]. No obstante, la mayor
aplicacién de este tipo de materiales tejidos ha sido la adsorcién. Existen
numerosos ejemplos de ello, como la adsorcién de SO, [335], NOx [336] o
diferentes pesticidas comunes [337] sobre materiales carbonosos en forma
de fibras tejidas. En general, los catalizadores tipo fibra permiten trabajar
de muchas formas y poseen una gran flexibilidad fisica. De igual manera,
este tipo de catalizadores suelen presentar areas superficiales muy
grandes, poseyendo facilidad para soportar otros compuestos o metales,

presentando una baja peligrosidad en su manejo, facil escalado, alta
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permeabilidad y baja resistencia al flujo tanto de liquidos como de gases
[335, 338, 339]. Por ello, se considera que pueden ser adecuados para el

tipo de proceso estudiado en esta investigacion.

En este apartado se estudiara el uso de catalizadores basado en paladio
soportado sobre fibras de carbon activo (ACFs) para la reduccién de
bromatos a bromuros en fase liquida empleando H, como agente reductor
y trabajando a presién atmosférica y temperatura ambiente. Se ha
trabajado exclusivamente con fibras de carbén activo (ACFs) de la empresa
Kynol modelo K-20, en forma de tejido trenzado que permite formar lo que
comunmente se denomina tela. Este material se obtiene directamente de
otro producto de la misma empresa denominado Kynol Novoloid (fibras
obtenidas a partir de resinas fenélicas) que sufre un proceso combinado de
carbonizacion y activacion, generando las fibras de carb6n activo [340],
siendo su produccién econdémica, y su manejo sencillo y seguro. La carga de
Pd incorporado ha sido inferior a los estudios anteriores, trabajando con
catalizadores con 1%, 0,5% y 0,25% de Pd en peso, buscando minimizar la

cantidad de Pd empleado, debido al elevado precio de este metal precioso.

La nomenclatura utilizada ha sido x%Pd/ACF(y), donde x se refiere a la
cantidad de Pd teérico impregnado, y donde y es la etapa de preparacion
del catalizador. Por ejemplo 1%Pd/ACF(red), sera un catalizador con un 1

% de Pd soportado sobre fibras de carbdn activo tras su reduccién.

4.2.1. Caracterizacion de los catalizadores Pd/ACF

El area superficial del soporte y de los catalizadores preparados se
determin6 mediante el andlisis de las isotermas de adsorcién-desorcién de

Nz a-196 °C. Todos los catalizadores presentaron isotermas tipo Ib (Figura
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4.53), tipicas de sélidos microporosos con diversos diametros y con la

posible presencia de mesoporos estrechos.
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Figura 4.53: Isotermas de adsorcion de N: del soporte (ACF) y catalizadores con diferentes
contenidos en Pd

Para el andlisis de las isotermas se ha empleado el método BET
(Brunauer, Emmet y Teller) pero aplicando el criterio establecido por
Rouquerol [288]. La Tabla 4.10 refleja los valores de drea BET y area de

microporo del soporte y de los tres catalizadores con Pd incorporado.

Tabla 4.10: Propiedades texturales del soporte ACFs y de los catalizadores preparados

Area BET Area microporo
(mz-g-l) (mz-g-l)
ACF 1977 1928
0.25% Pd/ACF 1885 1837
0.5% Pd/ACF 1848 1801
1% Pd/ACF 1812 1767

Los resultados muestran un area superficial muy elevada en todos los
casos, principalmente debido al 4&rea de microporo. Se observa también una
disminucidn en el area total conforme se incorpora una mayor cantidad de

metal en el soporte. Esto se corresponde con una disminucién en el area

215



4.- ELIMINACION CATALITICA DE BROMATOS

microporo, lo que puede ser debido a un bloqueo de los microporos por
parte del metal durante su incorporaciéon. No obstante, las diferencias no
son muy significativas ya que en todos los casos tenemos Aareas
superficiales superiores a 1800 m2-g-1,y por tanto, se puede considerar que
las propiedades texturales de los catalizadores no son muy diferentes entre

ellas, independientemente de la cantidad de metal incorporado.

Complementariamente a este estudio y para poder determinar la
distribucién del tamafio de microporo y el volumen de poro de los
materiales estudiados, se realizé6 un analisis del area superficial pero
empleando Ar como gas de medida que, a diferencia de N3, puede entrar
mas facilmente en los microporos. La distribucién de didmetro de poro
tanto para las fibras sin Pd incorporado como para el catalizador con mayor
contenido en Pd (1%Pd/ACF) mostraron distribuciones de diametro de
poro por debajo de los 2 nm en su mayoria. Ademas, el volumen de
microporo fue mas o menos contante en todos los casos, en un rango de
0,33 a 0,35 cm3-g-1, siendo menor cuanto mayor era el contenido de Pd
incorporado, probablemente debido al bloqueo de los poros por dicho

metal.

La morfologia de los diversos catalizadores, asi como la estructura
macroscopica de los materiales fue analizada mediante FESEM. Las
diferentes imagenes de los catalizadores estudiados mostratron patrones
tipicos de catalizadores tejidos, especificamente del tipo “tejido liso” donde
las fibras se alternan arriba y abajo formando un urdimbre, es decir, un
conjunto de hilos colocados en paralelo por los que se hace pasar

longitudinalmente otros hilos creando una trama o tejido (Figura 4.54).
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N Z ”

Figura 4.54: Imagen FESEM (x50) del ACFs antes de la incorporacion del Pd (izq.), del
catalizador 0,25%Pd/ACF(red) (centro) y del catalizador 1%Pd/ACF(red) (dcha.)

La semejanza de todos los catalizadores, independientemente de la
cantidad de metal incorporado, antes y después de la activacion, muestran
que el proceso de preparacion y activacion de los materiales es adecuado y

no destructivo con respecto al soporte.

Por otro lado, el estudio de los catalizadores mediante esta técnica
permitid, también, conocer el didmetro de las fibras utilizadas. Los valores
de diametro de diferentes fibras en cada uno de los catalizadores vario
entre 10 y 12 pm (Figura 4.55). Este rango de valores se encuentra en
concordancia con los valores ofrecidos por la compafifa que prepara las

fibras.

P

Figura 4.55: Imagenes FESEM (x200) de los catalizadores 1%, 0.5%y 0,25%Pd/ACF(red) a
aumentos similares

Las imagenes obtenidas no denotaron la presencia de particulas de Pd
en la superficie del soporte, ya que no se observan zonas con diferencias
claras de contraste (Figura 4.56), aunque el nuimero de aumentos
empleado fue bastante bajo. Esto puede ser debido a dos factores

principales:
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o Las particulas de Pd generadas pueden encontrarse en los
poros del interior de las fibras, por lo que el FESEM no consigue
distinguirlas, debido a que el haz de electrones no penetra lo

suficiente.

e Los aumentos utilizados en la obtenciéon de las imagenes de
FESEM no son suficientes, de forma que no es posible distinguir
si existen nanoparticulas de Pd en la superficie de los

catalizadores, debido a su vez a que estas son muy pequefias y

muy dispersas en el soporte.

2 ; [

Figura 4.56: Imagenes FESEM a distintos aumentos (x50, x200 y x300) del catalizador
1%Pd/ACF (red)

Por lo tanto, esta técnica no proporciona la suficiente informacién sobre
las particulas de Pd, y deben ser empleadas otras técnicas para poder
analizar la forma, tamafio y distribuciéon de las particulas de Pd en los

catalizadores basados en ACFs.

No obstante, la técnica EDS acoplada al microscopio electrénico
utilizado (FESEM) permitié determinar la composicién quimica de los tres
catalizadores estudiados. Los resultados se muestran en la Tabla 4.11 y
como se puede observar, son muy cercanos a los tedricos o esperados. Por
lo tanto, y debido al caracter puntual de la técnica EDS, es posible afirmar
que la distribucién del metal es bastante homogénea ya que, mediante esta
técnica se obtienen valores cercanos a los teéricos en las zonas analizadas.

Pero ademads nos permite afirmar que los aumentos seleccionados en las
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imagenes obtenidas por FESEM no eran suficientes para permitir observar

las particulas de Pd.

Tabla 4.11: Composicion quimica de los catalizadores medidos mediante EDS

%C %0 %Pd

0,25%Pd/ACF(red) 93,61 6,02 0,22
0,5%Pd/ACF(red) 92,06 5,92 0,48
1%Pd/ACF(red) 91,32 7,06 1,08
5%Pd/ACF(red) 89,26 5,93 4,81

Los diferentes catalizadores preparados también fueron estudiados con
el microscopio electrénico de transmision de alta resolucion (HRTEM).
Inicialmente las imagenes obtenidas no ofrecieron los resultados
esperados. Debido al grosor de las fibras individuales, el haz de electrones
no consiguié atravesar la muestra y no aport6 informacién sobre la misma,
apareciendo una silueta negra opaca que define los perfiles de cada fibra
del material pero que no ofrecié nueva informaciéon sobre su estructura o

sobre la distribucion del metal sobre ella (Figura 4.57).

Figura 4.57: Imagen TEM del catalizador 0,25%Pd/ACF(red)

Por ello, se dicidié utilizar el microscopio de haz de iones focalizados o
FIB que, mediante el uso de iones Ga+ de elevada energia, permite tratar el
material, generando una lamina muy fina de escala nanométrica que se
denomina lamela, sin alterar con ello la estructura macroscépica (ver

apartado: Microscopia electrénica). Una vez preparadas estas lamelas, se
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soportaron en un portamuestras de TEM y se midieron mediante STEM,
consiguiendo una cantidad de catalizador lo suficientemente fina para que
el haz pudiese atravesarlo y asi, estudiar el material mediante el
microscopio electrénico de transmision. Los resultados obtenidos con los
tres catalizadores (Figura 4.58) mostraron la presencia de unos puntos
claros que podrian corresponderse con la presencia de nanoparticulas de
Pd en la seccién transversal de las fibras (lamela), es decir en el interior de
las mismas. Esto fue comprobado mediante el mapeo elemental, que
determindé que estaban formadas uUnicamente por este elemento, Pd.
Ademas, las imagenes tomadas a altos aumentos mediante HRTEM (Figura
4.59), mostraron claramente las distancias interplanares dentro de las
nanoparticulas, obteniendo un valor medio de 0,23 nm caracteristico de

particulas metalicas de Pd(0) en el plano (111) [330].

Figura 4.58: Imagenes STEM de las lamelas preparadas mediante FIB de los catalizadores
0,25%Pd/ACF(red) (izq.) y 1%Pd/ACF(red) (dcha.)
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Figura 4.59: Imagen HRTEM de una de las particulas formadas en la lamela del catalizador
0,25%Pd/ACF (red)

El tamafio medio de las nanoparticulas medidas fue de 10,7; 11,6 y 12,3
nm para los catalizadores con 0,25; 0,5 y 1% de Pd en peso,
respectivamente. Dichos valores medios fueron obtenidos a través de la
medida de 50 particulas en diferentes zonas de las lamelas preparadas,
posibilitando el calculo de la dispersion metalica del catalizador segin la
Ecuacion 7. Si se calculan los valores de dispersién a partir de estos datos,
se obtiene una dispersion muy baja en los tres catalizadores (9,1%, 9,7% y
10,5%). Sin embargo, la formacién de estas particulas de gran tamafio no
estd de acuerdo con lo ya descrito en la literatura [111], ni con los
resultados presentados previamente en la presente tesis con catalizadores
basados en otros soportes. Pero ademas, tampoco resulta pausible que
particulas entre 10 y 12 nm se dispongan en el interior de las fibras debido
al caracter microporoso del soporte, con poros de menos de 2 nm de
diametro en su mayoria. Este hecho se puede explicar de dos maneras. Una
posibilidad seria que estas nanoparticulas de gran tamafio estuvieran en la
superficie del material y hubiesen migrado desde la superficie del
catalizador a la superficie de la lamela durante el corte del mismo. La otra
posibilidad es que la propia incidencia del haz del FIB consistente en iones

Ga+ altamente energéticos, provoque la sinterizacion de las especies de Pd
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que hay en los microporos, migrando a la superficie de la lamela y
aglomerandose en forma de nanoparticulas de elevado tamafio, siendo esta

opcion la que se considera mas probable.

Por ello, esta técnica no se considera adecuada para determinar el
tamafio medio de las particulas de Pd soportadas y en este caso, se estudié
su distribucién mediante quimisorcién de CO. Con esta técnica se
obtuvieron valores de dispersion metalica entre un 13 y un 30%, siendo
mayor la dispersién cuanto menor era el contenido metalico incorporado
sobre las ACFs, lo que, como en casos anteriores, indicaria un menor
tamafio de particula al disminuir el Pd incorporado. La Tabla 4.12 refleja
los valores obtenidos mediante este tipo de andlisis, junto con los

resultados obtenidos mediante los estudios STEM de las lamelas.

Tabla 4.12: Dispersion metalica y tamaiio medio de particula (nm) de los catalizadores con
distinta carga metalica medido por quimisorcion de CO (a) y por STEM (b)

. ‘7 Tamafio . ‘7 Tamafio
Dispersion2 . Dispersionb .
(%) particula2 (%) particulab
° (nm) ° (nm)
0,25%Pd/ACF(red) 32,7 34 10,5 10,7
0,5%Pd/ACF(red) 19,7 55 97 11,6
1%Pd/ACF(red) 12,9 7,3 91 12,3

Como se observa, los resultados de tamafio de particula y dispersion
metalica no coinciden en ambas técnicas. Teniendo en cuenta que los
valores obtenido mediante quimisorcién de CO son una media de todas las
particulas tanto dentro como en el exterior del soporte y que en cambio, en
el caso de los datos por STEM, los resultados reflejan unicamente los
tamafios de particula de Pd en la zona fotografiada y que ademas, estos
datos pueden estar falseados por el efecto de la incidencia del haz de iones
utilizado para la preparacién de la lamela, se considerd que los datos de

quimisorcién son los méas representativos y correctos.
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Los catalizadores preparados se analizaron también por XPS. Debido a
la energia del haz empleado en XPS, la informacién que ofrece esta técnica
es meramente superficial, ya que solo consigue interaccionar con las
primeras capas de la muestra. Realizando la deconvolucién de las sefales
obtenidas se puede conocer el estado de oxidaciéon del paladio en la
superficie de los catalizadores. Los catalizadores fueron analizados ex situ,
es decir, fueron reducidos y posteriormente analizados por XPS. Todos los
catalizadores ofrecieron resultados muy similares mostrando los picos
caracteristicos del Pd 3ds/; y Pd 3ds,2 [341], presentandose en la Figura

4.60 la deconvolucién del pico Pd 3ds/>.
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Figura 4.60: Seiial XPS del catalizador 1%Pd/ACF(red) donde aparecen los picos relacionados
con Pd 3d, ademas de la deconvolucion del pico Pd 3ds;

Estos resultados indican que existe Pd en la superficie del catalizador y
que, segun la deconvolucion llevada a cabo, el 85% del paladio se encuentra
como Pdo y el resto como Pd2+. La presencia de cierta cantidad de Pd
oxidado puede ser debido a que el experimento se realiza ex situ [132], y
tras la reduccion cierta cantidad del metal se reoxida. En cualquier caso se

puede afirmar que el paladio se encuentra mayoritariamente como Pdo.
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Estos resultados son muy similares a los obtenidos en estudios llevados a

cabo con otros catalizadores basados Pd soportado [111, 341, 342].

Asimismo, se llevd a cabo un estudio in situ de los catalizadores
mediante XAS en la fuente de luz sincrotrén espanola ALBA. Para ello, se
empleo el catalizador con mayor contenido en Pd (5% en peso), para
obtener espectros lo suficientemente limpios que permitan realizar un
buen andlisis de los mismos. Este estudio se llevd a cabo en una celda
solido-gas, que permitié estudiar el catalizador durante la activacién del
material y en una celda sé6lido-liquido que permiti6 seguir la evolucién del
catalizador durante la reaccion. Es por ello que, este estudio in situ permitié
seguir la evolucidon de las especies de Pd que se van formando tanto en las

etapas de activacion del catalizador, como durante la reaccién.

Los espectros XAS se analizaron tanto en su parte XANES (salto de
absorcién) como en la zona EXAFS (oscilaciones tras el salto) comparando
los resultados obtenidos con los patrones de Pd metalico y Pd(NO3)2, como
referencias de Pd® y Pd+2 Inicialmente se analizé6 el catalizador
5%Pd/ACF(ap) atemperatura ambiente en atmosfera de aire (02-25 °C). El
espectro obtenido del catalizador (Figura 4.61-azul) presenta un perfil casi
idéntico al del patrén Pd(NOs)2, lo que significa que tras la impregnacidn,
el Pd incorporado en las fibras se mantiene en estado de oxidacién +2
(borde de absorcién en 24354 eV) y sin modificarse el estado de oxidacién

del metal incorporado.
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Figura 4.61: Espectro XAS normalizado del catalizador 5%Pd/ACF durante las diversas etapas
de preparacion del catalizador

Continuando con el protocolo de activaciéon, el catalizador
5%Pd/ACF(ap) se volvio a examinar remplazando el aire por una
atmosfera reductora (5% H: en He) manteniendo la temperatura (H2-25
°C). El espectro (Figura 4.61-naranja) no mostr6 cambios considerables, y
por lo tanto, se puede afirmar que a temperatura ambiente y en presencia
de Hy, no existen cambios en las especies de Pd+2 soportadas sobre las
fibras. Este comportamiento es distinto al observado en los catalizadores
basados en Pd sobre alimina, en los que la incorporacién a temperatura
ambiente de H, modificaba las especies de Pd comenzando a observarse su
reduccion. Esta diferencia puede ser debida a que las especies de Pd en el

caso de las fibras de carbon activo se encuentran mas estabilizadas.

El siguiente paso consisiti6 en aumentar la temperatura de la celda
hasta 200 °C en presencia de Hy, tal y como se realiza durante la activacion
de los catalizadores, apareciendo en este caso diferencias significativas en
los espectros (Figura 4.61-rojo). Estudiando el borde de absorcién (zona
XANES), se puede observar un desplazamiento de este borde a menores

energias (24350 eV), lo que comparado con las referencias, significa una
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evolucién de las especies desde Pd+2 a Pd9, es decir se produce la reduccién
de las especies de paladio. Ademads, analizando la zona EXAFS, las
oscilaciones tras el borde de adsorcion se modifican claramente,
describiendo un perfil mucho mas similar al patrén de Pdo. Por lo tanto, se
puede asegurar que durante el proceso de activacion se produce la
reduccion de las especies de Pd+2 a Pd?, mostrando el un perfil muy similar
al perfil caracteristico de Pd9, donde 12 4tomos de Pd se coordinan a un
atomo de Pd central a la misma distancia con una estructura local tipo fcc
[343, 344]. No obstante, las intensidades de las oscilaciones no son
exactamente iguales al patrén de Pd o Pd foil, siendo éstas algo mas
achatadas, lo que podria indicar la presencia de nanoparticulas de Pd y no

la formacion de Pd-bulk [344].

Finalmente, bajo las mismas condiciones reductoras se estudié de
nuevo el catalizador tras bajar la temperatura hasta 25 °C (H2-200 °C-
cooled). Los cambios, aunque muy ligeros, se observan solamente en la
zona EXAFS (Figura 4.61-morado), apareciendo las oscilaciones
desplazadas levemente hacia la izquierda respecto al Pd foil y al Pd
reducido a 200 °C. Esto se puede deber a la formacion de especies 3-PdH
que no son estables a altas temperaturas y que se forman al hidrogenar el

Pd% a temperatura ambiente [345, 346].

Un estudio mucho mas profundo de la funcién ponderada k3 de la sefal
EXAFS, junto con la transformacién de esta sefial mediante la transformada
de Fourier (Figura 4.62), ofrece resultados muy similares a los descritos
anteriormente, teniendo en cuenta que las distancias no estan corregidas.
El catalizador 5%Pd/ACF(ap) a temperatura ambiente en aire (02-25 °C) y
en hidrogeno (H2-25 °C), describe una sefial idéntica al patrén Pd(NOs3)s»,
apareciendo el primer pico de la transformada de Fourier de la sefial EXAFS

a 1,5 A, lo que se relaciona con la contribucién Pd-O. Tras su reduccién a
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200 °C en atmésfera reductora (Hz-200 °C), el primer pico aparece a 2,5 A
que es la distancia Pd-Pd tipica, y es idéntico al del patrén Pd9, lo que esta
directamente relacionado con la formacién del Pd reducido. Sin embargo,
la menor intensidad de este pico con respecto al Pd foil o patrén de Pd9,
indica que no se obtuvo Pd bulk, sino nanoparticulas metalicas de Pd. Por
ultimo, tras reduccién a 200 °C y posterior enfriamiento a temperatura
ambiente (H2-25 °C-cooled), se observé el mismo pico caracteristico de Pd-
Pd, con algo mas de intensidad y con un leve desplazamiento a distancias

superiores, lo que se relaciona con la formacién de las especies 3-PdH.

Pd-Pd 5% Pd/ACF
i1 —0,-25°C
5A* H,-25°C
P ——H,-200°C
H, - 25 °C cooled
Pd(NO,),
....... Pd foil

IFTI (&)

Figura 4.62: Transformada de Fourier (FT) de la seiial EXAFS del catalizador 5%Pd/ACF en
las diferentes etapas de preparacion

Los pardmetros optimizados del ajuste de la sefial EXAFS se recogen en
la Tabla 4.13. En ellos se observa que el patrén de Pd metalico o Pd foil
presenta los valores tipicos de metales nobles ordenados en estructuras
tipo fcc con distancias Pd-Pd préximas a 2,74 A [344] y un ntiimero de
coordinacion de 12. Sin embargo, en el caso de los catalizadores reducidos
(H2-200 °C y H2-25 °C- cooled) los nimeros de coordinaciéon son menores.
Estos resultados muestran la formacion de nanoparticulas de Pd, sin llegar

a formarse el Pd bulk. En ambos casos, los niimeros de coordinacién son
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bastante similares y por tanto, no existen diferencias elevadas en el tamafio
de particula. Sin embargo, las distancias Pd-Pd si que varian, siendo algo
superiores en el caso del catalizador reducido y enfriado a temperatura
ambiente (H2-25 °C-cooled), debido probablemente a la formacién de las
especies B-PdH que se pueden formar en la superficie de las particulas de

Pd, tal y como se ha discutido anteriormente.

