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RESUMEN 

En esta Tesis se estudió el efecto inhibitorio de Ag y Cu incorporado en 

matrices microporosas sobre el crecimiento de diferentes hongos, que son 

problemáticos en las industrias alimenticias de nuestra zona. Se estudiaron las 

especies fúngicas: Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl, Mucor circinelloides 

Tiegh; Geotrichum candidum Link: Fr, Saccharomyces cerevisiae Meyen 

Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder & Kreger y Zygosaccharomyces rouxii 

(Boutroux) Yarrow. Los Hongos filamentosos fueron aislados de productos 

lácteos que provocaron alteración en los mismos a baja tensión de oxígeno y 

las levaduras fueron reactivadas del cepario propio del Laboratorio de 

Microbiología la F.I.Q.-UNL, las cepas fueron obtenidas a partir de bebidas 

analcohólicas a base de frutas contenidos en envase de plástico alterados y 

concentrado de jugo de naranja.  

Se evaluó la capacidad antifúngica de dos tipos de materiales 

microporosos como matrices para la dosificación de iones y/o nanopartículas 

de Cu y Ag. Uno de los materiales fue mordenita, a la cual se incorporaron 

especies de Ag mediante intercambio iónico. Paralelamente, se efectuaron 

ensayos con soluciones de Ag(NO3) y Na-mordenita, para comparar la acción 

del metal sin la interacción con la estructura de zeolita. El otro material 

investigado fue una red organometálica conteniendo cobre, denominada 

HKUST-1, que fue sintetizada y luego evaluada contra los mismos 

microorganismos. Tras los ensayos microbiológicos, se efectuaron 

caracterizaciones físico-químicas de los sólidos para investigar las 

características de acción de dichos materiales. Se empleó microscopía 

electrónica de barrido (SEM), EPMA, difracción de rayos X (DRX), 

espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS), reducción a temperatura 

programada (TPR) y espectroscopía de absorción atómica (AA).  

 Se demuestra que ambos materiales son efectivos como antifúngicos, 

siendo las  levaduras más sensibles que los mohos a la Ag-mordenita. La 

especie más sensible fue Saccharomyces cerevisiae mientras que el moho 

más resistente fue Geotrichum candidum. En el caso del MOF, se determinó 

que éste ejerce una fuerte actividad inhibitoria frente al crecimiento de 

Saccharomyces cerevisiae y Geotrichum candidum. Dicha actividad es debida 

a la habilidad del MOF de liberar iones a partir de su propia estructura, la cual 
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se degrada lentamente produciendo Cu(I) extrared en la superficie. De forma 

similar, el material Ag-mordenita presenta una acción antifúngica muy efectiva 

debido a una liberación de iones Ag(I) desde la matriz de zeolita, que actúan en 

forma directa con las paredes de los microorganismos. 
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Capítulo. I: Introducción 
 

1 
 

I.1     HONGOS. 

I.1.1  Ubicación taxonómica fúngica. 

    Los hongos pertenecen al reino Fungi, actualmente se encuentra clasificado 

de acuerdo al dendograma de Hibbert et.al, 2007 de la siguiente forma. 

 
 
 
 
 
Se consideran 7 rangos  
Orden: ales  
Subclases: mycetidae  
Clase: mycetes  
Subphylum: mycotina 
Phylum: mycota 
Subreino  
Reino  

 

 

 

 

 

            Dendograma Hibbert et.al, 2007 

 

Los hongos que contaminan los alimentos se encuentran fundamentalmente en el 

Subreino DIKARIA y en el Subphylum Mucoromycotina. 

 
I.1.2   Generalidades de los hongos. 

Los hongos son organismos eucariotas, heterótrofos de nutrición absortiva. 

La estructura vegetativa del hongo se denomina Talo y la misma puede ser 

unicelular (levaduras) o pluricelular (hongos filamentosos o mohos).  

Los requerimiento nutricionales de los hongos son relativamente simples (Tabla1, 

2 y 3) y la mayoría de las especies son capaces de desarrollarse bien en 

condiciones aeróbicas, microaerofílias o algunas especies en condiciones 

anaeróbicas. 
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Tabla 1: Requerimientos de nutrientes para el desarrollo de la célula fúngica (Kavanagh, 
2005). 
 