Tabla 4.13: Parametros optimizados del ajuste de la seiial EXAFS de la referencia de Pd y del

catalizador 5%Pd/ACF
Referencia Pd? 5%Pd/ACF 50/2Pd/ ACF
(patrén) 200 °C (Hz) 25 2C cooled
(Hz)
NC 12 8,7+0,3 9,3+04
Reara (A) 2,743 +£0,003 2,729 0,002 2,807 + 0,003

Una vez estudiado el catalizador durante su proceso de activacion, se
estudio su evolucion durante la reaccién de eliminacién de bromatos en
agua empleando H, como agente reductor. Para ello se empled la celda
solido-liquido disefiada para este tipo de experimentos. Tras incorporar el
catalizador y ponerlo en contacto directo con la disolucién de bromatos (50
ppm) con hidrégeno disuelto, es decir con la muestra de reaccién, se
adquirieron los espectros XAS, permitiendo analizar los posibles cambios
tanto en los estados de oxidacidon como en las esferas de coordinacion del
Pd. Como se observa en la Figura 4.63, el espectro normalizado del
catalizador en contacto con el medio de reaccién (tras 10 min
reaccionando) es totalmente idéntico con el obtenido tras reducir y enfriar
el catalizador. Este hecho indica que durante el proceso catalitico hay una
gran estabilidad de las nanoparticulas de Pd, sin aparecer modificaciones
ni en su estado de oxidacion, ni en la esfera de coordinacion, ni en el tamafio
de las nanoparticulas de Pd generadas sobre las fibras de carbdn activo

durante el desarrollo de la reaccion.
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Figura 4.63: Espectro XAS normalizado del catalizador 5%Pd/ACF(red) previamente a su
utilizacion (azul) y en contacto durante 10 min con el medio de reaccion (verde)

4.2.2. Actividad catalitica

En primer lugar, se realizaron ensayos previos donde se compar6 la
actividad de uno de estos catalizadores (0,5%Pd/ACF(red)) con la
actividad del mismo catalizador sin activar (0,5%Pd/ACF) y con la del
soporte sin metal incorporado (ACF). La comparacion de estos
experimentos queda reflejada en la Figura 4.64. Como se observa, el
soporte no presenta una actividad relevante tras 300 minutos de reaccién,
al igual que el catalizador 0,5%Pd/ACF sin activar, que tampoco muestra
una actividad remarcable tras el mismo tiempo de reaccién. Ademas, en
este experimento no se detect6 la formacién de bromuros, por lo que se
puede afirmar que los pocos bromatos que desaparecen, son los que
quedan adsorbidos en las fibras (ACFs) [338, 347, 348]. Por el contrario, el
experimento realizado con el catalizador 0,5%Pd/ACF(red) muestra que
éste presenta una gran actividad catalitica y que la desaparicién de los
bromatos coincide estequiométricamente con la formacién de bromuros,

indicando que se produce una reduccién directa de bromatos a bromuros,
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sin la aparicion de productos secundarios y por tanto, con una selectividad
del 100%. Los resultados también muestran que es imprescindible la
presencia de especies de Pd reducidas (Pd®) para que el catalizador

presente actividad catalitica [111, 138].
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Figura 4.64: Eliminacion catalitica de bromatos empleando catalizadores ACFs, 0,5%Pd/ACF
v 0,5%Pd/ACF(red) (50 ppm BrOs iniciales, 0,5 g catalizador, 0,6 L, Tamb y Patm)

Se estudié también la actividad catalitica de otros tres catalizadores
preparados de forma idéntica pero con diferente contenido metalico (0,25;
0,5y 1% Pd en peso). La Figura 4.65 muestra los resultados obtenidos, y
como cabria esperar, la presencia de un mayor contenido metalico sobre
las fibras, se traduce en una mayor velocidad de reaccién, consiguiéndose

la conversion total en un menor tiempo.
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Figura 4.65: Eliminacion catalitica de bromatos empleando los catalizadores 0,25%Pd/ACF,
0,5%Pd/ACF y 1%Pd/ACF reducidos (50 ppm BrOs, 0,5 g catalizador, 0,6 L, Tamb y Patm)

Para una mejor comparacién de los resultados, se analizaron éstos en

base al TOF definido como moles de bromato eliminados por tiempo y por

moles de Pd. También se realiz6 esta comparacién con el TOF*, donde se

tienen en cuenta Unicamente los moles de Pd disponibles, obtenidos a

partir de la composicién quimica y de la dispersién metalica medida por

quimisorcién de CO. En la Tabla 4.14 aparecen los valores calculados a

partir de la grafica anterior (Figura 4.65).

Tabla 4.14: Moles Pd, TOF, tamario de particula, dispersion, moles Pd disponible y TOF* de

los tres catalizadores estudiados calculado con datos de quimisorcion CO

Mol Pd (nTﬁ(:fl) :::Ei:; S'i);flpg)z) Mgligls:d (IT,,?::-’I)

(nm)
%i‘(’/s:g)/ 1,04-105 | 0,122 3,4 32,7 3,38:106 | 0,371
X'g;?r‘;% 2,26105 | 0,125 5,5 197 | 444106 | 0,634
Alc(?(lr)g(/i) 507-105 | 0,123 7,3 129 | 655106 | 0,955

Como se puede observar en la tabla anterior, los valores de TOF

obtenidos teniendo en cuenta los moles de Pd totales incorporados en cada
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uno de los catalizadores son muy similares, lo que indicaria que la
velocidad de reaccion depende unicamente de la cantidad de Pd,
obteniéndose mayor velocidad de reaccién cuanto mayor es ésta. Sin
embargo, cuando hacemos el calculo con los moles de Pd disponibles
teniendo en cuenta la dispersion metalica, los TOF* obtenidos presentan
claras diferencias. De esta manera, el catalizador 1%Pd/ACF(red) presenta
el mayor TOF*, mientras que el catalizador 0,25%Pd/ACF(red) presenta el
peor valor. Si esto se relaciona con el tamafio de particula, se puede
observar una clara tendencia donde, tamafios de particula mas grandes
ofrecen una mejor actividad (TOF* mayor), incluso presentando
dispersiones metalicas inferiores. Por ello, se puede confirmar que, tal y
como ocurria en los catalizadores Pd/Al;03, a partir de tamafios de
particula de Pd superiores a 4 nm, cuanto mayor es el tamafo de particula,
mayor velocidad de reaccién se obtiene, seguramente debido a la mayor
facilidad para formar especies 3-PdH en las particulas de Pd soportadas

sobre las fibras.

El catalizador que proporcioné el mayor TOF* (1% Pd en peso) fue
utilizado para analizar la posible existencia de problemas de transferencia
de materia en el transcurso de la reaccién. Para ello, se realizaron varios
test cataliticos con distinta cantidad de catalizador, pero manteniendo el

resto de las variables o condiciones de reaccién inalteradas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.66, donde se
observa que, tal y como cabe esperar, hay una menor velocidad de reaccion
cuanto menor es la cantidad de catalizador incorporado en el sistema de
reaccion. Sin embargo, los TOF obtenidos en las tres reacciones son muy
similares (0,123; 0,126 y 0,127 min-!). Esta similitud en los valores de
velocidad de reaccién normalizados respeto a los moles de Pd, indican que

no existen limitaciones de transferencia de materia o problemas
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difusionales [109, 319]. Por tanto, se puede afirmar que bajo las
condiciones de trabajo del presente estudio no parecen existir problemas

de transferencia de materia.
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Figura 4.66: Eliminacion catalitica de bromatos empleando catalizador1%Pd/ACF(red) con
tres masas de catalizador distintas (50 ppm BrO3- iniciales,, 0,6 L, Tamb y Patm)

Por altimo, se estudié como se modificaba la actividad del catalizador al
variar la concentracion de cada uno de los reactivos (bromatos e H>), sin

alterar el resto de condiciones de reaccion.

En primer lugar, se evalu6 la actividad del catalizador 1%Pd/ACF(red)
en tres reacciones utilizando diferentes concentraciones iniciales de
bromatos, que fueron 50, 100 y 150 ppm, equivalentes a 2,35-10-4; 4,89-10-
4y 7,04-10-4 moles de bromato. La Figura 4.67 muestra la evolucion en el
tiempo de las tres reacciones mostrando los moles de bromuro producidos
frente al tiempo de reaccion. Se puede observar que tras 1 hora de reaccioén,
se consigue transformar mas del 90% de los bromatos en bromuros, siendo
la velocidad de reaccién proporcional a la concentracién inicial de
bromatos, indicando que existe un acinética de pseudo-primer orden con

respecto a los bromatos. Resultados similares habian sido observado con
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los catalizadores de Pd basados en alimina y también, habian sido
descritos en la bibliografia con otro tipo de catalizadores [109, 140]. Como
en los casos anteriores, los moles de bromuro producidos son casi idénticos
a los moles de bromato consumidos y por tanto, el rendimiento de las

reacciones es total ya que, la selectividad es del 100% [110, 133, 140, 141].
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5,06-04
4,0E-04

3,06-04

bromuro producido (mol)

2,0E04

-8-50ppm
1,0E-04 100ppm
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[} 60 120 180 240
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Figura 4.67: Eliminacion catalitica de bromatos empleando el catalizador 1%Pd/ACF(red) con
tres [BrOs] iniciales diferentes 50, 100y 150 ppm ( 0,5 g catalizador, 0,6 L, Tamb y Patm)

A continuacion, se estudié la variacion de la velocidad de reacciéon
empleando diferentes presiones parcial de H». Para llevar a cabo esta serie
de reacciones se emple6 la misma masa de catalizador 0,5%Pd/ACF(red),
utilizando presiones parciales de H, de 1, 0,5 y 0,25. La Figura 4.68 muestra
los resultados obtenidos en este estudio. Como se puede observar, en este
caso también existe una relacion directa entre la velocidad de reaccion y la

presion parcial de H.
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Figura 4.68: Eliminacion catalitica de bromatos empleando el catalizador 0,5%Pd/ACF(red)
con tres presiones parciales de H> diferentes 1; 0,5y 0,25 atm (50 ppm BrOs  iniciales, 0,5 g
catalizador, 0,6 L, Tamb y Patm)

Resultados similares habian sido descritos por Palomares et al. [111]
quienes realizaron un estudio sobre la influencia de la presién parcial de
H; sobre la velocidad de reaccién, sugiriendo que la reaccién de reduccién
de bromatos con Hz no solamente esta controlada por la concentracién de
bromatos sino también por la concentraciéon de H; disuelto, hipoétesis
corroborada en la presente tesis. Estos resultados indicarian que esta
reaccion es de pseudo-primer orden tanto respecto a la concentracién de
bromatos como con respecto a la presiéon parcial de hidrégeno. No
obstante, seria necesario un estudio en mayor profundidad, empleando
otros rangos de concentraciéon de ambos reactivos, para poder realizar un

estudio cinético completo.

4.2.3. Estudios de desactivacion

Se realizo6 un estudio de desactivacion de los catalizadores, utilizando el

catalizador 1%Pd/ACF(red) en reacciones sucesivas. Los resultados
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obtenidos fueron casi idénticos en todas las reacciones llevadas a cabo, tal
y como se puede observar en la Figura 4.69. La inexistencia de diferencias
significativas confirma que no existe una desactivacion del catalizador en
el transcurso de la reaccién tras varios retsos. Incluso se puede observar
un leve incremento en la actividad catalitica en el segundo uso del

catalizador, y ello pese a que tras cada ciclo se pierde algo de catalizador.

100

Conversion (%)

0 10 20 30 a0 50 60
Tiempo (min)

Figura 4.69: Eliminacion catalitica de bromatos empleando el catalizador 1%Pd/ACF en 4
reacciones sucesivas (0,5g catalizador, 50 ppm bromatos, 0,6 L, Patm y Tamb)

La caracterizacion de los catalizadores usados mostré que el catalizador
tras la primera reaccion ve alterada su estructura macroscopica.
Probablemente, la elevada agitacién utilizada durante la reaccién provoca
la pérdida de la forma tejida de los catalizadores, pasando de ser un tejido
o entramado de fibras totalmente ordenado a una marafia de fibras sin
ningun orden, colocadas de forma aleatoria. La Figura 4.70 compara dos
imagenes de FESEM a los mismos aumentos del catalizador 1%Pd/ACF,
comprobandose que el entramado o tejido del catalizador se pierde
completamente tras reaccion, para formarse una mezcla aleatoria de las
fibras del catalizador. Se observa también que hay una modificacién en la

longitud de la mayoria de las fibras que se acortan, mientras que el

236



4.- ELIMINACION CATALITICA DE BROMATOS

diametro de las fibras permanece constante. Esto podria explicar el ligero
aumento en la actividad catalitica observada a partir del segundo uso del
catalizador (Figura 4.69), ya que al deshacerse el tejido entramado existe

un mejor contacto de los reactivos con el catalizador.

Figura 4.70: Imagenes FESEM del catalizador 1%Pd/ACF antes de su utilizacion en reaccion
(izq.) y tras su uso en reaccion (dcha.)

Se realizé también un andlisis quimico (ICP-AES) del catalizador tras su
reutilizacion, comprobando que tras los diferentes usos, el contenido en Pd
se mantiene inalterado, sin observarse trazas del metal en el medio de
reaccion. Estos resultados confirman, de nuevo, que los catalizadores son
estables y activos, pudiendo ser utilizados en reacciones en continuo donde

se traten aguas contaminadas.
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Asi pues, los resultados obtenidos en este capitulo permiten concluir
que los catalizadores de Pd soportados en fibras de carbén activo o aliimina
son eficaces para eliminaciéon de bromatos en agua contaminada, siendo
probablemente mas interesante el uso de los catalizadores basados en
alimina en forma de polvo para sistemas de tratamiento de agua en
reactores de tanque agitado, mientras que la utilizacién de fibras de carbén
activo parece mas interesante cuando se empleen sistemas en continuo,

como reactores de flujo piston.

Asimismo, se ha establecido que la actividad del catalizador depende del
tamafio de las particulas de Pd soportadas y de la dispersiéon del metal
sobre el soporte. Se ha observado que en los catalizadores con tamafios de
particula inferior a 4 nm (aprox.) es la dispersién la variable mas
influyente, ofreciendo mejores actividades cuanto mayor es la dispersion
del Pd. Sin embargo, en los catalizadores con particulas de Pd superiores a
4 nm, un mayor tamafo de particula aumenta la actividad catalitica, debido
a la formaciéon de las especies B-PdH, que aparecen al adsorberse y
disociarse el H, suministrado. Estas especies son las que reaccionaran con

los bromatos, reduciéndolos a bromuros.

En los diferentes estudios llevados a cabo se ha observado que tanto la
dispersion como el tamafio de particula de Pd depende de la sal precursora
utilizada, del contenido metalico y/o del soporte utilizado. Por ultimo, se
ha estudiado la cinética del proceso comprobando que la velocidad de
reaccion depende tanto de la concentracion de bromatos del agua tratada,
como de la concentracién de H; disuelto, siendo una reaccién de pseudo-

primer orden frente a ambos reactivos.
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El segundo objetivo de esta tesis es el desarrollo de aditivos con
propiedades biocidas. Para ello, en el presente capitulo se estudia la
actividad biocida de diferentes materiales preparados en el laboratorio
frente a dos tipos de microorganismos patégenos: bacterias y hongos. Estos
agentes biocidas se han incorporado en la formulacién de otros materiales
(polimeros 'y recubrimientos alimentarios), buscando nuevas

funcionalidades bactericidas y antifungicas.

5.1. Estudios bactericidas

En primer lugar, se analizaron los efectos biocidas de diversas zeolitas
con plata frente a microorganismos procariotas, como son las bacterias.
Este tipo de microorganismos unicelulares, son imprescindibles para
nuestra supervivencia debido a los diferentes procesos metabdlicos
naturales que pueden desarrollan como, por ejemplo, la aceleracién de la
descomposicion de animales y plantas muertas o la fijacién de nitrégeno
atmosférico [349]. Ademas, ciertas bacterias son utilizadas en industrias
como la alimentaria por su capacidad fermentadora, o en la industria
quimica para la produccién de compuestos de todo tipo. No obstante,
algunos de estos microorganismos también pueden producir graves
problemas en la salud humana. Asi, mas del 90% de las enfermedades
nosocomiales [350] y la mayoria de las enfermedades transmitidas por
alimentos y agua estan relacionadas con bacterias [351], lo que constituye

un problema sanitario y econémico de relevancia mundial [352].

Por ello, se seleccionaron dos tipos de bacterias comunes [353, 354]
para estudiar el efecto de las zeolitas con plata sobre ellas. Por un lado,

como ejemplo de bacteria Gram-positiva, se empledé la bacteria
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Staphylococcus aureus (S.aureus), una bacteria anaerobia, inmdvil, con
formade cocoy que esta presente en los propios seres humanos [355], pero
que pueden ser causa de lesiones superficiales leves tales como
inflamaciones cutdneas o infecciones ulcerosas, y de infecciones mas
peligrosas como endocarditis, neumonia o fiebre escarlatina [356, 357].
Ademas, hay que destacar que cierta mutacién de esta bacteria,
denominada especificamente MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus
aureus), ha conseguido ser resistente a los principales antibiéticos basados
en penicilina y meticilina, y que el Centro Europeo de Control y Prevencién
de Enfermedades ha contabilizado mas de 171000 infecciones causadas

por esta bacteria en la Unién Europea [358].

Por otro lado, como ejemplo de bacteria Gram-negativa se escogié la
bacteria Escherichia coli (EC). Este microorganismo anaerobio es uno de los
mas comunes entre la flora que habita el intestino grueso humano, y posee
un papel determinante en el mantenimiento de las funciones fisiolégicas
(microbiota). Sin embargo, también es un patégeno humano muy comun,
responsable de enfermedades tales como la meningitis purulenta en
neonatos, la cistitis en mujeres o diversas enfermedades diarreicas [359].
Esta bacteria de la familia de las enterobacterias suele tener forma de
bacilo, no forma esporas y posee unos flagelos que rodean su cuerpo y

permiten su movilidad.

Ademas de analizar las propiedades antibacterianas de las zeolitas con
plata frente a estas dos bacterias, también se han estudiado las
propiedades fisico-quimicas de estos materiales para intentar relacionar
su actividad bactericida con dichas propiedades. Para realizar este estudio
se han seleccionado diversos tipos de zeolitas: LTA, CHA, FAU, MFI y BEA,

las cuales fueron seleccionadas [255] debido a:
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- Su posibilidad de intercambio i6nico en un amplio rango de
concentraciones

- Su facil disponibilidad, bien por ser comerciales o por ser
zeolitas cuyos métodos de sintesis no son demasiado complejos

- Subajo-medio coste

- La gran variedad de estructuras y composiciones (diferentes
relaciones Si/Al)

La nomenclatura empleada se basa en las tres siglas empleadas por la
Asociacion Internacional de Zeolitas (IZA) para identificar la estructura
zeolitica, seguida de “Ag” en aquellas zeolitas con plata incorporada, junto
con un guion tras el que se indica la relacion Si/Al de la zeolita (N) y de un
guion bajo seguido del porcentaje de intercambio de plata respecto del
maximo posible, (n), XXXAg-N_n. Un caso especial seran aquellas muestras
con un 2% en peso de plata incorporada, las cuales seran identificadas de
igual manera a las anteriores, pero sin incluir ningiin porcentaje de
intercambio y simplemente definida por las tres siglas de la estructura
zeolitica, seguido de Ag y de la relacién Si/Al de la estructura (N), XXXAg-
N. Por ejemplo, FAUAg-2,4 define una zeolita con estructura faujasita, con
una relacion Si/Al de 2,4 y un 2% en peso de plata, mientras que BEAAg-
1,3_100% definiria a una zeolita tipo beta con relacién Si/Al de 1,3 y que

ha intercambiado el 100% de los cationes originales por cationes Ag*.

5.1.1. Zeolitas LTA con plata

Los ensayos bactericidas se iniciaron con la familia zeolitica de
estructura Linde Type A o LTA, zeolitas tridimensionales de poro pequefio
que albergan grandes cavidades en su interior. Se prepararon diferentes
zeolitas con relacion Si/Al = 1 (zeolita comercial 4A) a distintos niveles de

intercambio de plata, 10, 20, 50 y 100 %, y también se preparo otra zeolita
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a la que se le incorpord aproximadamente un 2% en peso de plata. La
actividad bactericida de estas zeolitas con plata fue estudiada frente a las
dos bacterias anteriormente citadas en dos medios de cultivo distintos:
agua de peptona (PW) y triptona de soja (TSB). Ademas, las muestras
fueron caracterizadas mediante distintas técnicas permitiendo conocer

algunas de sus propiedades fisicas, quimicas y estructurales.

5.1.1.1. Caracterizacion

En primer lugar, se realizé un estudio mediante difraccién de rayos X de
las diferentes zeolitas LTAs intercambiadas. En todos los difractogramas
(Figura 5.1, 5.2 y 5.3) se pudieron observar las reflexiones caracteristicas
de la zeolita LTA a 26 = 7,2°; 10,3°%; 12,6° 21,8°; 24,0°; 27,2°; 30,0° y 34,3°
(JCPDS: 00-38-0241); confirmando, que las dos zeolitas sintetizadas en
nuestro laboratorio (LTA-2 y LTA-5), fueron preparadas correctamente

[260, 360, 361].

5000 u.al

LTAAgG-1_100%

LTAAg-1_50%

LTAAg-1_10% l
i >
= g K
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Intensidad (u.a.)

LTAAg-1

Figura 5.1: Difractogramas de los materiales basados en LTA-1 con diferente contenido en Ag
(de abajo a arriba de menos a mas contenido en plata)
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Figura 5.2: Difractogramas de los materiales basados en LTA-2 con diferente contenido en Ag
(de abajo a arriba de menos a mas contenido en plata)
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Figura 5.3: Difractogramas de los materiales basados en LTA-5 con diferente contenido en Ag
(de abajo a arriba de menos a mas contenido en plata)

En ningln caso, se observd la presencia de fases amorfas tras la
incorporaciéon de la plata, indicando que la incorporacién del agente
biocida no produce modificaciones en la estructura cristalina de la zeolita,
ya que los picos de difraccién se mantienen en las mismas posiciones. Se
observo, ademas, que no aparece ningun pico de difraccion caracteristico

de la plata metdlica, ni del 6xido de la plata, independientemente de la
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cantidad de plata incorporada y de la relacién Si/Al de las zeolitas LTAs, lo
que permite asegurar que la plata incorporada se encuentra como cationes
Ag+. Sin embargo, las intensidades de los picos asociados a la zeolita
variaron segun el contenido en plata incorporado, modificaindose sus
intensidades relativas. Esto podria estar relacionado con el intercambio de
los cationes Na+ que compensan el defecto de carga de la estructura [362]
por los cationes Ag* y/o con la pérdida de cierta cristalinidad del material
al incorporar el agente biocida [235]. La primera hipotesis es la mas
probable ya que la zeolita no ha sufrido ningun tratamiento agresivo que
modifique su cristalinidad. Por ello, los cambios en la naturaleza, posicion
y contenido de especies extra-red que compensan el defecto de carga es,
probablemente, la causa de las alteraciones en la intensidad de los picos de

difraccion [243].

Las areas superficiales de las zeolitas sintetizadas (LTA-2 y LTA-5) y de
las zeolitas intercambiadas fueron determinadas mediante el estudio de las
isotermas de adsorcién-desorcion de N, y de Ar (Tabla 5.1). Estudiando
estos datos, se observa que teniendo todas las zeolitas la misma estructura,
la zeolita LTA-2 presenta una menor area que la LTA-5. Esto puede ser
debido a la diferente cantidad de cationes de compensacién (Na+)
presentes en el sistema poroso del material zeolitico, que hace disminuir el
area superficial del material con mayor contenido en sodio, al impedir este
cation de compensacion el acceso a las cavidades microporosas de la
zeoilta. Estos datos son muy similares a los obtenidos por Palomino et al.
[262], los cuales también observaron una disminucién del area de las
zeolitas al disminuir la relacién Si/Al, o lo que es lo mismo, al aumentar el

contenido en cationes de compensacion.
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Tabla 5.1: Valores de drea superficial BET determinados por adsorcion-desorcion de Ny Ar®

Muestra Area BET (m?/g) Tamafio de poro medio ( A)

LTA-52 619 -

LTA-2a 559 -
LTAAg-5_100%" 382 40
LTAAg-2_100%" 270 33
LTAAg-1_100%" 214 24

Los estudios de area BET de las zeolitas intercambiadas con plata se
realizaron empleando Ar como gas de adsorcion, debido a su menor
tamafio. Los resultados mostraron una disminucién del drea BET cuanto
mayor es la cantidad de plata incorporada y menor la relacién Si/Al en la
zeolita, lo que, de nuevo, se puede relacionar con el bloqueo de las
cavidades al aumentar el nimero y tamafo de los cationes de
compensacién. Si nos fijamos en el tamafio o distribucién de poro medio
analizado por este método, se observa una disminucién del mismo
conforme aumenta la relacion Si/Al de la zeolita, y con ello, la cantidad de

cationes de compensacion incorporados.

Se realiz6 también un estudio de la morfologia de las zeolitas
empleadas. La Figura 5.4 muestra 6 imagenes obtenidas mediante el
microscopio electrénico de barrido de emisiéon de campo (FESEM) a dos
magnificaciones distintas, mostrando como las zeolitas sintetizadas (LTA-
2 y LTA-5) presentan una morfologia ctiibica [363], al igual que la zeolita
comercial (LTA-1). No obstante, mientras que la LTA-1 presenta un tamafio
de cristal entre 1,3 y 4,2 um, las zeolitas sintéticas muestran un tamafio de
cristal algo inferior, entre 0,4 y 1,4 um mostrando, ademas, un mayor
numero de agregados. De la misma forma, se tomaron imagenes de las
mismas zeolitas una vez incorporada la plata a través de intercambio

cationico, sin observarse diferencias ni en el tamafio de particula ni
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tampoco en la morfologia de las zeolitas tras la incorporacién del metal. La
Figura 5.5 muestra varios ejemplos de diferentes zeolitas con contenidos
de plata variables, observandose unicamente diferencias en el tamafio de

particula de las zeolitas con distinta relacién Si/Al

Figura 5.4: Imagenes FESEM de las zeolitas LTA con distinta relacion Si/Al previamente al
intercambio cationico a 2000 aumentos (izq.) y a 5000 aumentos (dcha.), excepto LTA-5 a 5000
aumentos (izq.) y a 8000 aumentos (dcha)
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Figura 5.5: Imagenes FESEM de las zeolitas LTA con distinta relacion Si/Al (1,2 'y 5 de arriba
a abajo). De izq. a dcha.: zeolitas sodicas, 100% intercambiadas y con un 2% en peso de Ag.

Sellevé a cabo también un mapeo elemental en algunas de las muestras
(Figura 5.6) observando que la plata se distribuia homogéneamente en la
zeolita, independientemente de la cantidad de plata incorporada,

ocurriendo de igual manera en todas las zeolitas estudiadas.

LTAAE-1_100%

Fie “

Figura 5.6: Imagenes FESEM de zeolitas con distinto contenido en Ag (48,4% Ag enLTAAg-
1 100%y 1,8% Ag en LTAAg-1) a 10000 aumentos y mapeo elemental de plata (puntos azules)

249



5.- MATERIALES BIOCIDAS

Se emple6 también la técnica de EDS acoplada al FESEM para conocer el
contenido en plata de los materiales de forma puntual. Estos datos se
presentan en la Tabla 5.2 junto con la composicién quimica de las distintas
zeolitas determinadas mediante ICP-AES. Los contenidos de plata
obtenidos mediante ambas técnicas son bastante similares, lo que
evidencia una buena dispersiéon del metal en la estructura zeolitica.
Calculando con este dato el porcentaje de intercambio se obtuvieron para
la zeolita LTA-1 intercambios muy cercanos a los buscados, mientras que
con las otras dos zeolitas no se llegaron a alcanzar los intercambios
deseados, pues, sus caracteristicas dificultan el proceso de intercambio

ionico.

Tabla 5.2: Composicion quimica de las distintas zeolitas LTA utilizadas medido por ICP-AES

(a) y por EDS (b).
% en Grado de Relacion
Material peso intercambio molara
Aga (%) Si/Al

LTA-1 - - 1,1 15,3 -

LTAAg-1 >100% | 60,2 128,4 0,9 0 -
LTAAg-1_100% 48,4 95,9 0,9 0,5 49,1

LTAAg-1_50% 30,6 50,1 0,9 7,9 -

LTAAg-1_10% 7,6 9,4 0,8 - -
LTAAg-1 1,8 2,7 0,9 13,9 1,9

LTA-2 - - 2,0 9,7 -
LTAAg-2_100% 30,8 83,9 1,9 0,3 27,4

LTAAg-2 50% | 17,2 38,6 2,1 - -

LTAAg-2 20% 9,0 17,5 2,0 - -
LTAAg-2 2,2 6,0 1,9 6,1 1,9

LTA-5 - - 4,9 5,6 -
LTAAg-5_100% 17,0 77,9 4,6 1,0 20,9

LTAAg-5_50% 8,3 43,0 5,0 - -
LTAAg-5 1,9 8,7 4,8 51 1,6

A parte de estos estudios, se realiz6 un estudio STEM en condiciones de
campo oscuro anular de alto angulo (HAADF) empleando un microscopio

electrénico de transmision de elevado potencial como es el Titan Themis
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60-300. La zeolita analizada fue la zeolita LTA intercambiada al 100% de
relacion Si/Al de 5 (LTAAg-5_100%). Estos analisis fueron llevados a cabo
en la Universidad de Cadiz, en colaboracién con el grupo del profesor
Calvino. En la Figura 5.7 se muestran imagenes a baja magnificacién donde
se observa un gran nuimero de cristales zeoliticos con morfologia ctibica,
tipica dela LTA [364]. Pero ademas, se pueden apreciar un elevado niimero
de particulas sobre el soporte zeolitico que presentan un contraste distinto,
y que deberian corresponder a especies de plata uniformemente

distribuidas por el soporte.

Figura 5.7: Imagenes STEM de la zeolita LTAAg-5 100% en modo HAADF

Esto se comprobo realizando un mapeo elemental de la muestra (Figura
5.8) observando que las particulas con diferente contraste eran especies de
plata distribuidas uniformemente en los cristales zeoliticos. Ademas de la
plata, el EDS mostroé los elementos caracteristicos de la zeolita, Al, Siy O,
siendo la concentracion de Al bastante inferior a la de Si, de acuerdo con la

relacion Si/Al de la zeolita analizada (LTA-5).

Figura 5.8: Imagen STEM de la zeolita LTAAg-5 100% junto con el mapeo elemental de la
imagen (Si-verde, Al-azul, O-amarillo y Ag-rojo)
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Tomando imagenes a mayores aumentos (Figura 5.9) se consigui6
observar como la mayor parte de la plata se encuentra distribuida
siguiendo la topologia zeolitica, lo que indicaria que se ha producido la
incorporacion de la plata como catiéon de compensacion en toda la zeolita.
Pero ademas, se observaron aglomeraciones de plata extra-red, en varias
zonas de la superficie de los cristales zeoliticos (Figura 5.7 y Figura 5.9). De
igual manera, se llevaron a cabo estudios sobre otras zonas y cristales de la
misma muestra. La Figura 5.10 muestra desde otra perspectiva como las
especies de plata se disponen tanto sobre la zeolita como en sus canales,
observandose de nuevo particulas de gran tamafio que no pueden
disponerse en el interior de la zeolita junto con, plata ultradispersa
colocada en los canales y cavidades de la zeolita que se encontrara
mayoritariamente intercambiada como especie Ag*. Asi, del analisis de
estas imagenes se puede decir que la plata incorporada en la zeolita se
encuentra principalmente intercambiada, pero también formando

pequenas aglomeraciones en la superficie.

Original
s

10 nm

Denaised

L—110nm

Figura 5.9: Imagenes STEM a diferentes aumentos de la zeolita LTAAg-5 100%
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Figura 5.10: Imagenes STEM a diferentes aumentos de la zeolita LTAAg-5 100%

Se realizaron también estudios de reduccién termoprogramada (TPR)
de las muestras. La Figura 5.11 muestra los perfiles de las tres zeolitas
intercambiadas con plata, observandose que las diferentes relaciones Si/Al
y la diferente cantidad de plata incorporada influyen en el termograma
obtenido. Asi, la zeolita LTAAg-1_100% presenta dos picos principales a
100°C y 140°C, siendo este ultimo el mas significativo, junto con una
pequeia banda a 350 °C. La atribucién de estos picos a distintas especies
de plata no es sencilla debido a que no existe demasiada literatura sobre
estudios de TPR de zeolitas tipo LTA con plata. Diferentes autores [236,
365-367] han estudiado otras zeolitas intercambiadas con plata y han
asignado los dos picos iniciales, a 100°C y 140°C, a la reduccién de 6xidos
de plata (AgO u Ag:0, formando clusters) localizados en la superficie de la
zeolita. Por otro lado, el pico a 350 °C se atribuye a la reduccion de clusters
Ag>0 situados en las cavidades de la zeolita. Sin embargo, otros autores
asignan los picos a bajas temperaturas a la reduccién de cationes Ag+ a
clusters Agm™ y a la reduccién de Ag+ a Ag®. El pico a temperatura mas
elevada se asigna a la reduccién de los clusters Agm™ hasta Ag metdlica

[368]. Debido a que los resultados obtenidos por difracciéon de rayos X no
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mostraban la presencia de Ag0, se puede asignar el primer pico a 100 °C a
lareduccién de Ag* a clusters Agm®*y el pico a 350 °C alareduccion de estos
clusters a Ag®, mientras que el pico a 140 °C estaria asignado a la reduccién

directa de Ag+ a Ag0.

——LTAAG-1_100%
——LTAAG-2_100%
——LTAAg-5_100%

Intensidad (u.a.)

.

T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700
T¢C)

Figura 5.11: Perfiles H>-TPR de las tres muestras LTA completamente intercambiadas

Por otro lado, las zeolitas LTAAg-2_100% y LTAAg-5_100% presentan
Unicamente un pico positivo a 100 6 125 °C, respectivamente, atribuido a
la reduccién de cationes Ag* situados en diferentes localizaciones de la
estructura zeolitica a Ag? y/o a clusters tipo Agn®*. No obstante, no se
observa el pico de reduccién positivo a elevadas temperatura, lo que podria
indicar que en estos materiales no se forman los clusters Agn"* y que los
cationes Ag* se reducen completamente hasta Ag? a bajas temperaturas.
Ademas, lo mas significativo de estas muestras es la apariciéon de picos
negativos de reduccién a elevadas temperaturas. En el caso de la zeolita
LTAAg-2_100%, este pico aparece alrededor de 420 °C con un hombro
pronunciado a 450 °C, mientras que en el caso de la zeolita LTAAg-5_100%
aparecen dos picos negativos a 325 °C y 420°C. Berndt et al [369] en

estudios similares, atribuyen estos picos negativos a la reoxidacion de Ag?,
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asumiendo la reaccion de reduccion-oxidacién como un proceso reversible,

tal como se muestra en la Ecuacion 11:

Ecuacién 11 Ag*Z™ + iH, & HYZ™ + Ag°

Por tanto, los distintos perfiles TPR de las tres LTA intercambiadas al
100% muestran una evolucidén de las especies de plata distinta en cada una
de ellas, por lo que la distinta relacion Si/Al junto con el diferente contenido
en plata parece tener una cierta influencia en la reducibilidad de las
mismas. No obstante, lo mas significativo es que en todas ellas se observa
como a temperatura ambiente todas las zeolitas poseen Ag* como especie

predominante.

Se realizaron también estudios de espectroscopia de UV-visible a
distintas temperaturas (temperatura ambiente y tras calentar a 400 °C) de
las zeolitas intercambiadas. Como se puede observar en la Figura 5.12,
correspondiente a la zeolita LTAAg-1_100%, las bandas de absorcién son
distintas dependiendo del tratamiento térmico sufrido. Estas variaciones
coinciden con las modificaciones observadas en los colores de la muestra
durante los tratamientos a distinta temperatura. De esta manera, tras el
secado de la muestra y antes de calcinar (RT), la muestra posee un color
blanco-amarillento, lo que se encuentra relacionado con la presencia de
una banda de absorcién ancha y poco definida entre 350 y 500 nm. En
cambio, tras la calcinacién y enfriamiento a temperatura ambiente (400-
RT), aparecen dos bandas anchas centradas en 390 y 450 nm, con un
hombro a 520 nm, observandose ademas una modificacién del color de la
muestra, que pasa a ser naranja oscuro. Todas estas bandas de absorcion
solamente pueden ser debidas a las especies de plata presentes en la
zeolita, ya que es el tinico elemento de la muestra que posee orbitales d,

que pueden absorber en la zona del visible [367, 370, 371]. La asignacion
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de estas bandas no es sencilla y diversos autores han estudiado el espectro
UV-vis de diferentes zeolitas intercambiadas con plata, ofreciendo distintas
interpretaciones. Por un lado, Seifert et al. [372] estudiaron la zeolita LTA-
1 con diferentes grados de intercambio observando una banda de
absorcién entre 400 y 454 nm que asignaron a cationes Ag* coordinados a
anillos de 4 miembros de la zeolita. Ademas, al estudiar las mismas zeolitas
deshidratadas (tras tratamiento térmico), los espectros muestran una
nueva banda de absorcién a 520 nm, que atribuyeron alos mismos cationes
pero que, tras eliminar el agua, interaccionaban con otro cation Ag*
cercano, en una posiciéon de coordinacién con el anillo de 6 miembros,
dando lugar a la aparicién de esta banda. Por otro lado, Jacobs et al [373]
propusieron en sus estudios que estas bandas son debidas a la presencia
de clusters de plata parcialmente reducidos (Ag+-Ag-Ag+) en la zeolita LTA-
1, generados por la auto-reducciéon de este metal. Ademas, en este estudio
se asegura que este tipo de clusters solamente se pueden dar en zeolitas
LTA con relacién Si/Al de 1, debido a la elevada cantidad de plata que
puede incorporary al tipo de estructura abierta que presenta dicha zeolita.
Ambas hipétesis pueden explicar los resultados obtenidos vy
probablemente todas las especies descritas se encuentren en esta zeolita.
Ademas, en todos los casos aparecen también bandas en la zona del

ultravioleta (A<300 nm), asignadas a los cationes Ag* aislados.
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Figura 5.12: Espectros UV-visible de las zeolitas LTAAg-1_100% a temperatura ambiente
(RT), y a temperatura ambiente tras calcinar a 400 °C (400-RT)

Por otro lado, los estudios UV-vis de las zeolitas LTAAg-2_100% y
LTAAg-5.100% a temperatura ambiente no muestra bandas claras de
absorcidn en la zona del visible (Figura 5.13 y Figura 5.14), pero muestran
las bandas de absorcion caracteristicas de las especies Ag* en longitudes de
onda menores a 300 nm, tal como ocurria en la zeolita de relacién Si/Al =
1, con un elevado ruido. En ambos casos, tras calcinar a 400 °C y dejar
enfriar, aparecen nuevas bandas como en el caso de la LTAAg-1_100% pero
a longitudes de onda menores, especificamente entre 450 y 350 nm en la
zeolita LTAg-2_100%, y a longitudes de onda menores de 350 nm en la
zeolita LTAAg-5_100%, es decir, en un rango mas energético. Tanto las
modificaciones de la intensidad de las bandas como su desplazamiento a
longitudes de onda menores esta relacionado con la cantidad de plata

incorporada en la zeolita tal y como se ha descrito en la bibliografia [372].
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Figura 5.13: Espectro UV-visible de la zeolita LTAAg-2 _100% a temperatura ambiente (RT), y
a temperatura ambiente tras calcinar a 400 °C (400-RT)
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Figura 5.14: Espectro UV-visible de la zeolita LTAAg-5_100% a temperatura ambiente (RT), y
a temperatura ambiente tras calcinar a 400 °C (400-RT)

Los resultados obtenidos mediante TPR y espectroscopia UV-vis,
indican la existencia de diferentes interacciones de la plata y/o la diversa
localizacién de las especies de plata en las zeolitas LTA dependiendo de la
relacion Si/Al del soporte y del distinto contenido en plata. Para confirmar
esto, se llevo a cabo un estudio de espectroscopia de absorcién de rayos X

(XAS) con estas muestras. Se realizaron medidas in situ en el borde de
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absorcién K de la plata (25514 eV) durante un tratamiento térmico y tras

enfriar las muestras en una atmdsfera inerte (He).

La Figura 5.15 (izq.) muestra los espectros de absorcién de rayos X de
las tres muestras LTA intercambiadas al 100% antes de calcinar junto con
los espectros de las referencias utilizadas, citrato de plata como referencia
del cation Ag+ y plata metalica como referencia de Ag®. Estudiando los
perfiles en la zona XANES, se observa que el salto de absorcién para las tres
muestras se da a 25517 eV, caracteristico de las especies Ag*, pero ademas
todos los perfiles son casi idénticos al descrito por la referencia de citrato
de plata (Ag*), por lo que se puede asegurar que tras los intercambios las
zeolitas presentan en su gran mayoria cationes Ag* como especie
predominante. Para analizar mejor las muestras se grafica la primera
derivada de la sefal XAS (Figura 5.15-dcha.), observandose claramente la

similitud de la sefial de Ag-LTA con la de la referencia Ag-.

Agil) ref: 25514 eV, Agil) rel,: 25517 eV

—— 1" derivada LTAAG-1_100% (RT)
—— 1" dertvada LTAAG-2_100% (RT)
—— 1" derivada LTAAG5_100% (RT)
== 1" denivada Agl0) ref.
== 1" derivada Ag(l} ref.

——LTAAg-1_100% (RT)
——LTAAg-2_100% (RT)
——LTAAg-5_100% (RT)
===~ Ag(0) ref.

=ooms AQEref,

Absorclén normalizada (u.a.)
Absorcion normalizada {a.u)

i
T T T
25480 25500 28520 25540 25580

T T T T
25480 25500 25520 25540 25560

Energia (e¥) Energia (aV)

Figura 5.15: A la izquierda, espectro XAS de las muestras LTA intercambiadas totalmente con
plata y los patrones Ag(0) y Ag(l) a temperatura ambiente y atmosfera inerte (He). A la
derecha, primera derivada de la sefial XAS de las mismas muestras y referencias.

Por otro lado, el estudio de la parte EXAFS del espectro (tras el salto de
absorcién) mediante la transformada de Fourier de la sefial, permite
obtener las distancias y numeros de coordinaciéon de la plata, cuyos

resultados aparecen en la Tabla 5.3. La zeolita LTAAg-1_100% presenta dos
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distancias de coordinacién entre los atomos de Ag y los 4 atomos de O que
les rodean. Estas distancias son de 2,3 A en un caso y de 2,8 A en otro.
Ademas, el estudio de la distancia Ag-Ag muestran que los 4&tomos de Ag
tienen otros dos atomos de plata a una distancia de 2,9 A. La LTAAg-
2_100% también presenta 4 atomos de O a 2,3 y 2,8 A de distancia del
atomo de Ag, mientras que solo se encuentra un inico atomo de plataa 2,9
A. Por dltimo, la LTAAg-5_100% presenta, de nuevo, los 4 &tomos de O a las
mismas distancias al &tomo de Ag (Ag-0), pero en este caso no presenta
atomos de plata en el entorno de coordinacién cercano de la plata (<3,3 A).
Esto indicaria claramente que el aumento de la relacién Si/Al y la
disminucién del contenido en plata de las zeolitas provocan un incremento
en las distancias entre los &tomos de plata, dificultando la formacién de los

clusters.

Tabla 5.3: Resultado del ajuste de los parametros EXAFS de las zeolitas Ag-LTA

Distancia (A) Nim. coordinacién
Ag-0 2,3 3,1
Ag-0 2,8 1,4
Ag - Ag 2,9 1,9
Distancia (A) Ném, coordinacién
Ag-0 2,3 2,9
Ag-0 2,8 0,7
Ag - Ag 2,9 1,3
Distancia (A) Ném, coordinacién
Ag-0 2,3 2,9
Ag-0 2,9 0,7
Ag-Ag - -

En resumen, estos resultados muestran que las especies de plata tras la
incorporacion del metal en las zeolitas con estructura LTA son
mayoritariamente cationes Ag+, pero con una distancia interatémica y una
disposicion relativa diferente, debido al distinto contenido en plata y a la
distinta relacién Si/Al de cada LTA. Estos datos confirman los resultados

obtenidos por espectroscopia UV-vis donde al variar la relacién Si/Al de las
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zeolitas aparecian bandas asignadas a cationes Ag* dispuestos en los anillos
de 4 miembros de las zeolitas [372], pero con distintas interacciones con
los 4tomos vecinos. También concuerda con los resultados de TPR que
mostraban la presencia de Ag*, pero con distinto comportamiento al

reducirse, seglin la relacion Si/Al de la zeolita.

Se realiz6 también un estudio de XAS de las tres muestras durante un
tratamiento térmico en atmosfera inerte (He) hasta 400 °C, y tras su
enfriamiento hasta temperatura ambiente. En la Figura 5.16 se muestran a
la izquierda los espectros de absorcién de rayos X de las tres zeolitas a
diferentes temperaturas y a la derecha la transformada de Fourier de la
sefial EXAFS. Los resultados muestran que la zeolita LTAAg-1_100%, que
es la zeolita con mayor contenido en plata, presenta un comportamiento
ligeramente diferente al de las otras dos. En este caso, se observa que al
aumentar la temperatura el salto de absorcién se desplaza haciala derecha,
es decir, hacia los valores de Ag(0). Sin embargo, no se consigue alcanzar la
reduccion completa, presentando tras el tratamiento térmico un estado de
oxidacién intermedio entre la muestra inicial (Ag*), y la referencia de plata
metalica (Ag®). Ademas, analizando la transformada de Fourier de la sefial
EXAFS (dcha.) se comprueba la presencia de nanoclusters de 4-5 atomos
de plata a una distancia mas corta que la presentada por la referencia de

plata metalica (Ag®) [374-376].
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Figura 5.16: En la parte izquierda, espectros XANES medidos durante el tratamiento térmico
en atmosfera de He de LTAAg-1_100%, LTAAg-2 100% y LTAAg-5 100%. En la parte
derecha, seiial EXAFS de las mismas muestras.

Por otro lado, los perfiles de las zeolitas LTAAg-2_100% y LTAAg-
5_100% también presentan un desplazamiento hacia energias mas altas al
incrementarse la temperatura, lo que se traduce en una reduccién de las
especies de plata, pero a diferencia del caso anterior, en éstos la reduccion
es completa. Ademas, se alcanza la reduccion total a menores temperaturas

en la zeolita LTAAg-5_100% que en la zeolita LTAAg-2_100%.
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El estudio de las transformadas de Fourier de la sefial EXAFS (Figura
5.16-dcha.) muestra como en todos los casos las bandas correspondientes
a Ag-Ag aumentan con la temperatura, mientras que las bandas Ag-O
disminuyen. Asimismo se observa que tras el tratamiento, el ndmero de
coordinacion de los atomos Ag-Ag llega a valores cercanos a 12, valores
similares a la referencia de Ag(0), confirmando la reduccién del metal y la
formacion de particulas de plata metdlica. Estos resultados, demuestran
que el aumento de la temperatura en atmdsfera inerte lleva a la reducciéon
de Ag+ hasta Ag metadlica, y que la facilidad de esta reduccién depende de la

relacion Si/Aly del contenido en plata.

Por tanto, de la caracterizacion de las muestras se puede concluir que la
especie mayoritaria en las zeolitas sin calcinar es la Ag*, mientras que al
aumentar la temperatura, sin necesidad de un reductor, estas especies
evolucionan hacia la formacién de Ag metalica o hacia nanoclusters de
plata. Los resultados también han mostrado que la interaccién de las
especies de plata con la estructura zeolitica depende de la relacion Si/Al,

de la propia estructura y del contenido de plata de la propia zeolita.

5.1.1.2. Actividad bactericida

Tras ser caracterizadas, se estudié la actividad bactericida de las
zeolitas LTA con diferente relaciéon Si/Al, frente a una bacteria Gram-
positiva (S.aureus) y frente a una bacteria Gram-negativa (E.coli),
empleando dos medios de cultivo diferentes: triptona de soja (TSB) y agua
de peptona (PW). La diferencia entre estos dos medios reside en el mayor
poder nutritivo del TSB respecto a PW, debido al mayor nivel de nutrientes

de este caldo. La actividad biocida se evalué respecto a la concentracion
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minima inhibitoria (MIC), de tal manera que cuando disminuye el valor de

MIC aumenta la capacidad o actividad biocida del material evaluado.

En primer lugar, se estudiaron los resultados de la zeolita LTA de
relacion Si/Al = 1 con mayor contenido en plata (LTAAg-1_100%) en
ambos medios. La Figura 5.17 muestra los resultados obtenidos frente a los
dos microorganismos, observindose en ambos la inhibiciéon del
crecimiento de los microorganismos al utilizar zeolitas con plata como
material biocida, aunque segun el medio y la bacteria es necesario afiadir
una mayor o menor concentracién del agente biocida para inhibir su
crecimiento. En cualquier caso los resultados muestran que existe un
efecto biocida de la LTAAg-1_100% para las dos bacterias modelo S.aureus
y E.coli, siendo siempre la efectividad mayor frente a la E.coli que frente a
la S.aureus. Se observar ademas que el efecto bactericida es mayor cuando
se emplea PW como caldo de cultivo, ya que se obtiene una MIC menor. Esto
es debido, posiblemente, a que este medio de cultivo presenta una menor
concentracion de nutrientes, y por tanto, inhibir el crecimiento de estos

microorganismos es mas facil cuando el medio es mas pobre en nutrientes.
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Figura 5.17: MIC de la LTAAg-1 _100% en PWy TSB frente E.coli y S.aureus
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, y al comprobar que las
diferencias respecto al poder bactericida se observan mas facilmente con
los ensayos realizados en TSB, se presentaran unicamente los resultados
de los estudios llevados a cabo en TSB como medio de cultivo. No obstante,
todos los estudios fueron realizados en ambos medios, obteniéndose
siempre una mayor efectividad bactericida cuando se emple6 PW como

medio de cultivo.