Elementos Fuentes comunes 
 

Función celular 
 

Carbono Azúcares 

 
Elementos estructurales de la célula fúngica en 

combinación con el hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. 
Fuente de energía. 

 

Hidrógeno 
Protones del medio ácido. 

 

 
Protones transmembrana fundamental para la nutrición 

de hongos. PH intracelular ácido (alrededor de 5-6) 
necesario para el metabolismo fúngico 

 

Oxígeno Aire, O2 

 
Sustrato para las enzimas oxidativas respiratorias y otras 
de función mixta. Esencial para la síntesis de ergosterol y 

ácidos grasos insaturados 
 

Nitrógeno Sales de NH4 , urea, amino ácidos 

 
Estructural y funcional  como nitrógeno orgánico amino en 

proteínas. 
 

Fósforo Fosfatos 

 
Transducción de energía, el ácido nucleico y la estructura 

de membrana. 
 

Potasio Sales de K+ 
 

Balance Iónico y actividad enzimática. 
 

Magnesio Sales de Mg2+ 
 

Actividad enzimática, estructura de la célula y organelas. 
 

Sulfuro Sulfatos, metionina 
 

Sulfidril amino ácido y vitaminas. 
 

Calcio               Sales de Ca2+ 

 
Posible mensajero secundario en la señal de 

transducción. 
 

Cobre Sales de Cu+ 
 

Pigmentos redox 
 

Hierro 
Sales de  Fe3+ quelandos por 

sideróforos y liberados como Fe2+ 
dentro de la célula. 

 
Proteinas hemo, citocromos. 

 

Manganeso Sales de Mn2+ 
 

Actividad enzimántica 
 

Zinc Sales de Zn2+ 
 

Actividad enzimántica 
 

Niquel Sales de Ni2+  
Actividad ureasa 

Molibdeno                   Na2MoO4 
 

Metabolismo de nitrato, vitamina B12 
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Tabla 2: Diversidad de fuentes de carbono para levaduras y hongos filamentosos (Walker, 
1998). 
 

 
Fuente de Carbono 

 

 
Ejemplos típicos 

 
Comentarios 

Hexosas 

D-glucosa, D-galactosa 
 

 

D-fructosa, D-manosa 

Glucosa metabolizada por la mayoría 
de las levaduras y hongos 

filamentosos. 
 

Si una levadura no fermenta la glucosa 
no fermenta los otros azúcares. Si la 

levadura fermenta la glucosa, fermenta 
la fructosa y manosa pero no 
necesariamente la galactosa. 

 

Pentosas 
L-arabinosa, D-xilosa, D-xilulosa, L-

ramnosa. 

Algunos hongos oxidan mejor las 
pentosas que la glucosa. S.cerevisiae 
puede utiizar xilulosa pero no xilosa. 

Disacáridos 
 

Maltosa, sacarosa, lactosa, trealosa, 
melobiosa, celobiosa, melezitosa. 

 
Si una levadura fermenta la maltosa, 

generalmente no fermenta la maltosa y 
viceversa.  Un gran número de 

levaduras utilizan disacáridos. Pocos 
mohos (ej. R. nigricans)  no puede 

utilizar la sacarosa. 

Trisacáridos 
 

Rafinosa, maltotriosa 

 
La rafinosa es sólo usada 

particularmente por S.cerevisiae  pero 
utilizada completamente por otras 

Saccharomyces spp. 

Oligosacáridos 
 

Maltotetrosa, maltodextrinas 

 
Metabolizadas por levaduras 

amilolíticas, no por cepas cerveceras. 

Polisacáridos 

 
Almidón, inulina, celulosa, 

hemicelulosa, quitina, sustancias 
pépticas. 

 
Son raras las levaduras que fermentan 
los polisacáridos Saccharomycopsis 
spp. y  S. diastaticus pueden utilizar 

almidón soluble. Muchos mohos 
pueden utilizar los polisacáridos 

dependiendo de la actividad 
enzimática extracelular. 

Alcoholes alifáticos bajos 
 

Metanol, etanol 

 
Sustratos respiratorios para la mayoría 

de los mohos. Varias levaduras 
metilotróficas son utilizadas a nivel 

industrial. 

Alcoholes del azúcar 
 

Glicerol, glucitol 
 

Oxidado por algunas hongos. 

 
Ácidos orgánicos 

 
Acetato, nitrato, lactato, malato, 

piruvato, succinato. 

 
Muchas levaduras pueden oxidar los 

ácidos orgánicos pero pocos 
pueden fermentarlos. 

Ácidos grasos 
 

Oleato, palmitato 

 
Varias levaduras pueden asimilar los 
ácidos grasos como carbono y fuente 

de energía. 

 
Hidrocarburos 

 
n-alcanos 

Muchas especies de levaduras y 
hongos filamentosos desarrollan  bien 

en C12-C18 n-alcanos. 
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Aromáticos 
 

Fenol, cresol, quinol, resurcinol, 
catecol, benzoato. 

 
Pocas levaduras pueden utilizar estos 
compuestos. Varias levaduras utilizan 

los fenoles via cetoadipato como 
fuente de carbono. 

Misceláneos 

 
Adenina, ácido úrico, butilamina, 

pentilamina, putrescina 
 
 

Lignina 
 
 
 
 
 

Queratínicos 

 
Algunos hongos pueden utlizarlos 

como fuente de carbono y nitrógeno. 
 

Degradado por los hongos de 
podredumbre blanca. Poca ganancia de 

energía pero hace disponible otros 
polisacáridos como celulosa y 

hemicelulosa. 
 

Hongos queratofílicos 

 

Tabla 3: Requerimientos de iones metálicos para el crecimiento fúngico y sus funciones 

metabólicas (Walker, 2004) 

Ión metálico 
Concentración en el medio de 

cultivo 
Principales funciones celulares 

Macroelementos   

K 2-4 mM 
Osmoregulación, actividad 

enzimática 

Mg 2-4 mM 
Actividad enzimática, división 

celular 

Microelementos   

Mn 2-4 µM Cofactor enzimático 

Ca < 1 µM 
Mensajero secundario, floculación 

de levadura. 

Cu 1.5 µM Pigmentos redox. 

Fe 1-3 µM 
Proteínas hemo, 

citocromo 

Zn 4-8 µM 
Actividad enzimática, proteína 

estructural 

Ni ~10 µM Actividad ureasa 

Mo 1.5 µM 
Metabolismo del nitrato, vitamina 

B12 

Co 0.5 µM Cobalamina, coenzimas. 

 

Minerales como Ag, As, Ba, Cs, Cd, Hg, Li, Pb son tóxicos para los hongos  

afectando su desarrollo a concentraciones mayores a 100 µM (Kavanagh, 2005). 

Los hongos presentan paredes celulares compuestas por diferentes polisacáridos 
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de acuerdo a los grupos taxonómicos (como quitina, glucanos, manano proteínas 

quitosano, ácido poliglucorónico o celulosa)  juntos con pequeñas cantidades de 

proteínas y glicoproteínas (Tabla 4). Se ha demostrado que la pared celular es una 

estructura dinámica, donde se producen diferencias significativas cuantitativa y 

cualitativas no sólo entre diferentes especies de hongos, sino también diferencias 

morfológicas entre la misma especie en respuesta a condiciones ambientales de 

estrés. 

 

Tabla 4: Principales polímeros presentes en la pared celular fúngica de acuerdo a 

Deacon, 2000 y Carlile, et.al., 2001. 