La influencia del contenido en plata en la actividad biocida se estudio la
zeolita LTA con relacion Si/Al = 1, y los resultados obtenidos se muestran

en la Figura 5.18.
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Figura 5.18: Actividad bactericida de zeolitas LTAAg-1 con distinto contenido en Ag
empleando TSB como medio de cultivo

Tal como se observa, la zeolita sin plata presenta valores de MIC
superiores a 5000 ppm, y por tanto, sin efectos bactericida resefiables. Sin
embargo, en los otros cinco casos donde se incorpordé plata a las zeolitas
LTA-1, se obtuvieron MIC menores, apareciendo un efecto bactericida. Si se
analizan los resultados de las cinco muestras con respecto al contenido en

plata, se puede observar que existe un aumento en el poder biocida al
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aumentar el contenido de plata incorporado en las zeolitas, indicando que
la plata es el agente biocida. La Figura 5.19 relaciona el valor de MIC para
los dos tipos de bacterias con el contenido en plata de las zeolitas,
mostrando un descenso drastico en la MIC cuando se incorpora una
minima cantidad de plata, pero sin observarse grandes diferencias en la
MIC cuando los contenidos en plata son superiores al 10%. Estos datos
muestran que existe una relaciéon exponencial negativa entre el contenido
de plata y el valor de MIC, siendo mas efectivos todos los materiales frente
a E. coli que frente a S. aureus. Estos resultados son coherentes ya que, si la
plata es el agente biocida, cuanto mayor sea la disposicion de esta, mayor
sera su capacidad de accion biocida, existiendo un valor a partir del cual
todas las bacterias mueren y no es necesaria la adiciéon de concentraciones

mas elevadas de plata.
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Figura 5.19: Actividad bactericida (MIC) frente al contenido en Ag de las zeolitas LTAAg-1

Tras esto, se estudi6 la influencia de la relacién Si/Al de la zeolita
respecto a la accién bactericida. Para ello, se compararon los resultados
obtenidos con tres materiales con el mismo contenido en plata (2% en peso
Ag), pero con distinta relacién Si/Al (LTAAg-1, LTAAg-2 y LTAAg-5). La
Figura 5.20 muestra estos resultados tanto frente a E.coli como frente a

S.aureus, observandose que el material con una relacién Si/Al = 2
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presentaba la mayor actividad biocida, obteniendo los menores valores de
MIC. Estos resultados parecen indicar que existe una relacion Si/Al 6ptima
(la de 2), que permite una mejor liberaciéon del agente biocida o bien que
permite la formacion de especies de plata con mayor poder biocida. Como
en los casos anteriores, se puede observar como las zeolitas con plata
muestran un efecto bactericida mayor cuando se trabaja frente a E.coli

(Gram-negativa) que cuando se trabaja frente a S.aureus (Gram-positiva).
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Figura 5.20: Porcentaje de plata y actividad bactericida en TSB de las zeolitas LTA-Ag con
distinta relacion Si/Al

Las diferencias observadas en la actividad bactericida de las zeolitas Ag-
LTA con diferente relacion Si/Al mostraron que la actividad bactericida no
es debida inicamente a la diferente concentracién de plata incorporada en
cada una de ellas, sino que otra variable como la cantidad de Al de la

estructura zeolitica también parece influir en dicho efecto biocida.

Comparando estos resultados con los obtenidos al caracterizar las
muestras, se puede afirmar que las especies de plata que presentan los
efectos biocidas son los cationes Ag*, ya que son las especies que estan

presentes en todas las zeolitas analizadas. Sin embargo, los estudios
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también han demostrado que la actividad biocida depende de la relaciéon
Si/aly esto se puede relacionar con los resultados de caracterizacion. Estos
ultimos han mostrado que al variar la relacion Si/Al de las zeolitas LTA,
ademas de modificar la cantidad maxima de plata que podian albergar, se
modificaba la posicién de los cationes Ag* y su interaccién con el entorno.
Esto puede influir claramente en la facilidad con la que se produce la
lixiviacién de la plata hacia el medio, y por tanto, influir en la accién biocida

de estos materiales.

Finalmente, se estudié también la actividad bactericida de las mismas
zeolitas, pero tras ser calcinadas a 550 °C. La Figura 5.21 muestra los
resultados obtenidos con las dos bacterias modelo, empleando las zeolitas
calcinadas y sin calcinar. Como en todos los casos anteriores, se advierte
que la bacteria Gram-positiva (S.aureus) presenta siempre una resistencia
mayor (MICs mayores) al agente bactericida que la bacteria Gram-negativa
empleada (E.coli). Sin embargo, la diferencia en el valor de MIC demuestra
que las zeolitas calcinadas poseen menor actividad biocida, que las zeolitas
sin calcinar. Esto es debido a que las muestras calcinadas, tal y como han
mostrado los estudios de caracterizacién descritos anteriormente, poseen
como especies mayoritarias Ag metdlica o nanoclusters reducidos de Ag, y
estos o bien tienen una menor actividad biocida que los cationes Ag* o bien
sumovilidad se encuentra mas reducida, lo que impide que salgan al medio
ejerciendo su efecto biocida sobre las bacterias. Por ello, el resto de
estudios presentados en este capitulo se realizaron siempre con zeolitas
sin calcinar, es decir, zeolitas donde los cationes Ag+ son la especie

mayoritaria.
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Figura 5.21: Actividad bactericida de zeolitas LTAAg intercambiadas al 100% en TSB
calcinadas y sin calcinar

5.1.2. Zeolitas FAU con plata

Se estudi6 también la actividad biocida de materiales basados en plata
incorporada en otros tipos de estructuras zeoliticas, en concreto, en
zeolitas de poro grande tipo Faujasita. Esta estructura zeolitica se
caracteriza por ser una zeolita tridimensional, con canales grandes y
supercavidades en su interior. En este estudio se emplearon dos zeolitas
comerciales, las denominadas zeolita Y y zeolita 13X ambas con estructura
faujasita y con relaciones molares Si/Al de 2,4 y 1,3, respectivamente. Se
prepararon zeolitas donde se realizaron intercambios totales de los iones
de compensaciéon (Na*) por iones Ag+ (FAUAg-1,3_100% y FAUAg-
2,4_100%) y con zeolitas donde se realiz6 un intercambio parcial para
conseguir un 2% en peso de plata aproximado (FAUAg-1,3y FAUAg-2,4).
Como en el apartado anterior, se estudié la actividad biocida de las
faujasitas con plata frente a las dos bacterias modelo en los dos medios de

cultivo anteriormente citados.
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5.1.2.1. Caracterizacion

Se realizé una caracterizacién de estos materiales para establecer sus
caracteristicas fisico-quimicas e intentar relacionarlas con sus propiedades
biocidas. El analisis quimico de las muestras y el porcentaje de intercambio
idnico conseguido se presenta en la Tabla 5.4. Como se puede observar, las
zeolitas presentan relaciones Si/Al cercanas a las teéricas (1,3 y 2,4)
consiguiéndose un grado de intercambio casi completo en las muestras
preparadas para ello. Las otras muestras preparadas para alcanzar un 2%
en peso de plata, tenian un contenido de plata que oscilaron entre un 1,3 y
2,3% en peso. Los resultados obtenidos tanto por ICP-AES como por EDS

(Tabla 5.4), fueron relativamente similares.

Tabla 5.4: Composicion quimica Ag-FAU, obtenida mediante ICP-AES (a) y EDS (b).

% en Grado de Relacion
Material peso | intercambio molara
Ag? (%) Si/Al
FAU-1,3 - - 1,3 13,9 -
FAUAg-1,3_.100% | 46,7 92,2 1,3 - 40,9
FAUAg-1,3 2,3 53 1,4 9,9 2,0
FAU-2,4 - - 2,4 9,6 -
FAUAg-2,4_100% 30,6 93,4 2,5 1,2 32,5
FAUAg-2,4 1,3 3,5 2,4 6,8 1,6

Se realiz6 un estudio de difracciéon de rayos X de cada una de las
muestras. Los difractogramas se muestran en la Figura 5.22 y en la Figura
5.23, observandose en ambos casos los picos de difraccion caracteristicos
de la estructura zeolitica faujasita a 20 = 6,3° 10,1°; 11,8° 15,7° 20,4°%
23,7° 27,0°y 31,4° (JCPDS: 00-043-0168) [377, 378]. Sin embargo, algunos
de estos picos variaron su intensidad cuando la plata fue incorporada en el

material, siendo dicha alteraciéon mayor cuanto mayor fue el contenido en
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plata de la zeolita. Estas modificaciones son probablemente debidas a la
redistribucion de los cationes de compensacion de carga y a los cambios en
su naturaleza [362] o a la pérdida de cierta cristalinidad [235, 243]. Por
otro lado, cabe destacar que no se observa ningun pico relacionado con el
oxido de plata o con la plata metalica, lo que indicaria que la plata
incorporada se encuentra mayoritariamente como cationes Ag* en las
zeolitas, es decir, como cationes de compensacion, tal y como ocurria con

las zeolitas LTAs intercambiadas con plata.
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Figura 5.22: Difractogramas de los materiales basados en FAU-1,3 con diferente contenido en
plata (de abajo a arriba de menos a mas contenido en Ag)
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Figura 5.23: Difractogramas de los materiales basados en FAU-2,4 con diferente contenido en
plata (de abajo a arriba de menos a mas contenido en Ag)

Los estudios FESEM permitieron observar la morfologia de las zeolitas,
observando que éstos no se modifican tras la incorporacién de la plata,
manteniéndose la morfologia octaédrica y el tamafio de cristal para ambas
zeolitas, tal como se observa en la Figura 5.24 donde aparecen varias

imagenes de la zeolita FAU-2,4 antes y después del intercambio catiénico.

Figura 5.24: Imagenes FESEM de la zeolita FAU-2,4. A la izquierda la zeolita sodica (FAU-
2,4) y a la derecha la intercambiada con Ag (FAUAg-2,4)

Se llev6 a cabo también, un estudio de reduccién termoprogramada
(TPR) de las zeolitas Ag-FAU con distinta relacion Si/Al. Los resultados
obtenidos (Figura 5.25) con la muestra FAUAg-1,3-100% muestra dos
picos importantes a 100 y 150 °C, similares a los observados en la zeolita
LTAAg-1_100%, y que de acuerdo con la asignacion realizada con aquella
zeolita, corresponderian, el primer pico a la reduccion de los cationes Ag*
a clusters Agm, y el segundo alareduccién de Ag+a Ag? [365-367]. Ademas,

se observan otros picos de reduccién menos significativos a temperaturas
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mayores (250-350 °C) que estan relacionados con lareduccion de distintos
clusters de plata con distintas localizaciones a Ag0. Por otro lado, la zeolita
FAUAg-2,4 100% presenta dos picos principales a 100 °Cy a 350 °C, que
de acuerdo con lo anterior se pueden relacionar, el primero con la
reduccion de Ag+ a clusters de plata y el segundo con la reduccién de éstos
a Ag?. Estos resultados indican de nuevo que la actividad de las especies de
plata varia con la relacién Si/Al y con el contenido de plata, probablemente
debido a la diferente disposicién y movilidad de las mismas. Estos
resultados son similares a los observados anteriormente en los estudios
llevados a cabo con las zeolitas Ag-LTA con diferentes relaciones Si/Al. Por
ultimo, cabe destacar que en estas zeolitas todos los picos son positivos,
por lo que la autooxidacién de la plata observada en las zeolitas LTA con
relaciones Si/Al de 2 y 5, no ocurre cuando la plata se encuentra en la
estructura zeolitica faujasita. Estos resultados indicarian también un
diferente comportamiento de las especies de plata dependiendo de la

topologia de la zeolita.
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Figura 5.25: Perfiles TPR de las muestras FAUAg-1,3 100%y FAUAg-2,4_100%
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Asipues, de los diversos estudios de caracterizacion realizados se puede
concluir que las zeolitas Ag-FAU no ven alteradas su morfologia y
estructura durante el proceso de incorporaciéon de la plata y que las
especies de plata son cationes Ag*. Se ha observado también que la
diferente relacién Si/Al de estas zeolitas provoca diferencias, no solo en el
contenido maximo de plata intercambiable por la zeolita, sino también en
la interaccion de la plata con la estructura zeolitica y con los 4&tomos de

plata que la rodeen.

5.1.2.2. Actividad bactericida

Tras caracterizar las muestras se estudi6 su actividad biocida frente a
los dos tipos de bacterias modelo seleccionadas, en los dos medios de
cultivo anteriormente descritos. Como en el caso de la zeolita LTA con
plata, los resultados de la actividad biocida en PW fueron mejores que los
obtenidos en TSB, escogiéndose por ello este ultimo medio para realizar

comparaciones entre los distintos materiales.

En primer lugar, se analizé la actividad de los dos tipos de zeolitas
faujasita intercambiadas al 100%, cuyos resultados se representan en la
Figura 5.26. Tal como se observa, ambas zeolitas poseen una elevada
actividad biocida, siendo mas efectivas frente a la bacteria E.coli que frente
a S.aureus. Comparando ambas, se observa una mayor eficacia en la zeolita
con relacion Si/Al préxima a 2. Estos resultados son sorprendentes pues
esta zeolita presenta un contenido en plata inferior a la zeolita FAUAg-
1,3_100% e incluso con esta menor concentracion del agente biocida, se
consiguen mejores resultados biocidas. Este resultado indica que no

solamente la cantidad total de plata de la zeolita influye en su efectividad
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biocida, otros factores dependientes de la relacion Si/al de la zeolita como
la distribucién del metal y su interaccion con la estructura del

aluminosilicato, también influyen en la actividad bactericida del material.
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Figura 5.26: Porcentaje en peso de Ag y actividad bactericida de las FAUAg 100% con
diferente relacion Si/Al en TSB y

Se estudi6 también la actividad biocida de las dos zeolitas FAU con un
menor contenido en plata (proximo a 2% en peso). En la Figura 5.27 se
muestran los resultados obtenidos con estas zeolitas y con las zeolitas en
su forma sddica, es decir, sin la incorporaciéon de plata. Analizando los
valores de MIC obtenidos se confirma que las zeolitas Na-FAU, tal y como
ocurria con las LTAs, no presentan actividad bactericida, obteniendo
valores de MIC muy elevados. Sin embargo, cuando se incorpora un
contenido en plata del 1-2%, los valores de MIC descienden drasticamente,
siendo de nuevo en ambos casos menores cuando se actda frente a la E.coli
(Gram-negativa) que cuando se actua frente a S.aureus (Gram-positiva). En
este caso, si se comparan las MICs obtenidas por ambas zeolitas con
distinta relacién Si/Al, se observa como la zeolita con una relacién Si/Al
mas proxima a 2 (FAUAg-2,4) presenta mejores resultados, pese a tener

también en este caso un menor contenido en plata. Este resultado confirma
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que esta relacion Si/Al es la que ofrece los mejores resultados y por tanto,
se puede afirma que ésta es la relacién 6ptima para preparar materiales
bactericidas basados en zeolitas con plata incorporada. Esta relacién Si/Al
es también la que ofrecia mejores resultados en las zeolita LTA (Figura
5.20), aunque los resultados obtenidos con al FAU son mejores que los

obtenidos con la zeolita LTA.
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Figura 5.27: Porcentaje en peso de Ag y actividad bactericida de las zeolitas Na-FAU y Ag-
FAU en TSB y

Como ocurria con la zeolita LTA, los mejores resultados obtenidos al
utilizar zeolitas con relacién Si/Al = 2 puede relacionarse con el hecho de
que las especies Ag* formadas tienen una mayor o menor interaccién con
la zeolita seglin su relacién Si/Al. Asi, la relacién Si/Al aproximada de 2
parece facilitar la movilidad y/o la facilidad de liberacién al medio de las

especies Ag+*, aumentando su actividad biocida.

5.1.3. Actividad biocida de zeolitas con diferente

estructura
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Tras observar que existe cierta diferencia en la actividad biocida de las
zeolitas con plata en funcion de la topologia del aluminosilicato, se realizé
un estudio comparativo utilizando, ademas de las anteriores, otras
estructuras zeoliticas: la chabacita (CHA) de tamafio de poro pequeiio, la
ZSM-5 (MFI) de tamafio de poro medio y la zeolita beta (BEA) de poro
grande. Estas zeolitas fueron funcionalizadas con plata mediante un
intercambio cationico, incorporando en todas ellas entre un 1,8 y 2,6% en

peso de plata (Tabla 5.5).

Tabla 5.5: Composicion quimica de distintas zeolitas con Ag estudiadas

Material % en Grado de Relaciéon molar
peso Ag intercambio (%) Si/Al
LTAAg-1 1,8 2,7 0,9
LTAAg-2 2,2 6,0 1,9
LTAAg-5 1,9 8,7 4,7
FAUAg,1,3 2,3 53 1,3
FAUAg-2,4 1,3 3,5 2,3
CHA-2 2,6 7,1 2,0
CHA-16 2,5 28,3 15,7
MFI-16 1,6 18,1 15,4
BEA-13 1,8 17,2 13,2

La actividad bactericida de todas las zeolitas fue evaluada previamente
a la incorporacién de la plata, obteniéndose en todos los casos valores de
MIC superiores a 5000 ppm. Estos resultados permiten asegurar que las
zeolitas por si mismas no presentan actividad bactericida,
independientemente de su topologia, siendo necesaria la incorporacién de
plata, para introducir esta cualidad antibacteriana en las zeolitas. Al
incorporar la plata, se obtuvo una disminucién de los valores de MIC en
todas ellas, mostrando cada una de las zeolitas estudiadas distinta
efectividad frente a los dos tipos de bacterias estudiadas, tal y como se

puede observar en la Figura 5.28.
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Figura 5.28: Actividad bactericida de diversas zeolitas con Ag en TSB.

Comparando los resultados de todas las zeolitas analizadas, se observa
de nuevo, en todos los casos, una mayor actividad frente a la bacteria E.coli,
es decir la bacteria Gram-negativa, que frente a la S.aureus, indicando una
mayor resistencia de las bacterias Gram-positivas frente a la actuacion de

las zeolitas con plata.

Analizando estos resultados se demuestra que son las zeolitas FAU las
zeolitas mas activas, siendo en concreto la FAUAg-2,4 la mas activa de todas
ellas, pese a ser la que presenta un menor porcentaje de plata en su
composicién. Tras ella, el mejor resultado lo proporciond la chabacita de
relacion Si/Al = 2, observando que en esta zeolita la actividad bactericida
variaba mucho al modificar la relacién Si/Al del aluminosilicato. Asi, la
zeolita con plata basada en chabacita de relacién Si/Al = 16, presenta una
actividad bactericida mucho menor que la chabacita de relacion Si/Al = 2
presentando ambas un contenido de plata muy similar. Todo ello confirma
que, tal y como se habia observado en los estudios anteriores con LTA y
FAU, la relacién Si/Al de 2 es la relacion éptima para conseguir materiales

biocidas efectivos basados en plata soportada en zeolitas, corroborando
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que la relacién Si/Al es uno de los pardmetros mas importantes para

conseguir una elevada actividad biocida en las zeolita con plata.

Por otro lado, también se observa que la topologia es otra variable
influyente. Asi, comparando las zeolitas con relacién Si/Al entre 13 y 15
(CHA, BEA y MFI) se observa que la zeolita que mejor funciona es la que
presenta una topologia con tamafio de poro grande (BEA). Lo mismo se
puede afirmar que ocurre cuando se comparan las zeolitas FAU y CHA de
relacion Si/Al =2, ya que se obtienen mejores resultados con la zeolita de
poro grande (FAU). Esto explicaria que la zeolita con mayor poder biocida
seala FAU con relacion Si/Al = 2, pues esta zeolita presenta la relacion Si/Al
optima y una topologia abierta con tamafio de poro grande y
supercavidades en su interior. Todas estas propiedades parecen facilitar la
liberacidén de los iones Ag* a través de los canales hasta el medio donde se

encuentran las bacterias, consiguiendo asi una mayor actividad biocida.

En definitiva, el estudio realizado muestra que el contenido en plata, la
relacion Si/Al, el tipo de estructura y el tamafio de poro son los factores que
determinan la actividad biocida de los materiales, obteniéndose los
mejores resultados no solo cuanto mayor es la cantidad de plata disponible,
sino también cuanto mayor es el tamafio de poro de la zeolita y cuando la

relacion Si/Al de la zeolita es préxima a 2.

5.1.4. Mecanismo de accion

Como se ha podido observar en todos los experimentos descritos
anteriormente, existe una mayor actividad biocida de todas las zeolitas con
plata frente a la bacteria E.coli (Gram-negativa) que frente a la S.aureus

(Gram-positiva), mostrando esta ultima una mayor resistencia.
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La diferente estructura celular que presentan estos dos tipos de
bacterias afecta, probablemente, a la interaccién entre el agente biocida
(plata) y las células bacterianas, apareciendo efectos bactericidas
diferentes segun el tipo de bacteria que se estudie. Las bacterias Gram-
negativas presentan una pared celular compuesta por una membrana
citoplasmatica, una pared estrecha de peptidoglicano y finalmente una
membrana externa porosa de lipopolisacaridos. En cambio, las células de
las bacterias Gram-positivas estdn formadas por una membrana
citoplasmatica y varias capas de peptidoglicano [379]. Por tanto, la
principal diferencia entre estos dos tipos de bacterias (Figura 5.29) es la
anchura de la capa de peptidoglicano y la estructura mas compleja de la
pared celular de las bacterias Gram-negativas. Segin todos los resultados
anteriormente descritos, esta mayor complejidad parece no mejorar la
resistencia de las bacterias frente a la plata, siendo la capa de
peptidoglicano la que proporciona una mayor resistencia al agente biocida,
por lo que el tipo de bacteria que posee una capa de peptidoglicano mas
gruesa, la bacteria Gram-positiva, es la mas resistente al ataque de la plata,

dificultando su accién biocida [203].
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Figura 5.29: Estructura de la pared celular de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
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Sin embargo, no esta claro cudl es el mecanismo de accién de la plata. La
relacion existente entre el contenido en plata y la actividad bactericida,
junto con la mayor efectividad cuando se utilizan zeolitas de poro grande,
son indicios claro de que el mecanismo de actuacién de las zeolitas con
plata esta relacionado con la facilidad con la que se libera la plata al medio

donde se encuentran las bacterias [240, 242, 247].

Para analizar esta variable, se realizaron diferentes estudios de
lixiviacién siguiendo el protocolo descrito por H. Liu et al. [310] modificado
(ver apartado 3.5.4). Los resultados (Figura 5.30) muestran que se produce
una liberacién paulatina de la plata hacia el medio de cultivo desde los
distintos soportes. Asimismo, se observa que la lixiviacién depende de la
topologia de la zeolita y de la relacién Si/Al. Comparando las dos zeolitas
con la misma estructura, LTA, la de relacion Si/Al = 2 libera mas cantidad
de plata en el mismo tiempo que la zeolita de relacién Si/Al = 1, lo que
explica su mayor poder bactericida. Por otro lado, al comparar las dos
zeolitas con similar relaciéon Si/Al pero distinta estructura zeolitica
(LTAAg-2 y FAUAg-2,4), la FAUAg-2,4 presenta una mayor liberacion del
cation Ag+, probablemente debido a que su topologia de mayor amplitud en

poros y cavidades facilita la lixiviacion del cation.
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Figura 5.30: Estudio lixiviacion de Ag en medio PW durante I dia en estatico con zeolitas con
2% en peso de Ag

Otros autores como Demirci et al. [241] también han realizado estudios
similares de lixiviacién, pero bajo condiciones distintas y empleando
zeolitas con un mayor contenido en plata. Sus resultados muestran
tendencias similares a los descritos, con una liberacién rapida de la plata al
inicio del experimento, que se va atenuando gradualmente, siendo la
liberacién mayor cuando la zeolita presenta poros de mayor tamafio. Otros
estudios también han mostrado que la presencia de bacterias en los
estudios de lixiviacién favorece la liberacion de los cationes Ag* hacia el

medio [305].