Grupos 

taxonómicos 
Polímero fibrilares Matríz polimerica 

Presencia o 

ausencia de 

septos 

Oomycetes 
β(1,3), β(1,6)- 

Glucano celulosa 
Glucano Ausente 

Chytridomycetes     Quitina; glucano Glucano Ausente 

Zygomycetes Quitina; quitosano 
Ác. Poliglucorónico 

glucoromananoproteinas 
Ausente 

Basidiomycetes 
Quitina ; β(1,3)-

β(1,6) glucanos 

α(1,3)-glucano 

Xylomananoproteinas 

Presente 

(mayormente 

dilosporo) 

Ascomycetes/ 

deuteromycetes 

Quitina ; β(1,3)-

β(1,6) glucanos 

α(1,3)-glucano 

Galactomananoproteinas 

Presente (con un 

poro central) 

 

 

Las especies fúngicas responden de diversas formas frente a la 

disponibilidad de oxígeno en el medio. En la tabla 5 se observan los distintos 

grupos fúngicos en base a su metabolismo energético (Kavanagh, 2005). 
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Tabla 5: Metabolismo energético en relación a los requerimientos de oxígeno (Carlile 

et.al., 2001). 

Metabolismo 
energético 

 Ejemplos 

Oxidativo obligado 
El oxígeno es esencial para dichos 

hongos resultando aerobios obligados. 
Phycomyces, Rhodotorula 

Facultativos 
fermentativos 

Puesto que la energía se puede obtener 
tanto por procesos oxidativo como 

fermentativos por lo que son anaerobios 
facultativos. 

El metabolismo oxidativo, sin embargo, 
proporciona mucha más energía que la 

fermentación, por lo que los rendimientos 
más altos puede ocurrir bajo condiciones 

aeróbicas. 

Mucor, Saccharomyces 

Fermentativo 
obligado 

El oxígeno no es necesario para la 
producción de energía, lo que no hay 
necesidad de oxígeno. Dado que, sin 

embargo, el oxígeno puede ser inofensivo 
o tóxico hay dos categorías posibles con 

respecto a su efecto. 

a- Facultativos anaerobios. 

b- Anaerobios obligados. 

 

 

 

 

a- Aqualinderella, 
Blastocladia 

b- Neocallimastix 

 
 
I.1.2.1 Características generales de los hongos filamentosos. 

 Por su variable morfología los hongos filamentosos muestran una gran 

diferencia en tamaño, estructura y actividad metabólica, formando diferentes tipos 

de colonias de crecimiento centrífugo y/o cuerpos fructíferos complejos. Estos 

últimos, poseen elaborados mecanismos de propagación y dispersión 

principalmente a través del aire.   

 Los mohos se reproducen por esporas, que pueden ser unicelulares o 

pluricelulares. Las esporas también pueden ser asexuales (producto de la mitosis 

celular) o sexuales (producto de la división celular por meiosis). Muchas especies 

producen los dos tipos de esporas. Las esporas de los mohos pueden permanecer 

Chiericatti, Carolina Andrea Antonia  - 2013 -



Capítulo. I: Introducción 
 

7 
 

en el ambiente durante un tiempo muy prolongado (indefinido) y pueden soportar 

temperaturas y presiones extremas para, cuando las condiciones son favorables, 

germinar y formar una colonia. 

Los mohos crecen como filamentos ramificados -hifas- que forman masas más o 

menos compactas llamadas micelio (Jennings y Lysek, 1999; Frisvad et.al., 2007; 

Carlile et.al., 2007), cuya estructura es cilíndrica, cenocítica (aseptada) o septada 

(con septos). 

Las propiedades de los hongos filamentosos residen en la actividad del 

crecimiento del micelio, o, a nivel microscópico, en la actividad  de la hifa (Fig.1). 

La pared celular de la hifa se compone de una parte microfibrilar embebida en una 

matriz de polisacáridos hidrosolubles. Las microfibrillas están constituidas de β-

glucanos y quitina, siendo los constituyentes de los glucanos moléculas de 

glucosa unidas por enlaces β-1,3 y β-1,6, mientras que la quitina está compuesta 

por residuos de N-acetilglucosamina unidos por enlaces β-1,4. En la matriz amorfa 

se encuentran α-glucanos y glicoproteínas (Kavanagh, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 1: Estructura intracelular de una célula fúngica. Microscopia electrónica de  
transmisión – M: mitocondria; V: vacuola; MT: microtúbulos; SC: aparato de Golgi liso ,P: 
perfil liso de la membrana plasmática, 1,2,3,4: capas de la pared celular (Carlile, et.al., 
2001). 
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Las hifas cumplen funciones de nutrición y crecimiento mediante la 

secreción de enzimas (exoenzimas) que digieren la materia orgánica antes de 

ingerirla y que es almacenada en forma de glucógeno.  