Tras lixiviar la plata hacia el medio, ésta debe interaccionar con la
bacteria. Sin embargo, el mecanismo de actuacion de la plata como agente
antimicrobiano no ha sido completamente esclarecido [197] y se cree que
existen varias opciones para explicar el mismo [213, 218], hablandose de
una accién multi-diana de la plata, que puede actuar sobre diferentes zonas
u 6rganos de las bacterias, causando su muerte por diversos mecanismos

[206].

Esto se comprobé con un estudio de microscopia electréonica de
transmision (TEM) realizado a una muestra control que contenia la
bacteria de estudio, S.aureus en PW como medio de cultivo, y a una muestra
problema que ademas contenia 10 ppm de zeolita FAUAg-2,4. La seleccién
de esta zeolita y de PW como medio de cultivo, fue debido a que dicha
combinaciéon mostré la mayor efectividad bactericida, proporcionando por

tanto, la mayor probabilidad de encontrar células dafiadas o muertas.

Las imagenes de la muestra control (Figura 5.31) muestran las células

de las bacterias, observandose la pared celular y las diferentes zonas

282



5.- MATERIALES BIOCIDAS

internas de este microorganismo bien definidas. Sin embargo, las imagenes
(Figura 5.32) tomadas en la muestra problema (la que contiene la zeolita
con plata), revelan la presencia de células bacterianas alteradas junto a
cristales zeoliticos en el medio. Analizando las imagenes se puede observar
que aparece un menor nimero de células en comparacion con la muestra
control. Ademas, tomando la imagen a mayores aumentos, se observa que
la densidad electrénica de las células en la muestra problema es diferente
a las de la muestra control, siendo la densidad electrénica totalmente
homogénea sin distinguirse la pared celular, lo que evidencia la muerte de
la bacteria, denominada lisis [204]. Asimismo, si comparamos la
distribucién del material genético en las células tratadas y sin tratar, se
puede observar como en las bacterias sin tratar el material genético esta
dispuesto por toda la bacteria (zonas mas oscuras en el interior de la
célula), sin embargo, en la muestra tratada, el material genético de la célula
se encuentra aglomerado, siendo esto otra evidencia de la muerte de la

bacteria [203].

p.. ..

Figura 5.31: Imagenes TEM de la muestra control: S.aureus en PW
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Figura 5.32: Imagenes TEM de la muestra problema: FAUAg-2,4 + S.Aureus en PW

Los mismos resultados se obtuvieron al realizar el mismo estudio
empleando un microscopio de mayor potencia y resoluciéon (HRTEM), que
permitié observar claramente las bacterias en la muestra de referencia
(Figura 5.33). Sin embargo, en la muestra que contenia el agente biocida
FAUAg-2,4 (Figura 5.34), desaparecia la heterogeneidad en la densidad
electronica de las células bacterianas, lo que indicaba su muerte. En esta

imagen se observan, ademas de forma muy clara, los cristales de la zeolita

empleada.

—

i

Figura 5.33: Imagenes HRTEM de la muestra control: S.aureus en PW
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Figura 5.34: Imagen HRTEM de la muestra problema: FAUAg-2,4 + S.aureus en PW

Gracias al empleo del microscopio de mayor resolucién y a la posibilidad
de emplearse conjuntamente con un equipo EDS acoplado, se realizaron
estudios de mapeo elemental de alguna de las imagenes del material
inorganico-biolégico. En dicho estudio se analizaron en cada imagen los

siguientes elementos:

e Osmio, como elemento de tinciéon del material biolégico para
identificar las bacterias, el cual es adicionado durante la

preparacion de las muestras bioldgicas para su analisis en TEM.

o Silicio, como elemento identificador de la posicion de los diferentes

cristales zeoliticos.

e Plata, para conocer la localizaciéon del agente biocida en toda la

muestra y concretamente, en la célula del microorganismo.

EnlaFigura5.35ylaFigura 5.36 se muestra el mapeo elemental de estos
tres elementos en la muestra problema que contiene tanto a las bacterias
como al material biocida (FAUAg-2,4). Como se puede observar, el Si
marcado de color azul se encuentra exclusivamente en las regiones de la
muestra donde existen cristales zeoliticos. El Os definido de color purpura,

se encuentra en toda la muestra aunque mas concentrado en zonas de
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geometria circular o como se define en microbiologia “cocos”, indicando la
presencia de células bacterianas de S.aureus de forma esférica. La plata
identificada por el color amarillo, se encuentra tanto en los cristales
zeoliticos como en las bacterias, y también en el medio. Como cabe esperar,
la maxima concentracion de plata aparece en los cristales zeoliticos desde
donde se produce la liberacién parcial del metal, actuando la zeolita como
un reservorio de plata. Por otro lado, la presencia de plata en el medio
confirma la lixiviacién de la plata desde la zeolita hacia el medio donde
estan las bacterias. Finalmente, la presencia de plata en todas las zonas de
la bacteria y no solamente en la membrana celular o limitada a ciertas
localizaciones del interior de la célula, evidencia la accion multi-diana de la
plata, a través de los distintos mecanismos de accién biocida frente a

diversos organulos o partes de la bacteria, descritos en el apartado 1.4.3.

Electron Image 1

urn 35 La T g Lal

Figura 5.35: Mapeo de la muestra problema (S.aureus + FAUAg-2,4)
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—

Figura 5.36: Mapeo de la muestra problema (S.aureus + FAUAg-2,4), foto ampliada

Asi pues los resultados descritos hasta el momento, permiten afirmar

que:

Las zeolitas con plata incorporada presentan una accién bactericida
tanto frente a bacterias Gram-positivas como Gram-negativas,

siendo mucho mas efectivas frente a estas ultimas.

La actividad bactericida depende del contenido en plata, de la
topologia o estructura de las zeolitas y de su relaciéon Si/Al. La
zeolita faujasita de relacién Si/Al = 2,4 con tamafio de poro grande
y supercavidades en su interior es la mas efectiva de todas las
estudiadas, debido probablemente a que esta estructura facilita la

lixiviacion del cation desde las zeolitas al medio.

Los cationes Ag* son la especie biocida en todas las zeolitas

estudiadas y su mecanismo de actuacién es muy diverso, actuando
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en diferentes zonas y organulos de la célula bacteriana, causando la

muerte de las mismas.

5.1.5. Incorporacion de las zeolitas con plata en

materiales poliméricos

Las zeolitas con plata descritas anteriormente fueron incorporadas en
matrices poliméricas, obteniendo asi un material plastico con actividad
bactericida en la que no se han alterado las propiedades intrinsecas del
polimero empleado. Este nuevo material podria ser empleado como
recubrimiento en herramientas, utensilios, muebles, en envases de
conservacion de alimentos o incluso en diferentes materiales quirtirgicos u

hospitalarios como catéteres o jeringas [380].

En base a los resultados obtenidos en los apartados anteriores, se
escogieron tres zeolitas con plata para ser incorporadas en el material
polimérico, evaluando a continuacién su actividad bactericida. Las zeolitas
seleccionadas fueron LTAAg-2, CHAAg-2 y FAUAg-2,4 debido a su facilidad
de sintesis, su bajo coste y a su elevada efectividad biocida empleando bajas
concentraciones de plata, lo que haria factible econ6micamente su uso

comercial.

Se realizaron diferentes mezclas de polipropileno y de las zeolitas con
plata seleccionadas, obteniendo diferentes planchas con las que se llevaron
a cabo los estudios bactericidas. En la Tabla 5.6 se puede observar el
porcentaje en masa en cada uno de los componentes de las mezclas,
mientras que en la Figura 5.37 se observan las imagenes de las diferentes
planchas preparadas. Esta imagenes muestran que cuando se afiaden

contenidos superiores a 0,2% de cualquiera de las zeolitas con plata
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empleadas, se produce un oscurecimiento del material, probablemente
debido a la reduccién de los cationes Ag* a Ag? durante el tratamiento
térmico necesario para la preparacion del material [381]. Debido a que la
principal aplicacién de este material es el recubrimiento de otros
materiales, la aparicion de cierto color al incorporar las zeolitas con plata

es un efecto secundario indeseado.

Tabla 5.6: Composicion de las mezclas

Polipropileno (%) Ag-zeolita (%)

99,77 FAUAg-2 0,22
98,99 FAUAg-2 1,00
99,81 CHAAg-2 0,18
99,55 CHAAg-2 0,45
99,05 CHAAg-2 0,94
99,80 LTAAg-2 0,20
99,04 LTAAg-2 0,50
98,95 LTAAg-2 1,05

0,20% LTAAg-2

0,50% LTAAg-2 0,50% CHAAg-2

1,0% LTAAg-2 1,0% CHAAg-2 1,0% FAUAg—2,4

Figura 5.37: Planchas preparadas con distinto % de Ag-zeolitas
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Debido a esto, se decidi6 trabajar en dos direcciones para intentar

minimizar las modificaciones en el aspecto del polimero empleado:
- Utilizar zeolitas con menores contenidos en plata
- Utilizar aditivos que evitasen el oscurecimiento de los materiales

En el primer caso, se evalud la actividad biocida frente a la bacteria
S.aureus del polipropileno funcionalizado con tres tipos de zeolitas con
plata que contenian un 2% en peso de plata, y que se incorporaron en un
0,2% en el polimero. La Figura 5.38 muestra los porcentajes de reducciéon
del contenido en bacterias de la aplicacién polimérica y los valores de MIC
de los estudios bactericidas in vitro de las mismas zeolitas con plata frente
a la misma bacteria. Los resultados muestran una correlacion entre los
resultados in vitro y los de la aplicacién polimérica, siendo la zeolita
FAUAg-2,4 y la plancha polimérica que la contienen la que presenta la
mayor actividad bactericida, debido a que presenta los menores valores de
MIC y el mayor porcentaje de las unidades formadoras de colonia (UFC).
Estos resultados confirman que el polipropileno aditivado con zeolita con
plata se puede usar como un material con efecto biocida. Ademas, se
confirma, de nuevo, que los polimeros preparados con zeolitas de poro
grande y supercavidades en su interior presentan los mejores resultados
biocidas. Por otro lado, comparando los resultados obtenidos con los
resultados de las planchas que contienen zeolitas de poro pequefio
(LTAAg-2y CHAAg-2) se puede observar como la plancha que contiene ala
zeolita chabacita presenta una mayor actividad probablemente debido al

mayor contenido en plata de la zeolita empleada (2,6% frente a 1,8%).

290



5.- MATERIALES BIOCIDAS

100 4000
B % reduccidn

95 uMIC 3500

20 3000

85 2500

80 2000

MIC ppm (in vitro)

75 1500

% reduccién (aplicacion)

70 1000

LTAAg-2 FAUAg-2,4 CHAAg-2

Figura 5.38: MIC de las zeolitas in vitro; % reduccion de UFC para las mismas zeolitas
incorporadas al 0,2% en el polimero (frente a S.aureus), in vivo

La segunda opcidén barajada fue incorporar al polimero, ademas de las
zeolitas con plata, otro aditivo que evitara el oscurecimiento del material.
Para ello, se utilizé un estabilizante fotoquimico denominado HALS
(Hindered Amine Light Stabilizers), consistente en aminas impedidas
derivadas del 2,2,6,6-tetrametilpiperidina que protegen a los polimeros del
ataque de los radicales libres formados por efecto fotoquimico, impidiendo

asf la degradacién fotoquimica del material.

De esta manera, se prepararon nuevas mezclas (Tabla 5.7) empleando
aproximadamente 0,4% de HALS y diferentes contenidos de las distintas
zeolitas estudiadas. Los resultados de estas mezclas permitieron obtener
un 99,9% de reduccién de las UFC, valores mayores que los obtenidos
cuando no se anade HALS (Figura 5.38). Ademas, si se analiza el poder
bactericida por el valor R, se observa que todas las muestras presentan
valores de R superiores a 4, por tanto, con una actividad bactericida
excelente (se considera que un material tiene actividad biocida cuando
R>2). Asimismo, en la Tabla 5.7 se presentan los resultados obtenidos

cuando solamente se incorporé HALS al polimero, observandose cierta
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eficacia bactericida, aunque no suficiente como para que dicha mezcla se

considere material biocida por si mismo (R<2).

Tabla 5.7: Composicion de las mezclas y resultados bactericidas en aplicacion polimérica

HALS
Polipropileno (%) Zeolita (%) (%)
99,30 FAUAg-2 0,38 0,34 4,13 99,99
99,15 LTAAg-2 0,40 0,45 3,62 98,88
99,05 LTAAg-2 0,50 0,45 4,14 99,99
98,59 LTAAg-2 1,02 0,39 4,13 99,99
99,76 CHAAg-2 0,24 0,41 4,24 99,99
99,59 - - 0,41 0,99 > 30

En la Figura 5.39 se representan los resultados obtenidos junto con el
porcentaje en plata incorporado. Comparando los resultados de la figuray
de la tabla, con los obtenidos en las mezclas poliméricas sin la adicion del
fotoestabilizador, se puede afirmar claramente que la adicién de HALS
aumenta la actividad biocida de los materiales poliméricos que contienen
zeolitas con plata. Ademas, al adicionar el fotoestabilizador, tanto a la
plancha que contenia la zeolita FAUAg-2,4 como a la que contenia la zeolita
CHAAg-2 que presentan un contenido menor de plata total en la
formulacion, se consiguen eficacias bactericidas muy similares a las de los
materiales con LTAAg-2, que presentan un contenido mas alto en plata
(Figura 5.39). Estos resultados indican, de nuevo, que estas zeolitas son las
mejores para ser empleadas en esta aplicaciéon debido, probablemente, a
que su estructura favorece la liberacion de los cationes Ag+* en el medio,

incluso estando embebidas en el seno del polimero.
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Figura 5.39: Actividad bactericida segun el valor R de varias zeolitas con HALS, y % de Ag en
peso de cada una.

Respecto al color del material, tras la incorporacién del
fotoestabilizador (HALS) se comprob6 que disminuyé notablemente el
oscurecimiento de los materiales, como se puede observar en la Figura
5.40, donde se compara el color de las planchas con y sin la adicién de
HALS. Por ello, se considera que lo mas adecuado seria afnadir los agentes
biocidas junto al HALS, ya que esto minimizaria los cambios de color del

polimero, al mismo tiempo que mejoraria la efectividad biocida.

1,0% FAUAg-2,4
+0,4% HALS
1,0% LTAAg-2 1,0% FAUAg-2,4 0,5% LTAAg-2 0,2% CHAAg-2

Figura 5.40: Fotografias de las planchas poliméricas con zeolitas en presencia y ausencia de
HALS
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Por ultimo, se estudié también la lixiviaciéon de los cationes Ag+ desde
las planchas de polipropileno al medio de cultivo donde se encuentran las
bacterias. Para ello, se reprodujo lanorma JISZ 2108:2010 (apartado 3.5.1)
pero sin emplear bacterias en el caldo de cultivo. Tras ello, se tomaba el
indculo inerte y se media el contenido en plata, empleando para ello la
espectroscopia de absorcién atémica en cAmara de grafito (GFAAS), debido
a presentar limites de deteccion inferiores al ICP-AES. Se realizaron los
analisis con diferentes muestras: dos materiales con la misma
concentracion de LTAAg-2 (0,5%) y a las que se habia afiadido (o no) el
fotoestabilizador (HALS) y otro material con un contenido menor de
LTAAg-2 (0,2%). Los resultados obtenidos (Tabla 5.8) muestran que un
mayor contenido de LTAAg-2 en el material polimérico resulta en una
mayor liberacién de Ag*, aumentando el valor de R, es decir, presentando

una mayor capacidad de reduccién de la poblacién bacteriana.

Se observa, ademas, que la incorporaciéon de HALS al material, favorece
la liberacion de la plata con el consiguiente incremento en la efectividad

biocida, consiguiendo valores de R mas altos.

Tabla 5.8: Porcentaje de Ag liberado medido por GFAAS y efectividad bactericida frente a
S.aureus de diversas matrices de polipropileno conteniendo Ag-zeolita

Material polipropileno % Ag
. R
con: liberado
LTAAg-2(0,2%) 7,3 0,44
LTAAg-2(0,5%) 16,9 3,62
LTAAg-2(0,5%)+HALS 24,5 4,13
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Asi pues, los resultados descritos en este aparatado, en el que se han
estudiado las propiedades bactericidas de diversas zeolitas con plata

insertadas en el seno de polipropileno, permiten afirmar que:

e Las zeolitas con plata, incluso con bajos contenidos en plata
cercanos al 2% en peso, pueden incorporar nuevas funciones
bactericidas a los materiales poliméricos, como es el caso del
polipropileno. De esta forma, se pueden conseguir materiales
polifuncionales con un efecto diferenciador cuya aplicacién podria

ser muy variada.

e Las planchas de polipropileno a las que se ha afadido plata
intercambiada en zeolitas de poro grande y con supercavidades en

la estructura (FAUAg-2) presentan la mayor actividad biocida.

e La incorporaciéon de las zeolitas con plata al polimero, dotan de
cierta coloraciéon al material siendo este un efecto indeseado. Sin
embargo, esta coloraciéon se consigue minimizar afiadiendo a la

composicién del material un fotoestabilizador.

e La adicién del fotoestabilizador, no supone una pérdida en la
efectividad bactericida, sino que mantiene o mejora la actividad
biocida de estos materiales, probablemente debido a que facilita la
movilidad de los Ag+, hacia el medio, tal y como se ha podido

observar en los estudios de lixiviacion.
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5.2. Estudios fungicidas

En este apartado se analizé el efecto fungicida de las zeolitas con plata
descritas anteriormente y de otros materiales, como las hidrotalcitas, que
se aplicaron para el control y reduccién de microorganismos fitopatégenos,

realizandose ensayos tanto in vitro como in vivo.

Los hongos son, en general, organismos eucariotas, heterétrofos y no
fotosintéticos. La mayoria de ellos son pluricelulares y forman por si
mismos, uno de los reinos taxonémicos de los seres vivos [382]. Todos los
hongos obtienen sus nutrientes por absorcién, mediante una digestion
enzimdtica externa y por tanto, obtienen la energia y los elementos
necesarios para su supervivencia a partir de compuestos sintetizados por
otros organismos [383]. Esta particular funcién de nutricién les permite
participar en la descomposiciéon de la materia organica, siendo parte
imprescindible en los ciclos naturales de diversos elementos en el medio.
Existen hongos que pueden ser utilizados para la produccién de algunos
comestibles o bebidas como el pan, el vino o la cerveza (levaduras) [384],
hongos utilizados para la producciéon de sustancias quimicas como por
ejemplo el xilitol [385], u hongos para el tratamiento de aguas residuales

de diferente naturaleza [386].

Sin embargo, otros hongos son patégenos oportunistas en animales y
plantas, produciendo diversos tipos de enfermedades [387-389]. El control
de estos organismos fitopatégenos en alimentos es muy importante, ya que
son los responsables mayoritarios de las pérdidas del sector
agroalimentario, sobre todo en el caso de frutas y hortalizas [390], cuyas
pérdidas mundiales alcanzan aproximadamente el 40% de la producciéon
global [391]. Las infecciones en frutas causadas por hongos provocan una

pérdida en la calidad de las mismas y una disminucién de su vida util,
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haciendo que se desperdicien los alimentos infectados. Por ello, es
necesario buscar y utilizar de nuevos tratamientos que minimicen estas

pérdidas [174].

En esta tesis se ha estudiado el uso de zeolitas con plata y de
hidrotalcitas con aniones organicos como materiales fungicidas. La
nomenclatura utilizada es la descrita en el apartado anterior y consta de
tres siglas para identificar la estructura zeolitica empleada (XXX), seguida
del elemento intercambiado (Y), junto con un guion tras el que se indica la
relacion Si/Al de la zeolita empleada (N) y de un guion bajo seguido del
valor del porcentaje de intercambio (n), XXXY-N_n. Cuando no aparece “n”,
XXXY-N, las muestras presentan un 2% en peso de metal aproximado.
Ademas, se afiade el porcentaje de material biocida incorporado (A%) en
el medio/aplicacion (A%_XXXY-N_n). Por ejemplo, 0,1%_LTAAg-1_100%
significa que se ha incorporado 0,1% de la zeolita LTA de relacion Si/Al=1
intercambiada completamente con plata (100%) en el medio/aplicacion. El
otro tipo de material utilizado fueron hidrotalcitas, que han sido
nombradas como en el caso anterior, pero utilizando las siglas HT en vez
de las siglas de la estructura zeolitica. Tras estas siglas se afade la
combinaciéon de elementos metdlicos utilizados para la sintesis de la
hidrotalcita y un guion bajo seguido del anién fungicida intercambiado. As{
por ejemplo, 0,1%_HT-ZnAl _Sorb, indicaria que se ha utilizado una
hidrotalcita de Zn y Al intercambiada con el anién sorbato, empleandose
0,1% de este material en el medio/aplicacion. Los diferentes hongos
tratados se designan por las iniciales de sus nombres en latin, y en ciertas

ocasiones, seguidas del ndmero de dias que se mantuvieron en incubacién.

Las zeolitas estudiadas en este apartado, ya fueron caracterizadas, y los
resultados han sido descritos anteriormente. Asi pues, en este apartado

solamente se discutiran los resultados antifiingicos, y cuando sea necesario
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se remitira a la caracterizacion de estos materiales descrita en el punto

anterior.

5.2.1. Estudios in vitro

Los diferentes experimentos in vitro se llevaron a cabo en placas petri
empleando PDA como medio de cultivo y 8 hongos distintos: Monilinia
fructicola (MC), Alternaria alternata (AA), Geotrichum citri-aurantii (GC),
Penicillium digitatum (PD), Penicillium italicum (PI), Penicillium expansum
(PE), Botrytis cinerea (BC) o Rhizopus stolonifer (RS). Estos hongos
fitopatégenos son los mas comunes e importantes en fruta producida en
Espafia y son los causantes de las mayores pérdidas econémicas en el

mercado hortofruticola.

Inicialmente, se escogieron dos zeolitas comerciales, LTA y FAU, que
presentan distinto tipo de estructura, tamafio de poro y relacién Si/Al (1 y
2,4 respectivamente). Estas zeolitas se intercambiaron con plata y zinc,
buscando obtener, por un lado, zeolitas con un bajo contenido en metal
(préoximo al 2%), y por otro, zeolitas con un elevado contenido en metal
proximo al intercambio catiénico completo. La composicién de estas

zeolitas aparece en la Tabla 5.9.

Tabla 5.9: Composicion quimica de los materiales zeoliticos empleados

. VeI . oy de_ Relacion
Material peso  intercambio molaraSi/Al
Ag/Zna (%)

LTA-1 - - 1,1 15,3 -
LTAAg-1_100% 48,4 95,9 0,9 0 49,1
LTAAg-1 1,8 2,7 0,9 13,9 1,9

LTAZn-1 17,7 75,9 1,0 -

FAU-2,4 - - 2,4 9,6 -
FAUAg-2,4_100% 30,6 93,4 2,5 1,2 32,5
FAUAg-2,4 1,3 3,5 2,4 6,8 1,6
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| FAUZn-2,4 | 112 | 783 | 2,5 | - 1 - ]
a - medido por ICP-AES b - medido por EDS

En primer lugar, se analiz6 la actividad fungicida de las zeolitas con
plata, incorporando tres concentraciones distintas de cada una de ellas en
el medio de cultivo (PDA) donde se evalu6 su eficacia biocida (0,05%, 0,1%
y 0,5%). Los resultados se presentan en la Figura 5.41, 5.42, 5.43 y 5.44,
donde se representan los diversos porcentajes de reduccién/inhibicién del
crecimiento para cada hongo al afiadir distintos porcentajes de las zeolitas

con plata.
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Figura 5.41: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distinto hongos empleando distintas
concentraciones de LTAAg-1_100% (48,4% en peso Ag)
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Figura 5.42: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distinto hongos empleando distintas
concentraciones de LTAAg-1 (1,8% en peso Ag)
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Figura 5.43: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distinto hongos empleando distintas
concentraciones de FAUAg-2,4_100% (30,6% en peso de Ag)

300



5.- MATERIALES BIOCIDAS

0,05%_FAUAg-2,4 0,1%_FAUAg-2,4 m0,5%_FAUAg-2,4

i

Gckaa‘; - @ a8 " el w0 A ad &ad «l el 5"\66\35\ “s\,la\aﬁ\

=

858883888

% INHIBICION

[
(=]

[

0

o

Figura 5.44: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distinto hongos empleando distintas
concentraciones de FAUAg-2,4 (1,3% en peso Ag)

Un andlisis global de todos los resultados obtenidos indica que, un
mayor concentracion de cualquiera de las =zeolitas empleadas,
independientemente de su estructura o contenido en plata, se traduce en
un aumento de la efectividad fungicida. Por otro lado, se observé también
que los diferentes hongos estudiados se comportan de forma distinta
frente a los mismos materiales. Asi, en todos los casos analizados (Figura
5.41, 5.42, 5.43 y 5.44), el hongo GC es el mas resistente, presentando los
menores porcentajes de inhibicion, seguido del hongo AA. Sin embargo, el
resto de hongos muestran inhibiciones completas o casi completas, al
menos en los ensayos con 0,5% de las zeolitas con mayor contenido en

plata (0,5%_LTAAg-1_100% y 0,5%_FAUAg _100%).

Para poder hacer una mejor evaluacion de la influencia del contenido en
plata de cada zeolita en su actividad fungicida, se representaron los
resultados de inhibicién de los 8 hongos empleandose la misma
concentracion de las zeolitas (0,1%) con la misma estructura, pero con

diferente contenido en plata. Los resultados se muestran en la Figura 5.45
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y la Figura 5.46. La Figura 5.45 muestra los resultados obtenidos con las
zeolitas LTAAg-1_100% (intercambio completo, lo que equivale a 48,4% en
peso de plata), LTAAg-1 (2 % en peso de Ag) y LTA-1 (zeolita sé6dica),
demostrando claramente que un aumento del contenido de plata en la
zeolita, aumenta el porcentaje de inhibicién del crecimiento en todos los
hongos estudiados. No obstante, cabe resaltar que la zeolita sin plata (LTA-
1) también presentd cierta actividad fungicida frente a algunos de los

hongos, pero sin ser ésta significativa.

mO0,1%_LTA-l 0,1%_LTAAg-1 =0,1%_LTAAg-1_100%

; T

o ll
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GC(8dias) MF(8dias) AA (8dias) PD(7dias) PI(7dias) PE(7dias) BC (6dias) RS (2 dias)

% inhibicién
3

Figura 5.45: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distinto hongos empleando zeolita
LTA-1 con distinto contenido de Ag

Los resultados obtenidos con las distintas zeolitas FAU-2,4 aplicadas al
0,1% en el medio de cultivo, se muestran en la Figura 5.46. En ellos se
observa que tanto la faujasita s6dica como las dos faujasitas con distinto
contenido en plata mostraron tendencias muy similares a las observadas
en el caso de la zeolita LTA-1, es decir, a mayor contenido en plata mayores
eficacias. No obstante, cabe destacar que ninguna de las FAU empleadas,
con o sin plata en su composicion, fueron activas frente a GC cuando se
empled una concentracién de 0,1%. Ademas, la zeolita soédica FAU, no

present6 actividad biocida frente a ninguno de los hongos estudiados.
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Figura 5.46: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distinto hongos empleando zeolitas
FAU-2,4 con distinto contenido de Ag

Los mismos ensayos se realizaron utilizando directamente AgNO3 en el
medio, empleando también una concentracién de 0,1%. Los resultados
mostraron que la aplicaciéon directa de cationes Ag+, sin estar soportados
en material zeolitico, fueron similares a los obtenidos con las zeolitas
completamente intercambiadas, consiguiendo reducciones superiores al
80% en todos los hongos, excepto frente a GC. Estos resultados permiten
afirmar que la utilizacién de cationes plata tanto directamente (AgNO3),
como soportados en las zeolitas, consiguen inhibir el crecimiento de los
distintos hongos (excepto en el hongo GC), con la ventaja de que las zeolitas
con plata pueden permitir una liberaciéon controlada y prolongada en el
tiempo de las especies de plat, actuando como reservorio de la especie
activa. Asf, Chiericatti et al. describen que la actuacion de plata libre posee
una efectividad menor que la plata dispuesta en zeolitas como la
mordenita, debido a que la plata libre puede formar complejos con otras
sustancias del medio, perdiendo su eficacia biocida, mientras que cuando
los cationes Ag* se encuentran encapsulados en la zeolita, la plata estad mas

protegida aumentando su biodisponibilidad [236].
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Por ultimo, cabe destacar que la incorporacién de las Ag-zeolitas en el
medio de cultivo no modific6 apenas el color del medio con respecto al
control. Sin embargo, la incorporaciéon de AgNOs3 tint6 el medio de cultivo
de un color grisadceo-negro, lo que puede ser un grave problema para su

aplicacién real en recubrimientos o materiales.

La cuantificacién de los datos discutidos anteriormente, indicaria que
contenidos superiores a 0,03% de plata en el medio de cultivo (Tabla 5.10)

son suficiente para el control del crecimiento de los hongos estudiados

(excepto GC).
Tabla 5.10: Contenido de Ag (%) de los tratamientos empleados que produce inhibicion > 80%
Material biocida % Ag total
0,1%_AgNOs3 0,064
0,1%_FAUAg-2,4_100% 0,031
0,1%_LTAAg-1_100% 0,048

Por tultimo, se compararon los resultados obtenidos con las dos
estructuras zeoliticas con bajo contenido en plata (Figura 5.47), estos
fueron peores que los obtenidos con la zeolita completamente
intercambiadas. No obstante, también se obtuvieron mejores resultados
cuando se emplea la zeolita de poro grande (FAUAg-2,4), pese a presentar
un contenido en plata menor que la zeolita LTA-1 (Tabla 5.11). Dichos
resultados pueden explicarse debido a que, tal y como se ha discutido en
los estudios biocidas frente a bacterias, un tamafio de poro mayor
(estructura abierta) facilita la liberacién de la plata, ofreciendo mayor
actividad biocida. Pero ademas, la relacién Si/Al de la faujasita es mas
proxima alarelacion 6ptima de 2,y por lo tanto, este factor también podria

mejorar la actividad fungicida de la FAUAg-2,4 frente ala LTAAg-1.
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Figura 5.47: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distinto hongos empleando 0,1% de
zeolitas LTAAg-1y FAUAg-2,4

Tabla 5.11: Contenido de Ag (%) de los tratamientos empleados con zeolitas con bajo
contenido en plata

Material biocida % Ag total
0,1%_FAUAg-2,4 0,0013
0,1%_LTAAg-1 0,0018

Finalmente, cabe resaltar que los distintos hongos estudiados no se
comportan igual frente a los diferentes agentes biocidas, lo que indicaria
que la accién fungicida de las zeolitas con plata estudiadas depende, en
gran medida, del tipo de hongo tratado y de sus propiedades y

caracteristicas bioldgicas intrinsecas [236, 381].

Por otro lado, se realizaron estudios similares empleando hidrotalcitas
de Zn/Al y Zn/Fe a las que se les incorporé benzoato o sorbato, como
aniones de compensacion, ya que estos aniones poseen propiedades
fungicidas y presentan baja toxicidad en humanos [392]. Para ello, se
sintetizaron las hidrotalcitas inicialmente con nitratos que actdan como
aniones de compensacion, y éstos se intercambiaron con los aniones
benzoato o sorbato, utilizando disoluciones concentrados en estos aniones.

En todas las hidrotalcitas preparadas se utiliz6 Zn como elemento comun
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para su sintesis, ya que este elemento presenta también propiedades

fungicidas [393].

Estas hidrotalcitas funcionalizadas fueron analizadas por diferentes
técnicas de caracterizacion para conocer sus propiedades quimicas y
fisicas. De esta manera, se realizaron estudios de composicién quimica de
los materiales mediante ICP-AES y se utilizé la técnica de analisis elemental
para determinar el contenido de C en cada muestra. Los resultados de
ambas técnicas se reflejan en la Tabla 5.12. El porcentaje en carbono de las
distintas hidrotalcitas permitié determinar la eficacia de los intercambios
llevados a cabo, siendo este mayor en el caso de la hidrotalcita con Zn/Al
que con la hidrotalcita Zn/Fe, independientemente del anién

intercambiado.

Tabla 5.12: Composicion quimica de las diferentes hidrotalcitas sintetizadas (ICP-AES) y
contenido en C determinado por analisis elemental

%en | %en | %en e % en .
MUESTRA e | peso | pess Relacién s Intercambio
Al Fe 7n M3+/M2+ C * logrado (%)
HT-ZnAl 11,2 - 19,8 1,48 - -
HT-ZnAl_Sorb 5,9 - 10,2 1,51 16,8 99
HT-ZnAl_Benz 5,5 - 9,7 1,47 20,5 100
HT-ZnFe - 9,1 7,2 1,48 - -
HT-ZnFe_Sorb - 8,4 6,6 1,48 8,1 72
HT-ZnFe_Benz - 8,1 6,5 1,46 10,0 80

La actividad fungicida de estos materiales laminares se evalio en
analisis microbiolégicos in vitro (Figura 5.48,5.49, 5.50 y 5.51), idénticos a
los realizados con las zeolitas con plata, pero utilizando solamente 7 tipos

de hongos, todos los anteriores a excepcion del BE.
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Figura 5.48: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distintos hongos empleando varias
concentraciones de HT-ZnAl_Sorb
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Figura 5.49: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distintos hongos empleando varias
concentraciones de HT-ZnAl Benz
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Figura 5.50: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distintos hongos empleando varias
concentraciones de HT-ZnFe _Sorb
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Figura 5.51: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distintos hongos empleando varias
concentraciones de HT-ZnFe Benz

Los resultados obtenidos muestran una gran dependencia de la
actividad fungicida con el tipo de hongo tratado, obteniéndose los mejores
resultados contra los hongos RS y MF. Ademas, se puede establecer una
relacion entre la cantidad de material incorporado en el medio de cultivo y
los resultados antifingicos, obteniendo mejores resultados cuanto mayor

es la cantidad de hidrotalcita afiadida. Ensayos similares se llevaron a cabo
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con las hidrotalcitas sin intercambiar, es decir, sin presencia del catién
organico con propiedades fungicas, y sin observarse diferencias con las
muestras-control o blancos, por lo que se puede afirmar que dichos

materiales no tienen capacidad fungicida antes de ser intercambiados.

Para una mejor comparacion, la Figura 5.52, muestra los resultados
frente a los 7 hongos de estudio de las cuatro hidrotalcitas estudiadas
usando una misma concentracion dentro del medio de cultivo, 0,1%. De
forma general, se puede decir que el anién sorbato posee una capacidad
fungicida ligeramente superior al benzoato, ya que los resultados son
mejores cuando éste se incorpora en las dos hidrotalcitas, no obstante las
diferencias no son significativas. Por otro lado, si comparamos la accién
fungicida de cada tipo de hidrotalcita utilizada, se observa que la
hidrotalcita sintetizada a partir de Zn y Fe presenta mejores resultados en
la mayoria de los casos. Esto podria indicar que, o bien el hierro tiene cierta
actividad fungicida, o bien que en estas hidrotalcitas se produce mas
facilmente la liberacion de los aniones al medio, aumentando en ambos

casos la capacidad biocida del material.

100 GC (B dias) MF(8 dias) AA (8 dias)
mPD(7dias) mPI(7dias) u PE (7 dias)
mRS (2 dias)
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Figura 5.52: Porcentajes de inhibicion del crecimiento de distintos hongos empleando 0,1%HT
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Sin embargo, si se comparan estos resultados con los obtenidos con las
zeolitas intercambiadas completamente con plata (0,1%_LTAAg-1_100%
Figura 5.45 y 0,1%_FAUAg-2,4 100% Figura 5.46), se observa que las
zeolitas con plata son mejores agentes antiflingicos, ya que se obtiene un
mayor control del crecimiento de la mayoria de los hongos, mientras que
las hidrotalcitas, en general, presentan porcentajes de inhibicién menores
para los mismos hongos. Esto permite afirmar que la plata como agente
fungicida es mas efectivo que los aniones organicos sorbato y benzoato, al
menos, cuando se trabaja con ellos soportados en materiales inorganicos

de elevada area superficial como son las zeolitas o las hidrotalcitas.
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5.2.2. Estudios in vivo

Una vez comprobado que tanto las zeolitas con plata como las
hidrotalcitas funcionalizadas con sorbato y benzoato son efectivas como
agentes fungicidas en experimento in vitro frente a distintos tipos de
hongos fitopatégenos, se disefiaron una serie de experimentos in vivo con
varios tipos de frutas infectadas con hongos caracteristicos de las mismas,

para analizar el efecto curativo de estos materiales.

Estos experimentos se engloban en los tratamientos poscosecha que
pretenden mantener la calidad del producto hortofruticola el mayor
tiempo posible, evitando su deshidratacion, podredumbre, pérdida de peso
y pérdida de propiedades organolépticas y nutricionales. Estos procesos
son muy diversos e incluyen nuevas funcionalidades como la proteccién
frente a organismos patdgenos, que son una de las causas mas importantes

de las pérdidas en el sector hortofruticola.

En concreto, en la presente tesis se han aplicado los materiales biocidas
ya estudiados en ensayos in vitro, sobre la superficie de naranjas y ciruelas
infectadas con el hongo patégeno mas comun de cada una de ellas,
Penicillium digitatum y Monilinia fructicola respectivamente. Para ello se
emplearon diferentes tipos de formulaciones y aplicaciones, donde se
modificaron variables como la composicién de la formulacidn, el material
fungicida o su concentracidn, analizando la influencia de cada variable en

la actividad fungicida de la aplicacién estudiada.

5.2.2.1. Estudios fungicidas en naranjas
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La seleccidn de este citrico para realizar estos estudios se debe a que
esta fruta es la de mayor produccién y consumo en Espafia, sobre todo, en
la Comunidad Valenciana. Mundialmente, en 2017 se produjeron
aproximadamente 70 millones de toneladas de naranjas de las cuales, un

6% se produjeron exclusivamente en Espafia [394].

Las enfermedades originadas por hongos fitopatégenos en citricos
(podredumbres) causan numerosos problemas y pérdidas durante los
periodos de poscosecha y comercializacién de estos alimentos [395]. Las
pérdidas son muy variables dependiendo de muchos factores como la zona
productora, la especie y variedad del fruto, las condiciones climatolégicas,
el tipo recoleccién, el manejo en poscosecha y las condiciones de

conservacion [396].

El podrido de los citricos, y en concreto de las naranjas, producido por
los hongos de la familia Penicillium es el mas comun y conocido.
Especificamente, el Penicillium digitatum (PD) y el Penicillium italicum (PI)
son los hongos patégenos mas habituales en enfermedades poscosecha que
causan la podredumbre de citricos, y que comunmente se denominan
moho verde y moho azul. En Espafia se estima que las pérdidas causadas
por los hongos tipo Penicillium representan entre el 55 y el 80% de las

pérdidas totales de citricos durante toda la temporada.

En el presente estudio se trabajé con el hongo PD o moho verde, debido
a que se desarrolla facilmente a 20 °C y humedad relativamente alta, siendo
especifico como patégeno de frutos citricos [397]. Este hongo no consigue
atacar a la fruta directamente, si no que precisa de heridas en la superficie
o piel de las frutas para poder desarrollarse [398]. Sin embargo, este hongo
puede presentarse en la superficie o piel de las naranjas durante meses sin

actividad, desarrollaindose en cualquier momento en cuanto entra en
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contacto con los liquidos liberados por las heridas en superficie. Una vez
infectada la herida de la fruta, el hongo excreta una enzima que deshace la

lignina de la corteza, reblandeciendo los tejidos y pudriendo el fruto [399].

Toda la informacién anterior pone de manifiesto la importancia de la
utilizaciéon de tratamientos poscosecha para mantener la calidad de los
productos hortofruticolas, evitando la aparicién de podredumbres. Por
ello, en este apartado se han analizado los efectos de la aplicacién de los
agentes fungicidas sobre citricos en experimentos in vivo, cuya aplicacién

se puede realizar de varias maneras.

A.- Aplicacién acuosa

Los primeros estudios llevados a cabo sobre naranjas consistieron en la
aplicacién directa sobre las heridas de cada naranja del material fungicida
en una suspension acuosa. Esta aplicacion se denominé tratamiento directo
en gota y consiste en aplicar una gota (30 uL) de la suspension acuosa del

material antifiingico sobre la herida de cada pieza de fruta.

En primer lugar, se estudié la efectividad de este tipo de tratamientos
empleando la zeolita LTAAg-1_100% en suspensiones acuosas de diferente
concentracion (2,4 y 8% en peso). Los resultados se pueden observar en la
parte izquierda de la Figura 5.53, que muestra como todas las aplicaciones
poseen elevados efectos fungicidas, reduciendo tanto la severidad como la
incidencia del hongo (PD) sobre la fruta, con valores de reducciéon
superiores al 70%. Estos resultados son independientes de la
concentracion de plata total en la aplicacion, que varia de 1 a 4%. Por ello,
se estudi6 también la actividad de la misma zeolita, pero con un contenido

en plata mucho menor, empleando para ello la zeolita LTAAg-1 que
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contiene un 2% en peso Ag. Esta zeolita se incorpord en agua creando una
suspensién acuosa con 5% en peso de LTAAg-1, lo que result6 en una
concentracion total de plata en la aplicacion préxima al 0,1%. La actividad
fungicida (Figura 5.53-izq.) de esta aplicacién también mostré cambios
considerables frente al control (Figura 5.54), presentando cierta actividad
antifiingica pero muy inferior a los casos anteriores donde se empleé la
zeolita con mayor contenido en plata (LTAAg-1_100%). En concreto, en
este caso, el porcentaje de reduccion de la incidencia del hongo fue del 35%
mientras que la severidad solo se redujo un 8% respecto del control.
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Figura 5.53: Porcentajes de reduccion de la incidencia y severidad del PD respecto del control
y el contenido en Ag de la formulacion

Conjuntamente a los estudios anteriores, se realizaron ensayos en
blanco, donde se incorporaron los mismos contenidos de zeolita LTA-1 sin
plata, no obteniéndose resultados positivos (datos no mostrados). De esta
forma, se puede afirmar que la plata es el verdadero agente biocida, y que
la zeolita no presenta efectos fungicidas. Asimismo, se observa que
concentraciones de plata superiores a 1% en la formulacién presentan la

maxima actividad antifingica posible y un aumento en el contenido de
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plata en las formulaciones no mejoran significativamente los resultados en

este tipo de aplicacion.
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Figura 5.54: Imagenes de las naranjas tras los 7 dias de incubacion a 20 C 'y humedad relativa
del 90% de las muestras control (izq.) y de las naranjas tratadas con 5% LTAAg-1

Se estudi6 también la actividad de otra de las zeolitas intercambiada al
100%, la FAUAg-2,4_100%. Esta zeolita de poro grande presenta una
estructura distinta y una relacion Si/Al mayor a la LTA y por ello, su
contenido maximo de plata es menor. Como se observa en la Figura 5.55, la
zeolita faujasita, aun presentando un contenido menor en plata, muestra
un mayor porcentaje de reduccion de la incidencia y de la severidad que la

zeolita LTAAg-1_100%.
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Figura 5.55: Porcentajes de reduccion de la incidencia y severidad del PD respecto del control
y contenido en Ag de la formulacion basada en LTAy FAU.

Estos resultados son similares a los obtenidos en los estudios
bactericidas y a los estudios in vitro, donde las zeolitas tipo faujasita
presentaban actividades mayores, posiblemente debido a una estructura
mas abierta con tamafio de poro grande, que facilita notablemente el
movimiento y la liberacién de los cationes de compensacion (Ag+), ademas
de presentar la relacién Si/Al determinada como 6ptima en los estudios
bactericidas. Las imagenes de los frutos tratados con las distintas

aplicaciones se pueden observar en la Figura 5.56.

Figura 5.56: Imagenes de las naranjas tratadas, de izquierda a derecha: control (sin
tratamiento), tratadas con 4% LTAAg-1 _100% y tratadas con 4% FAUAg-2,4_100%

Por otro lado, también se estudio6 la actividad de zeolitas intercambiadas
completamente con Zn2+. Estas zeolitas fueron preparadas analogamente a
las de plata, pero empleando disoluciones con diferente concentracion de
Zn(NO03)2:6H0. Los difractogramas de estas zeolitas intercambiadas con
Zn (no mostrados) eran idénticos a los de las zeolitas sédicas, indicando
que no se producia ninguna modificacién de la estructura zeolitica tras el
intercambio con Zn2+. La composiciéon quimica de estos materiales se

muestra en la Tabla 5.9.

Los resultados antifingicos obtenidos con estas nuevas zeolitas

intercambiadas con Zn fueron muy pobres (Figura 5.57) comparados con
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los obtenidos con las zeolitas con plata, aun siendo el Zn2+ un conocido
agente fungicida utilizado en muy diversas aplicaciones. Como en el caso
anterior, la zeolita FAUZn-2,4_100% present6 mejores efectos fungicidas
que la LTAZn-1_100%, aun presentando un contenido en Zn inferior,
confirmando de nuevo que el tipo de estructura zeolitica influye en la
actividad fungicida de estos tratamientos y que las zeolitas con plata tienen

propiedades fungicidas mas efectivas que las zeolitas con zinc.

100 50
90 ® INCIDENCIA 4,5
- u SEVERIDAD .
4,
a %Ag 4
&
Z 70 35 7
s g
2 60 30 8
Y
< -
2 S
& 50 2,5 !:
o a
2 w0 20 §
5 (>
% 30 15
® 20 1,0
10 05
0 [ 00
4%_LTAZn-1_100% 4%_FAUZn-2,4_100%

Figura 5.57: Porcentajes de reduccion de la incidencia y severidad del PD respecto del control
y el contenido en Zn de la formulacion basada en LTA y FAU.

De igual manera, se realizaron estudios utilizando como agente biocida
la hidrotalcita Zn/Al con benzoato o sorbato descritas en el apartado
anterior. Los resultados (Figura 5.58) muestran que las hidrotalcitas con
sorbato presentan una actividad fungicida menor que las zeolitas con plata
pero mayores que las zeolitas con zinc (Figura 5.57), mientras que las que
tienen benzoato presentan resultados similares a los obtenidas con las
zeolitas LTAAg-1_100%. Estos resultados en los ensayos in vivo parecen
diferir de los resultados in vitro donde las hidrotalcitas con el anioén sorbato

funcionaba mejor que las que tenian el anién benzoato.
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Figura 5.58: Porcentajes de reduccion de la incidencia y severidad del PD respecto del control
de las formulaciones con 4% HT-ZnAl con benzoato o sorbato

Todos los resultados expuestos hasta el momento indican que los
tratamientos poscosecha como aplicacion de gota directa de una
suspension acuosa que contienen los aditivos fungicidas estudiados, son
tratamientos efectivos frente al control de la podredumbre verde causada
por Penicillium digitatum en naranjas. Se ha comprobado que la accién
fungicida depende de la cantidad del agente biocida incorporado, asi como
de la estructura zeolitica utilizada como soporte, ofreciendo mejores
resultados las zeolitas de poro grande como la faujasita. Ademas, se ha
demostrado que el uso de zeolitas con plata es mucho mas efectivo que el
uso de las zeolitas con zinc, aunque, las hidrotalcita Zn/Al con benzoato en
su composicion presentan una reduccion del PD similar a las zeolitas con
plata. No obstante, la aplicacién de las hidrotalcitas y la aplicacién de las
zeolitas con altos contenido en plata (intercambios del 100%) generan
efectos de fitotoxicidad en la superficie de las naranjas es decir, tintaban la
superficie de la naranja donde fueron tratadas, tal y como se puede
observar en la Figura 5.59, siendo por ello necesario trabajar con un menor

contenido en agente fungicida.
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Figura 5.59: Imagen de una de las naranjas tratadas con 4% FAUAg-2,4_100%, fitotoxicidad

B.- Aplicacién de formulaciones comestibles

Tras los estudios iniciales con suspensiones acuosas, se realizaron
ensayos incorporando los materiales biocidas en formulaciones
comestibles, es decir, en mezclas de compuestos naturales que se suelen
emplear para el recubrimiento de alimentos, que consiguen alargar su vida

util y mejorar su aspecto, siendo inocuos para el ser humano.

Los recubrimientos comestibles se formularon combinando
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y cera de abeja (BW) como compuestos
principales. De esta forma, el polisacarido (HPMC) actiia como matriz
formadora de films y mejora la barrera al intercambio de gases, mientras
que el componente lipidico ofrece una barrera al vapor de agua. Ademas,
algunas formulaciones incluyeron goma laca (Shellac), que es una resina
natural ampliamente utilizada en los recubrimientos comerciales para
citricos, debido a que aportan brillo a las frutas. A estos ingredientes
mayoritarios, se incorpordé glicerol y acido estearico que actuaron como
plastificante y emulsionante respectivamente, mejorando las propiedades
mecanicas de los recubrimientos y la estabilidad de las emulsiones. Por
ultimo, a esta formulaciéon se adicioné una cantidad determinada de los

materiales biocidas, obteniendo distintos recubrimientos comestibles de
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los que se evalu6 su accion curativa. En todos los casos, la concentracién de
los distintos ingredientes y el contenido en sélidos de las formulaciones se
seleccion6 para obtener emulsiones estables y con una viscosidad en el
rango de 20-80 cp. La Tabla 5.13 muestra la composicién de los distintos
recubrimientos utilizados, preparados siguiendo el protocolo descrito por
Valencia-Chamorro et al. [180]. Una vez preparados se estudiaron
diferentes factores que pueden influir en la actividad fungicida de los

mismos.

Tabla 5.13: Composicion basica de las formulaciones comestibles (% en peso)

Nombre de la

., F-la | F-1b | F-1c | F2 | F-3 | F-4a | F-4b
formulacion (C)

Compuestos % % % % % % %
Hydroxipr(cl>_|ppill\r;l1ce)tilceluIosa 12 17 | 12 | 09 | 18 | 30 | 30
Cera de abeja (BW) 3,5 35| 35| 28 | 40 - 1,0
Acido esteérico 0,7 | 0,7 | 0,7 1,1 | 0,8 - 0,2
Gricerol 06 | 07| 06|04 |07 | 10| 10

Shellac - - - 2,8 - - -

Agua 92 90 93 88 92 94 92
Material biocida 20 | 33| 10| 40 | 1,0 | 20 | 2,0

Contenido en sélidos 8,0 10 7,0 12 80 | 60 | 7,2

e Efecto del tipo de aplicacion

El primer ensayo consisti6 en comparar como variaba la actividad
fungicida de las zeolitas con plata al aplicarse una gota de la formulacién
comestible (edible) respecto a como funcionaba al aplicarse directamente
como gota de la suspensiéon acuosa en la herida (acuoso). Para ello se
empleod la formulacién F-1a (Tabla 5.13), que contiene un 2% en peso de

LTAAg-1, debido a que este compuesto biocida no mostr6 problemas de
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fitotoxicidad en los estudios previos. En la Figura 5.60 aparecen los
resultados obtenidos, observandose que se obtienen mejores resultados al
aplicar el material biocida incorporado en la formulacién comestible
directamente sobre la herida que cuando se hace lo mismo pero aplicando
una gota de la suspension acuosa. Esto es asi incluso cuando su contenido
en agente biocida es menor, y es probablemente debido a la mayor
viscosidad de la formulacién comestible, que permite que la mayoria de la
formulacion fungicida se acumule en la oquedad o herida desde la que
crecera el hongo, mientras que la aplicacién acuosa eluye por la superficie

del fruto, resultando en una aplicacién menos concentrada.
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Figura 5.60: Porcentajes de reduccion de incidencia y severidad del PD de la aplicacion
acuosa y de la formulacion comestible de LTAAg-1 como gota directa sobre la herida de la
naranja y contenido en Ag de cada aplicacion.

Por otro lado, se compararon las eficacias fungicidas de la aplicacién de
formulacion comestible cuando se aplicé por dos métodos distintos, por un
lado la aplicaciéon directa como gota de la formulacién comestible sobre las
heridas de los frutos (30 puL) denominada “drop” y, por otro lado, como
recubrimiento manual, empleando 0,3 mL de la formulacién comestible

denominada “coating” [308]. Los resultados de ambos tipos de aplicaciones
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se muestran en la Figura 5.61, mostrando que la aplicacién en gota es mas
efectiva que el recubrimiento manual. Estos resultados se pueden explicar
debido a que la aplicacién en gota es mucho mas directa, concentrada y
especifica, ya que el material biocida se coloca exclusivamente en la zona
de la naranja herida e infectada por el hongo, desde donde comienza el
crecimiento o proliferacién y por tanto, la accién curativa es mas sencilla y
directa. En el caso del recubrimiento, la accién es mas dispersa ya que la
formulacion con el agente biocida se dispone por toda la superficie del

fruto, y no exclusivamente en la herida.
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Figura 5.61: Porcentajes de reduccion de la incidencia y severidad del PD de las
formulaciones comestibles que contienen LTAAg-1 (F-1a) aplicado tanto como gota (drop)
como recubrimiento manual (coating)

No obstante, aunque la aplicacién directa fue mas efectiva, en una
aplicacién real o industrial se debe optar por la aplicacién de la formulacién
comestible en forma de recubrimiento sobre la superficie de las naranjas,
siendo necesario encontrar formulaciones que presenten una mayor

actividad fungicida.
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e Efecto de la concentracion de zeolita con plata en la

formulacién comestible

Para este andlisis, se realizé un ensayo donde se estudié la relacion
entre el contenido de zeolita con plata utilizada en la formulacién y la
efectividad fungicida. Para ello, se estudiaron los resultados fungicidas de
2 concentraciones distintas de LTAAg-1 (1% y 2%) incorporadas en la
formulacion comestible (F-1c y F-1a) y aplicadas como recubrimiento
manual. Los resultados muestran claramente (Figura 5.62) mejores
resultados en cuanto a la reduccién de la severidad y la esporulacién
cuanto mayor es el contenido de LTAAg-1 incorporado en la formulacion,

de acuerdo con los experimentos in vitro realizados previamente.
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Figura 5.62: Porcentajes de reduccion de la incidencia, severidad y esporulacion del PD de los
recubrimientos con formulacion comestible F-1c (1%), Fla (2%) junto al contenido en Ag de
cada aplicacion

e Efecto de la composicion de la formulacion comestible
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En este punto se analiz6 como afectaba la modificacién de la
formulacion comestible a la actividad fungicida. En primer lugar, se estudio
la influencia de la presencia de goma laca (Shellac) en la composicién de la
formulacion que presenta como agente fungicida la zeolita LTAAg-1. Este
nuevo ingrediente confiere a las naranjas un brillo caracteristico y es muy

utilizada en la industria hortofruticola.

En la Figura 5.63 se muestra el resultado obtenido al aplicar la goma
laca, revelando que incluso presentando esta formulacién (F-2) un mayor
contenido de plata, los resultados fungicidas obtenidos son peores. Este
hecho se puede explicar, probablemente, debido a que la presencia de
goma laca (Shellac) en la composicién de la formulacién impide la
liberacion de los cationes Ag+ al medio donde se encuentra el hongo y por
tanto, se puede concluir que la adiciéon de esta goma laca no es un
ingrediente aceptable en estas formulaciones debido a que la efectividad

fungicida disminuye notablemente.
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Figura 5.63: Porcentajes de reduccion de la incidencia, severidad y esporulacion del PD de los
recubrimientos con formulacion comestible con goma laca (F-2) y sin (F-1a) junto al contenido
en Ag de cada aplicacion
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Se analiz6 la influencia de otro de los componentes de la formulacién
comestible, la cera de abeja (BW). Las formulaciones preparadas se
describen en la Tabla 5.13 como F-4a y F-4b presentando ambas un
contenido de 2% de material antifingico (LTAA-1.100%) vy

diferenciandose entre ellas por la utilizacion (F-4b) o no (F-4a) de la cera.

La Figura 5.64 muestra los resultados de estos andlisis, mostrando que
aunque disminuye un poco la incidencia en la formulacién con cera de
abeja, las diferencias no son significativas entre la incorporacién o no de
cera de abeja en la composicién de las formulaciones comestibles, al
contrario de lo que ocurria cuando se aplicaba goma laca en las
formulaciones. Por ello, se puede concluir que la incorporacién de la cera
de abeja es un ingrediente aceptable para su utilizacion en los
recubrimientos, ya que no influye en la accién fungicida de las zeolitas con
plata, y consigue mejoras en el recubrimiento como un mejor aspecto

visual y una barrera frente al vapor de agua.
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Figura 5.64: Porcentajes de reduccion de la incidencia, severidad y esporulacion del PD de los

recubrimientos con formulacion comestible sin cera de abeja (F-4a) y con cera de abeja (F-4b)
basados en LTAAg-1_100% junto al contenido en Ag de cada aplicacion
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e Efecto de la zeolita utilizada

Se comparé la actividad fungicida de la zeolita LTA con plata con la
actividad de la zeolita FAU con plata aplicadas en formulaciones
comestibles. Para ello, se empled una nueva formulacién, F-1b, cuya
composicién es similar a la de la formulacién F-1a, pero empleando 3,3%
de FAUAg-2,4 como agente biocida, de forma que ambas formulaciones

comestibles contenian la misma cantidad de plata total (0,04% en peso de
Ag).

La Figura 5.65 muestra los resultados obtenidos tanto al aplicarse las
formulaciones como gota directa (drop) o como recubrimiento (coating).
Como se ha discutido anteriormente, los resultados demuestran que en
ambos casos la actividad fungicida es mayor cuando se aplica como gota
directa (drop), independientemente cual sea la formulacién y la zeolita con
plata aplicada. Sin embargo, comparando la actividad antifiingica de ambas
zeolitas con plata, ésta es bastante mayor cuando se emplea la zeolita de
poro grande, es decir, la formulacién con FAUAg-2,4, independientemente
del tipo de aplicacion llevada a cabo. Este mejor funcionamiento de la
faujasita, cuando ambas presentan contenidos de plata en la formulacién
muy similares, esta de acuerdo con todos los resultados anteriores, en los
que se ha visto que el uso de una zeolita con estructura de poro grande y
en definitiva, mas abierta, presenta mejor actividad biocida debido,
probablemente, a la mayor facilidad de movimiento y liberacién de los
iones Ag* al medio, donde ejercen su actividad biocida. La Figura 5.66

muestra las imagenes de las naranjas tras el ensayo realizado.
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Figura 5.65: Porcentajes de reduccion de la incidencia y severidad del PD de las
formulaciones que contienen LTAAg-1 (F-1a) y FAUAg-2,4 (F-1b) aplicadas tanto como gota
(drop) como recubrimiento manual (coating).

Figura 5.66: Imagen de las naranjas tratadas con 3,3% FAUAg-2,4 mediante aplicacion de
recubrimiento manual (F-1b)

Finalmente, cabe resaltar que ninguno de estos ultimos tratamientos
presentd efectos fitotéxicos importantes en la superficie de las naranjas
tratadas (Figura 5.66 y Figura 5.67). Ademas, y tras los 7 dias de
incubacién, los parametros de calidad de las naranjas como la pérdida de
peso o la pérdida de firmeza en la piel, fueron inapreciables y por tanto,
cumplian su objetivo manteniendo las propiedades organolépticas de las

naranjas.
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Figura 5.67: Imagenes naranjas: A-sin recubrimiento, B-recubiertas sin agente fungicida, C-
recubrimiento con FAUAg-2,4, tras el secado del recubrimiento

e Efecto de la relacion Si/Al

Se estudi6 también la influencia de la relacién Si/Al de las zeolitas con
plata aplicadas en formulaciones comestibles. Para ello, se compararon los
resultados fungicidas de dos zeolitas faujasita, una de relacién Si/Al = 2,4
(FAUAg-2,4_F-1c) y otra de relacion Si/Al = 6 (FAUAg-6_F-3), ambas con

Ag*y Na+* como cationes de compensacion, en formulaciones muy similares.

Los resultados antifiingicos obtenidos muestran de nuevo una mejor
actividad antifingica cuando la relacion Si/Al es proxima a 2. Asi, se puede
afirmar que tal y como se habia observado en los estudios in vivo previos,
esta variable influye en la accién antifingica, siendo ligeramente mas
activos los materiales con relacion Si/Al cercana a dos, tal y como ya se
habia observado en el resto de analisis microbiolégicos frente a estos y

otros microorganismos patégenos.
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Figura 5.68: Porcentajes de reduccion de la incidencia, severidad y esporulacion del PD de los
recubrimientos con 1% de material fungicida basado en Ag-FAU con distinta relacion Si/Al
(2,4 y 6) y similar contenido en Ag (2% wt.)

e Aplicacion de las formulaciones optimizadas

Teniendo en cuenta todos los estudios anteriores, se establecié que la
zeolita faujasita de relacion Si/Al cercana a 2 a la 6ptima para ser usada en
las formulaciones comestibles aplicadas como recubrimiento manual
sobre naranjas. Por ello, se prepararon recubrimientos que contenian la
formulaciéon optimizada F-5 (Tabla 5.14) con un contenido menor del
material fungicida para conseguir una concentraciéon de plata total de
0,01%. Este valor se escogid pues, aunque no existe legislacién especifica
sobre este tipo de aplicaciones en recubrimientos directos sobre fruta, si
que existe legislaciéon sobre la cantidad de plata en contacto con alimentos
(envases) que es de 0,05 mg de Ag por Kg de alimento. El valor escogido de
zeolita con plata supondria que cada fruto contuviese 0,03 mg de Ag por Kg
de fruta, valor que se encontraria por debajo del limite anterior [251]. La

cantidad de plata deseada (0,01%) se consigui6 variando la cantidad de
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zeolita con plata aplicada o variando el contenido de plata de las zeolitas
empleadas. Ademas, se emple6 como referencia para su comparaciéon una

formulacién similar basada en AgNOs.

Tabla 5.14: Composicion basica de las formulaciones comestibles (% en peso)

Nombre de la formulacién (C) F-5

Compuestos / Mat. Fungicida AgNO3 F:-\Zlél;g‘;lzt ')4 F?;:i:f

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 3,0 3,0 3,0

Cera de abeja (BW) 1,0 1,0 1,0

Acido esteérico 0,2 0,2 0,2

Gricerol 1,0 1,0 1,0

Agua 94,8 94,7 94,0

Material biocida 0,015 0,05 0,8

Contenido en sélidos 5,216 5,25 6,0

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 5.69,
observandose la siguiente tendencia en eficacia: FAUAg-2,4_20%wt. >
FAUAg-2,4 ~ AgNOs. La mayor efectividad obtenida empleando la zeolita
faujasita con alto contenido en plata es debida, probablemente, a una
liberacion mayor de los cationes Ag* y a una mayor dispersiéon de esta
zeolita con plata en la formulacién, ya que al usar una zeolita con mayor
contenido en plata es posible usar una cantidad menor de la misma en la
formulacién y conseguir asi que ésta esté mas dispersa. Estos dos factores
parecen mejorar la efectividad del tratamiento, consiguiendo una
inhibicién del crecimiento del hongo en la superficie de las naranjas. Por
otro lado, la FAUAg-2,4 y la plata dispuesta sin ningtin soporte (AgNO3)
presentan actividades fungicidas similares pero peores que la zeolita
FAUAg-2,4_20%wt. Esto puede deberse a que la sal de plata (sin carrier que
pueda actuar como reservorio) se libera inmediatamente, presentando al

principio una elevada eficacia antifingica pero que desaparece
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rapidamente, permitiendo el crecimiento del hongo durante 8 dias. En el
caso de la FAUAg-2,4 con 2% en peso de plata (con carrier pero con bajo
contenido en plata en zeolita) el problema seria el contrario, es decir, la
lenta liberacién de la plata debido al bajo contenido en plata, permite que
el Penicillium crezca, aunque siempre a menor velocidad que en un control,
siendo pues menos efectiva. Por dltimo, en la aplicacién de la zeolita
FAUAg-2,4_20%wt. la actividad fungicida es mayor y permanece durante
mas tiempo, alcanzandose un 6ptimo en la velocidad de liberacién de plata,

que permite una actuaciéon mas prolongada en el tiempo
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Figura 5.69: Porcentajes de reduccion de la incidencia, severidad y esporulacion del PD de los
recubrimientos con formulacion comestible F-5 con los mismos contenidos totales de Ag
(AgNOs3, FAUAg-2,4 y FAUAg-2,4 20%)

Los resultados de este estudio permiten asi asegurar que la formulaciéon
F-5 es una de las mas adecuadas para la aplicacién de las zeolitas con plata
como tratamientos poscosecha con capacidades fungicidas para el control
de PD en naranjas infectadas. Ademas se comprueba que, todos estos
tratamientos no presentaron problemas de fitotoxicidad, sin observarse
ninguna modificaciéon de la superficie de las naranjas tratadas. De igual

manera, la pérdida de peso de los frutos tratados tras ocho dias de

331



5.- MATERIALES BIOCIDAS

incubacidn fue inapreciable, al igual que no se vio alterada la firmeza de la
piel de los frutos y por tanto, se mantuvieron estables las propiedades

intrinsecas de los frutos, alargando su vida util.

En resumen, se ha comprobado que las zeolitas con plata pueden ser
buenos materiales antifingicos para ser utilizados en tratamiento
poscosecha, tanto en su aplicacion directa sobre heridas en naranjas, como
en una aplicacién mas real como recubrimientos de la superficie de las
naranjas. Se comprobd que, cuanto mayor es el contenido en plata de las
distintas formulaciones, mejores resultados antifingicos se obtienen,
aunque otras caracteristicas como las estructuras zeoliticas y la relacién
Si/Al también influyen. Asi, la formulacién con faujasita demostro ser la
mas eficaz debido probablemente a que la estructura de poro grande de la
zeolita, permite una mayor facilidad en la liberaciéon de los iones Ag*.
Ademas, larelacion Si/Al de la zeolita cercana a 2 parece ser la mas efectiva,
igual que ocurria en los ensayos bactericidas, siendo la zeolita FAUAg-2,4
la que mejores resultados ofrecié. Esto abre una puerta hacia la aplicacion
real de estos materiales en recubrimientos alimenticios para citricos, ya
que ademdas de presentar una accién fungicida, la aplicacién de este
recubrimiento no afectaba a otros factores de calidad de estos frutos como

la pérdida de peso, el color o la firmeza entre otros.

C.-- Andlisis microscopico de los recubrimientos en

naranjas
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Junto al estudio biocida, se realizé un estudio de caracterizacion de uno
de los recubrimientos comestibles aplicados sobre las naranjas. Este
estudio se realizé6 empleando el microscopio electrénico de barrido con

criogenizacién (CrioSEM).

Para ello, se utilizé la zeolita LTAAg-1_100%, debido a su mayor
contenido en plata, incorporada al 2% en una formulacién comestible cuya
composicion se define en la Tabla 5.13 segliin F-4b. Estas formulaciones
fueron incorporadas en naranjas mediante recubrimiento manual en frutos
que habian sido previamente heridos, pero sin incorporar el hongo. Tanto
las zonas sanas de la superficie de las naranjas, como las zonas donde
existian heridas fueron seccionadas con ayuda de un bisturi, intentando
tomar solamente corteza del fruto, es decir, sin profundizar en el cuerpo de
la naranja (Figura 5.70). Una vez conseguidas las muestras, éstas fueron
depositadas adecuadamente en el portamuestras del microscopio y
posteriormente, introducidas en N; liquido para su criogenizacion (Figura

5.71), impidiendo asi una alteracién de las mismas durante el estudio.

Figura 5.70: Toma de muestras de naranjas tratadas para el estudio CrioSEM
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Figura 5.71: Colocacion y criogenizacion de muestras de naranjas tratadas para CrioSEM

Una vez las muestras estuvieron listas, se introdujeron en el
microscopio donde fueron recubiertas con carbono para incrementar la
conductividad de la muestra y poder obtener mejores resultados.
Finalmente, tras 30 minutos en una pre-camara donde se eliminé el agua
de la superficie mediante vacio, las muestras fueron analizadas mediante
el microscopio de barrido utilizando tanto el detector de electrones
secundarios para observar la morfologia de las muestras, como el detector
de electrones retrodispersados para observar por diferencia de contraste

la presencia de elementos mas pesados como Si, Al y Ag.

Las imagenes tomadas en la zona sana de la naranja empleando el
detector de electrones secundarios aparece en la Figura 5.72-izq. En ella se
observa una especie de recubrimiento en forma de escamas, debido
seguramente a la criogenizacion de la muestra que rompe el recubrimiento
comestible aplicado. Ademas, aparecen ciertas particulas con un contraste
mayor, que gracias a la imagen obtenida con el detector de electrones
retrodispersados (Figura 5.72-dcha), se consiguen ver de forma mas clara.
Estas particulas se atribuyen a la zeolita, es decir, particulas de LTAAg-
1.100% incorporada en la formulaciéon aplicada. Imagenes a mayores
aumentos (Figura 5.73) permiten corroborar estas hipdtesis,

observandose claramente las particulas de LTAAg-1.100%. Estas
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observaciones evidencian la presencia y estabilidad del material biocida en

el recubrimiento comestible aplicado.

Figura 5.72: Imdgenes CrioSEM (x350) de la superficie sana de naranjas recubiertas mediante
el detector de electrones secundarios (izq.) y el detector de electrones retrodispersados (dcha.)

BOpm . ! GOpm :

Figura 5.73: Imdgenes CrioSEM (x1000) de la superficie sana de naranjas recubiertas
mediante el detector de electrones secundarios (izq.) y el detector de electrones
retrodispersados (dcha.)

Una vez estudiadas las zonas sanas de la superficie de la naranja, se
realiz6 un estudio sobre la herida creada en la superficie de la fruta. Para
ello, la muestra seccionada fue colocada de forma transversal al haz de
electrones para poder observar las paredes de la herida. Como se aprecia
en la Figura 5.74, las diferencias en la estructura de la zona sana y la zona

herida son muy evidentes, perdiéndose en este ultimo caso la morfologia y
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evidenciando la hendidura o herida realizada. Por otro lado, tomando
imagenes de la seccién transversal de la zona herida y de la zona sana
(Figura 5.75), se identifican facilmente las particulas de LTAAg-1_100% en
la hendidura de la herida, mientras que en la zona sana aparecen
exclusivamente en la superficie de la naranja. Al no atravesar la piel de la
naranja, las zeolitas no modifican las propiedades organolépticas del
alimento, actuando el recubrimiento como una capa protectora de su

superficie.

B00pm :

Figura 5.74: Montaje de distintas imdagenes tomadas de forma continua con el detector de
electrones secundarios (x75), apreciando la zona sana y la zona herida de la seccion
transversal de la fruta

— &ooum !

Figura 5.75: Montaje de distintas imdagenes tomadas de forma continua con el detector de
electrones retrodispersados (x100), donde se puede apreciar la zona sana y la zona herida de la
seccion transversal de la fruta
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Ademas, empleando el detector de electrones retrodispersados se
tomaron diferentes imagenes cada vez a mayores aumentos de la zona
herida (Figura 5.76), donde se observo claramente que las particulas de
LTAAg-1_100% se encuentran mas concentradas en la zona herida, lo que
facilitara la accion frente al hongo cuando dicha herida esté infectada por
el patogeno. Esta mayor concentraciéon es debido probablemente a la
perforacion generada por el punzdén al realizar la herida en las naranjas y
que crea, por tanto, un espacio vacio donde se deposita una mayor cantidad
de recubrimiento. Por otro lado, tampoco hay que descartar que se
produzca una migracion de la plata hacia esta zona, debido a la afinidad de

los cationes Ag* con los compuestos organicos del interior de la naranja.

: 600pm ! ! 400um !

Figura 5.76: Imdagenes CrioSEM a distintos aumentos de la seccion transversal de la herida
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Un segundo estudio de las mismas muestras se realizé en el microscopio
electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM). Para poder realizar
dichas medidas, se tomaron las secciones de la superficie de las naranjas
de la misma forma que en el CrioSEM, pero éstas fueron deshidratadas
durante 7 dias en un horno a 65 °C, seguido de un tratamiento a vacio para
conseguir una deshidrataciéon completa de las muestras (Figura 5.77),

evitando la criogenizacién.

'M uestras
deshidratadas

Figura 5.77: Preparacion de muestras de naranjas tratadas para el estudio de FESEM, por
deshidratacion

Una vez listas las muestras, se observé la morfologia de la superficie de
una de las zonas sanas. La Figura 5.78-izq. muestra dicha zona, donde se
puede identificar claramente el recubrimiento, tal y como se habia
observado en los analisis de CrioSEM, pero sin la escamacion del mismo. Se
identifican también particulas del material zeolitico incorporado en la
formulacién comestible, que fueron claramente visibles en imagenes a

mayores aumentos, como se observa en la Figura 5.78-dcha.
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Figura 5.78: Imagen FESEM de zona sana de la superficie de la naranja (x 56 izq. y x300
dcha)

De igual modo, se realizaron estudios similares en la zona herida. Las
imagenes obtenidas a diferentes aumentos permitieron observar la
presencia de particulas de LTAAg-1_100% tanto en la propia herida como
en las inmediaciones, evidenciando la presencia de material antifingico en
toda la superficie de la naranja. Las imagenes a mayores aumentos
presentadas en la Figura 5.79, muestran claramente particulas con
morfologia cubica, tipicas de LTA, e incluso, en las imagenes a elevados
aumentos, se pueden observar zonas muy pequeflas con mayor contraste
(brillantes), atribuibles a particulas de plata liberadas desde la zeolita hacia
el seno de la formulaciéon comestible y que serian las responsables de

controlar el patégeno si hubiese sido inoculado en dichas heridas.
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Figura 5.79: Imagenes FESEM a distintos aumentos de las inmediaciones y la propia herida de
la superficie de una naranja tratada (en orden x35, x75, x100, x500, x1000 y x5000)

Asi pues, se puede afirmar que los recubrimientos comestibles con
zeolitas con plata aplicados en las naranjas muestran una buena
distribucién de las particulas del agente biocida por toda su superficie.
Ademas, se pudieron observar diferencias claras entre la morfologia de la
zona herida y las zonas sanas de la naranja, consiguiéndose distinguir
también la morfologia tipica de la zeolita empleada. Ademas, se ha

comprobado la presencia de plata fuera de la zeolita, evidenciando su
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liberacién hacia el medio desde la matriz zeolitica, explicando los efectos

fungicidas observados en los ensayos microbioldgicos.

5.2.2.2. Estudios fungicidas en ciruelas

Una vez demostrada la efectividad de las distintas Ag-zeolitas frente al
Penicillium digitatum en naranjas, se realizé una evaluacién in vivo de la
actividad de estos materiales como ingredientes en recubrimientos
comestibles contra la podredumbre marrén causada por la Monilinia
fructicola (MF), el hongo patégeno que mas problemas causa en ciruelas. El
hongo MF ataca a diferentes frutos de hueso como ciruelas, albaricoques o
melocotones (Figura 5.80), generando una pudricién blanda y acuosa de
color pardo y con abundante esporulacién, que produce el momificado de

los frutos afectados por este hongo [400].

Figura 5.80: Imagenes de frutas afectadas por la podredumbre marron causada por MF
(Fuente: CAB International, 2010)

Los ensayos se llevaron a cabo en ciruelas artificialmente inoculadas
mediante la creacion de una herida con un punzén sumergido previamente
en una suspensién del patégeno de 103 esporas-mL-l. Transcurridas 24
horas tras la inoculacién del hongo (Figura 5.81), se llevaron a cabo los

diferentes tratamientos poscosechay se evalu6 la capacidad para controlar
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la infeccidn tras 10 dias de incubacién de los frutos, tratados a 20 °Cy 90%

de humedad relativa.

Figura 5.81: Fotografias de la inoculacion del hongo MF en ciruelas

En estos experimentos siempre se ha trabajado con un 3% de las

zeolitas con plata.

A.- Aplicacién acuosa

Los primeros ensayos en ciruelas se llevaron a cabo mediante la
aplicacién de una gota de 30 pL de una suspensién acuosa al 3% de las

zeolitas con plata estudiadas sobre la herida infectada.

La Figura 5.82 muestra los resultados obtenidos con las dos zeolitas
comerciales que contenian aproximadamente un 2% en peso de plata,
aplicadas a una concentracién del 3% en el tratamiento. Como se observa,
la faujasita presenta reducciones superiores de los tres factores analizados,
incluso presentando una concentracién final de plata menor. De nuevo, la
zeolita con tamafio de poro grande (faujasita) presenta mejores resultados,
debido a que facilita la movilidad y liberacién de la plata al medio,
confirmando que el soporte influye en la actividad fungicida. Ademas, como
en casos anteriores, las zeolitas sin plata no presentaron una actividad
fungicida remarcable, demostrando que es la presencia y actuacion de los

cationes Ag* el verdadero agente antiftingico.
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Figura 5.82: Porcentajes de reduccion de incidencia, severidad y esporulacion del tratamiento
en forma de gota directa de la suspension acuosa de LTAAg-1y FAUAg-2,4, junto con el
contenido en Ag

B.- Aplicacién de formulacion comestible

Siguiendo el mismo procedimiento que en el estudio con naranjas, se
prepararon distintas formulaciones comestibles que contenian un 3% en

peso de las zeolitas con plata.

Los estudios realizados emplearon las dos zeolitas (LTAAg-1 y FAUAg-
2,4) con contenidos en plata muy similares (cercanos 2% en peso) y en dos
formulaciones distintas, que se diferencian en el contenido total de sélidos
utilizados en los recubrimientos preparados, como se puede observar en la

Tabla 5.15.

Tabla 5.15: Composicion de las formulaciones comestibles (% en peso)

Nombre de la formulacién (C) C-6 c-10

Compuestos / Mat. fungicida % %
Hydroxipropilmetilcelulosa (HPMC) | 1,17 3,5
Cera de abeja (BW) 1,2 2,0
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Acido estedrico 0,2 0,4
Gricerol 0,4 1,2

Agua 94 90
Material biocida 3,0 3,0
Contenido en sdlidos 6 10

Los resultados de los diferentes tratamientos se resumen en la Figura
5.83. La primera idea que podemos extraer de los resultados obtenidos es
que, un mayor contenido en sélidos en la formulacién mejora la eficacia del
tratamiento. Esto puede ser debido a la mayor viscosidad de estas
formulaciones, que consiguen que la gota aplicada en la herida del fruto no
se extienda hacia la superficie adyacente, si no que se concentre en la
herida con una actividad mas directa, debido a su mayor viscosidad. En
segundo lugar, se observo que los tratamientos donde se emple6 FAUAg-
2,4 fueron mas efectivo que aquellos en los que se aplic6 LTAAg-1, tal y
como ya se observé en el tratamiento mediante gota acuosa. Finalmente, si
se comparan estos resultados con los obtenidos en la aplicacién directa de
gota acuosa, la aplicacion de la formulacién comestible en forma de gota
parece ser menos efectiva, lo que difiere del resultado obtenido en los
experimentos realizados en naranjas, y que puede estar relacionado con la
distinta estructura de la superficie del fruto o incluso, la diferente actuacion

frente a los distintos hongos.
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Figura 5.83: Porcentajes de reduccion de incidencia, severidad y esporulacion del tratamiento
en forma de gota directa de distintas formulaciones comestibles basadas en 3% de LTAAg-1 y
FAUAg-2,4, junto al contenido en Ag

Se realiz6 también la aplicacion de estas formulaciones comestibles
como recubrimiento manual sobre la superficie de las ciruelas, empleando
0,3 mL de la formulacién para cada fruto. Los resultados se describen en la

Figura 5.84.
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Figura 5.84: Porcentajes de reduccion de incidencia, severidad y esporulacion del tratamiento
en forma de recubrimiento manual de distintas formulaciones comestibles basadas en 3% de
LTAAg-1 y FAUAg-2,4, junto al contenido en Ag
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Como cabe esperar, la efectividad del tratamiento sobre todo el fruto
(recubrimiento) es menor que la conseguida al aplicar la formulacién de
forma directa sobre la herida con el hongo (gota), siendo los tratamientos
mas efectivos los que presentaban FAUAg-2,4 en su composicién y una

formulacién con un mayor contenido de sélidos.

Por ultimo, se llevo a cabo un estudio de calidad de los frutos tras todos
los tratamientos poscosecha anteriormente explicados. Dichos estudios de
calidad consistieron en el analisis de algunos de los factores mas
importantes en la calidad de las ciruelas como son: pérdida de peso,
firmeza de la piel, color externo y sabor del fruto (evaluacién sensorial). El
estudio de estos factores no mostroé diferencias significativas en cuanto al
peso de las ciruelas tratadas, ni en su color, siendo el sabor global de todas
las ciruelas tratadas satisfactorio. La firmeza de los frutos se vio algo
mermada en los tratamientos con las formulaciones con un menor
contenido de soélidos (C-6), mientras que los tratamientos con la
formulacion de mayor contenido en so6lidos (C-10), mantuvieron la firmeza
de la piel de las ciruelas. La Figura 5.85 muestra fotografias de ciruelas tras
10 dias de incubacién sin ser tratadas y de ciruelas tratadas con C-
10+FAUAg-2,4 tras el mismo tiempo, ambas infectadas con MF. En ellas se
puede observa que la muestras no tratadas presentan la podredumbre
marrén, evidenciando el crecimiento del patégeno, y la pérdida de color y
firmeza en la superficie de la ciruela, factores decisivos en la calidad de la
fruta. Por contra, las ciruelas tratadas con el agente fungicida, no muestran

el moho pardo y mantienen un aspecto saludable.
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Figura 5.85: Fotografias de las ciruelas sin tratar (arriba) y con el tratamiento C-10+FAUAg-
2,4 aplicado como recubrimiento manual (abajo)

Por todo ello, se puede decir que el tratamiento mas efectivo como
recubrimiento total del fruto (aplicacion real) es el nombrado como C-
10+FAUAg-2,4 con buenas propiedades fungicidas contra el hongo MF y
manteniendo casi intactos los distintos apartados de calidad que debe

cumplir una ciruela para su buena conservacion y posterior consumo.

En general, se ha observado que la aplicacion de zeolitas con plata como
aditivo fungicida para tratamientos poscosecha contra Monilinia fructicola
en ciruelas es una opcidn eficaz para el control de dicho hongo, y que podria
plantearse como aplicaciéon real en la industria de tratamientos

poscosecha.
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6.- CONCLUSIONES

El andlisis de los resultados obtenidos y descritos en la presente tesis

permite establecer las siguientes conclusiones, referidas a los dos

principales objetivos postulados:

= Respecto al primer objetivo establecido, concretamente, Ila

eliminacién de bromatos en agua mediante su hidrogenacion catalitica

se puede afirmar que:

Es posible eliminar los aniones bromatos disueltos en aguas
mediante el método de reduccidén catalitica empleando hidrégeno
como agente reductor y utilizando catalizadores basados en un

metal noble como el Pd.

La caracterizacién de los catalizadores en las diferentes fases de
preparacién confirma que las especies activas se forman tras la
reduccion del catalizador, siendo el Pd(0) la especie cataliticamente
activa que permite la reducciéon de los bromatos a bromuros en
presencia de H; trabajando a temperatura ambiente y presién
atmosférica. En todos los casos estudiados la selectividad de la
reaccion fue total, transformandose todos los bromatos en

bromuros, sin apreciar productos secundarios.

Los estudios llevados a cabo con diferentes catalizadores basados
en Pd sobre Al;03 han demostrado que a partir de 4 nm, el aumento
del tamafio de particula de Pd mejora la actividad catalitica de la
reaccion. Esto es debido a que las particulas grandes de Pd
favorecen la formacion de las especies B-PdH, mejorando la etapa
de disociacién del H y facilitando la reduccién de los aniones
bromatos a bromuros. Para catalizadores con tamafio de particula
de Pd similar o tamafio de particula bajo (inferior a 4 nm), la

principal caracteristica que determina su actividad es la dispersién,
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obteniéndose mejores resultados cuanto mayor es ésta. Los
estudios realizados determinan que el tamafio de particula
depende del soportes utilizado, de la cantidad de Pd incorporado y
del precursor de Pd seleccionado, siendo el PdCl; el precursor que

proporciona los mejores resultados.

e Las fibras de carbén activo (ACF) con contenidos de Pd bajos (1 a
0,25% en peso de Pd) también presentan una buena actividad
catalitica en esta reaccién, aunque esta es menor que la de los
catalizadores soportados sobre aliimina. Sin embargo, debido a sus
caracteristicas fisicas, las fibras serian el soporte idéneo para un
escalado a sistemas en continuo. Se ha comprobado que con este
tipo de catalizadores la velocidad de reaccién es dependiente de la
concentracion de los dos reactivos de la reaccion de estudio, Hz y

BI‘O?,'.

e La reutilizacion directa de todos los catalizadores estudiados es
factible, sin apreciar pérdidas importantes en su actividad catalitica

y sin modificarse sus propiedades fisico-quimicas.

e Los resultados muestran que, el catalizador que presenta mayor
actividad por mol de Pd accesible es el que contiene un 7% de Pd y
esta soportado sobre alumina, preparado con PdCl; como sal
precursora. Sin embargo, para un uso comercial seria mucho mas
conveniente el uso del catalizador 1%Pd/Al;O3 preparado con la
misma sal de Pd, ya que su actividad por mol total de Pd es mayor,

debido a que en este caso el Pd se encuentra mucho mas disperso.

= En cuanto al segundo objetivo establecido en esta tesis, la preparacion
de materiales multifuncionales con propiedades biocidas, se puede

afirmar que:
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Las zeolitas con plata son materiales eficaces frente al control de
diferentes organismos patégenos como las bacterias y los hongos.
Ademas, estos materiales actian como reservorios de plata, de
forma que su actividad biocida es prolongada en el tiempo, al existir

una liberacion controlada del metal al medio.

Los resultados tanto bactericidas como fungicidas, demostraron
que tanto el contenido en plata, como la topologia de la zeolita o su
relacion Si/Al, pueden influir en la actividad biocida de estos
materiales. Concretamente, las zeolitas con tamafio de poro grande
y estructuras con grandes cavidades, es decir, abiertas como la
faujasita, presentan los mejores resultados. No obstante, esta
actividad depende ampliamente del tipo de microorganismo
patégeno tratado. Ademads, se ha encontrado que relaciones
molares Si/Al cercanas a dos presentan siempre mejores

actividades biocidas.

La caracterizacion realizada a estos materiales demuestra que las
especies de plata presentes en las zeolitas y que tienen actividad
biocida son cationes Ag*, aunque dependiendo de la relacion Si/Al
y de la topologia o morfologia de cada zeolita, la posicién e
interaccion de los cationes Ag* con la zeolita varian, lo que consigue

alterar la movilidad y la facilidad de su liberacién al medio.

Los distintos estudios de microscopia electrénica han mostrado la
accion multidiana de los cationes Ag* sobre las células de las

bacterias estudiadas.

Se ha comprobado, que es posible aplicar las zeolitas con bajos
contenidos en plata (2% en peso Ag) en la composicion de

materiales poliméricos, produciendo materiales plasticos con
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cualidades biocidas duraderas en el tiempo, pero siendo necesaria
la incorporacién de fotoestabilizadores para no alterar el color de

estos materiales poliméricos.

e Se ha comprobado que es posible aplicar las zeolitas con plata en
recubrimiento comestibles de frutas, consiguiendo inhibir el

crecimiento de los hongos mas comunes en naranjas y ciruelas.
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ANEXO |

ANEXO1

Representacién grafica de un cromatograma tipico de la reaccién de
eliminaciéon catalitica de bromatos, donde en el eje de abscisas se
representa el tiempo (min) y en el eje de ordenadas la concentracion (ppm)
de cada analito. De esta manera, se puede observar como los bromatos
aparecen entre 4,5 y 5 minutos, mientras que los bromuros aparecen

aproximadamente entre 8 y 8,5 minutos.
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ANEXO IV

Resumen en castellano

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado el desarrollo de nuevos
materiales basados en metales nobles y seminobles para su aplicacién
como catalizadores para su uso en tratamiento de aguas contaminadas y
como aditivos con propiedades biocidas para la conservacion de frutas y

para recubrimiento de superficies.

En primer lugar, se pretende disminuir la concentraciéon de bromatos en
agua, que son contaminantes téxicos y cancerigenos, mediante el uso de
catalizadores que permitan su hidrogenacidn catalitica, transformandolos
en sustancias inocuas como los correspondientes bromuros. Para ello, se
han empleado diferentes catalizadores de Pd soportados en aliumina y
fibras de carbo6n activo. Las propiedades fisicas, quimicas y estructurales
de los catalizadores han sido relacionadas con su actividad catalitica en la
hidrogenacion de aniones bromato. Se ha determinado que estos
catalizadores son activos a temperatura ambiente y presion atmosférica,
siendo el Pd(0) la especie cataliticamente activa. Un analisis exhaustivo de
los resultados ha mostrado que las nanoparticulas de Pd de mayor tamafio
presentan una mayor actividad intrinseca, pues facilitan la disociacién del
H2 mediante la formacién de las especies 3-PdH, que son las especies
activas en la reduccion catalitica de bromatos. Sin embargo, el aumento del
tamafio de particula de Pd conlleva una disminucién en su dispersién
metalica sobre el soporte, por lo que se debe encontrar un 6ptimo entre
dispersion y tamafio de particula de Pd para alcanzar la maxima actividad
de los catalizadores. Ambos factores dependen del contenido en Pd, de la
sal precursora utilizada y de la naturaleza del soporte, siendo el catalizador

mas activo por mol de Pd, el catalizador con 1% de Pd soportado sobre
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Al;O3 y preparado a partir de PdCl,. Por otro lado, se ha analizado la
influencia de diversas variables de reaccién en la actividad catalitica,
comprobandose que la velocidad de reaccién se encuentra directamente

relacionada con la concentraciéon de bromatos y la presién parcial de Ha.

En segundo lugar, se ha estudiado la capacidad biocida de distintos
materiales frente a varias bacterias y hongos en ensayos in vivo e in vitro.
Se ha determinado que los materiales mas activos son las zeolitas
intercambiadas con plata, comprobandose que el tipo de estructura
zeolitica, la relacion Si/Al y el contenido en plata son las variables mas
influyentes en la actividad biocida de los materiales. En este sentido, se ha
demostrado que las zeolitas de poro grande, con supercavidades en su
estructura y relacién Si/Al cercana a dos son las mas efectivas en todas las
aplicaciones, aunque su actividad depende del tipo de organismo
estudiado. Asi, los mejores resultados se han obtenido con materiales
basados en zeolita faujasita con plata de relacion Si/Al=2,4, siendo muy
efectivas con bajos contenidos en plata y pudiendo ser incorporadas a
materiales poliméricos y recubrimientos comestibles, lo que permite su
uso en la conservacion de frutas y para dotar de propiedades biocidas a
recubrimientos de superficies, tales como encimeras, material quirtrgico o

embalajes.
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Resumen en valenciano

En aquesta tesi Doctoral s'ha estudiat el desenvolupament de nous
materials basats en metals nobles i seminobles per a la seua aplicacié com
catalitzadors per I'iis en tractament d'aigiies contaminades i com additius
en propietats biocides per a la conservacié de fruites i recobriment de

superficies.

Primerament, es pretén disminuir la concentraci6é de bromats a l'aigua,
contaminants toxics i cancerigens, mitjancant 1'is de catalitzadors que
permeten la seua hidrogenaci6 catalitica, transformant-los en substancies
innocues com els corresponents bromurs. Per aconseguir-ho, s'han utilitzat
diferents catalitzadors de Pd suportats en alimina i fibres de carbé actiu.
Les propietats fisiques, quimiques i estructurals dels catalitzadors han
sigut relacionades amb la seua activitat catalitica en la hidrogenacié
d'anions bromats. S'ha determinat que aquests catalitzadors sén actius a
temperatura ambient i pressié atmosférica, sent el Pd(0) l'espécie
cataliticament activa. L'analisi exhaustiu dels resultats ha mostrat que les
nanoparticules de Pd de major grandaria presenten una major activitat
intrinseca, perque faciliten la dissociaci6 del H; a través de la formacié de
les espécies B-PdH, que soén les espécies actives en la reducci6 catalitica de
bromats. No obstant aix0, l'increment de la grandaria de particula de Pd
comporta una disminucié en la seua dispersié metal-lica en el suport, pel
que s’ha de trobar un optim entre dispersié i grandaria de particula de Pd
per arribar a la maxima activitat dels catalitzadors. Aquests dos factors
depenen del contingut de Pd, de la sal precursora utilitzada i de la natura
del suport, sent el catalitzador més actiu per mol de Pd, el de contingut 1%

de Pd suportat en Al;0z i preparat a partir de PdCl,. Per una altra banda,
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s'ha analitzat la influencia de diferents variables de reacci6 en l'activitat
catalitica, comprovant-se que la velocitat de reaccié es troba directament

relacionada en la concentraci6 de bromats i en la pressié parcial de Ha.

En segon lloc, s'ha estudiat la capacitat biocida de diferents materials
per tractar bacteris i fongs en assajos in vivo i in vitro. S'ha determinat que
els materials més actius sén les zeolites intercanviades amb argent,
comprovant-se que el tipus d'estructura zeolitica, la relacié Si/Al i el
contingut d’ argent sén les variables més influents en 'activitat biocida dels
materials. En aquest sentit, s'ha demostrat que les zeolites de porus gran,
amb supercavitats en la seua estructura i relacié Si/Al propera a dos séon
les més efectives en totes les aplicacions, encara que I'activitat depen molt
del tipus de 1'organisme estudiat. D'aquesta manera, els millors resultats
han sigut obtinguts amb materials basats en la zeolita faujasita en argent
amb una relaci6 Si/Al = 2,4, gaudint de bones efectivitats inclds en baixos
continguts en argent. A més a més, aquestes zeolites han pogut ser
incorporades en materials polimeérics i recobriments comestibles, que
permeten el seu Us en la conservaci6 de fruites i poden afegir propietats
biocides a recobriments de superficies, com ara bancades, material

quirurgic o embalatges.
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Summary

In the present Doctoral Thesis the development of new materials based
on noble and seminobles metals has been studied for its application as
catalysts in water treatment and as additives with biocide properties for

fruit preservation and coating of surfaces.

Firstly, one of the principal aims is the decrease of the carcinogenic and
toxic bromates in water using catalytic hydrogenation, obtaining harmless
substances such as the corresponding bromides. To this end, different
catalysts based on Pd supported in alumina and activated carbon fibers
have been used. The physical, chemical and structural properties of these
catalysts have been related to the catalytic activity in the hydrogenation of
bromates anions. It has been determined that these catalysts are active at
room temperature and atmospheric pressure, being the specie Pd(0) the
catalytic active specie. A deep analysis of the results has demonstrated that
big Pd nanoparticles present a better intrinsic activity, facilitating the
dissociation of H, through the formation of B-PdH species, responsible of
the catalytic reduction of bromates. However, the increase of the size of the
Pd particles produces a decrease of the metallic dispersion over the
support. Because of that, it is necessary to find an optimum between the
dispersion and the Pd particle size in order to achieve the highest activity
of the catalysts. Both factors depend on Pd content, on the Pd salt precursor
and on the nature of the supports, being the most active catalyst per mol of
Pd, the catalyst with 1wt. % of Pd supported in Al;03 and prepared using
PdCl;. On the other hand, the influence of different variables of the reaction
have been studied, checking that the reaction velocity is directly related to

the bromates concentration and the parcial pressure of H».
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Furthermore, the biocide capacity of different materials has been
studied against diverse bacteria and fungi using both in vitro and in vivo
test. The results determine that the most active materials are the Ag-
exchanged zeolites, showing that the type of zeolitic structure, the Si/Al
ratio and the silver content are the most significant parameters in the
biocide activity of the materials. In that sense, the zeolites with large
porous and large supercavities in their structures and with Si/Al ratio close
to 2 are the most effective in all the studied applications, although the
activity depends widely in the type of organisms treated. Thereby, the best
results have been obtained with the materials based on the faujasite zeolite
with a Si/Al ratio of 2.4 and doped with silver, being effective even with low
contents of silver. Moreover, these Ag-zeolites have been incorporated in
polymeric materials and covering materials, permitting their use for the
fruit preservation and adding biocide properties to covering materials,

such as packaging, worktops or surgical material.
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