Las hifas presentan un crecimiento apical (Fig. 2), que se da casi exclusivamente 

por el extremo de ellas, donde los materiales nuevos de la pared son adicionados 

constantemente. Se ha observado que en la región subapical de una hifa en 

crecimiento hay una gran cantidad de mitocondrias y un flujo continuo de 

vesículas, por lo que se cree que el material necesario para la elongación del 

ápice de la hifa es enviado allí mediante el uso de dichas vesículas. Estas 

vesículas y otras estructuras celulares se agrupan y se concentran muy cerca de 

la punta del ápice, al que se denomina cuerpo apical (del alemán Spitzenkörper) 

(Fig.2c) (Alexopoulos, 1996; Moore-Landecker, 1990). 

 

                   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Crecimiento apical: Ultraestructura de la hifa. A- Región joven de una hifa. B- 
Parte de una región madura de la hifa. C- Acercamiento de Spitzenkörper (Deacon, 2006). 
 

Chiericatti, Carolina Andrea Antonia  - 2013 -



Capítulo. I: Introducción 
 

9 
 

La mayoría de los mohos son aeróbicos pero se ha demostrado que 

algunos de ellos pueden desarrollarse a bajas tensiones de oxígeno (mohos 

microaerofílicos) como Geotrichum candidum y  Fusarium oxysporum. Los cultivos 

de Geotrichum candidum en atmósferas pobres de oxigeno están acompañados 

con una elongación de la hifa y pérdida de ramificaciones laterales (Boutrou y 

Guéguen, 2005) y los que modifican su estructura morfológica (mohos dimórficos) 

como algunas especies de Mucor que en ausencia de oxígeno y altas 

concentraciones de dióxido de carbono sus esporangioporos germinan por 

brotación y adquieren una forma levaduriforme. Especies de Rhizopus también 

pueden crecer bajo condiciones anaeróbicas permaneciendo su forma miceliar 

(Carlile et.al., 2007). 

 

I.1.2.2. Características generales de las levaduras. 

 Las levaduras presentan un crecimiento vegetativo que se producen en su 

mayoría a partir de la gemación o fisión binaria, y cuyas esporas sexuales no se 

forman en el interior de cuerpos fructíferos (Kurtzman y Fell, 1998). La mayor parte 

de las levaduras se consideran unicelulares, con un solo núcleo y una estructura 

de pared celular variable. Las células vegetativas pueden presentar morfologías 

muy variadas, oval, esférica, cilíndrica, entre otras y crecen de forma 

isodiamétrica. Muchas levaduras presentan reproducción sexual, formando ascas 

o basidios, estructuras donde tiene lugar la meiosis y que definen el estado 

perfecto (teleomórfico) de la levadura. Algunas especies se caracterizan por 

formar pseudohifas o incluso hifas verdaderas. 

Pueden tener ciclos de vida muy complejos, además de ser muy variables 

en cuanto a sus capacidades fisiológicas. Las levaduras son microrganismos 

anaerobios facultativos, lo que quiere decir que aunque normalmente vivan en 

ambientes oxigenados en los que pueden realizar el metabolismo aeróbico 

también pueden vivir en ambientes pobres o carentes de oxígeno 

La estructura de la pared celular de las levaduras (Fig.3 y 4) comprende 

polisacáridos (predominantemente β-glucanos que le confiere rigidez a la célula) y 

proteínas (principalmente mananoproteínas sobre la capa más externa para la 
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determinación de la porosidad), junto con algunos lípidos y fosfatos inorgánicos. 

Otro compuesto como quitina también está presente en mayores cantidades en las 

cicatrices de los brotes de  las células madres. 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estructura de la pared celular de una levadura (Walker, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Micrografía electrónica de una célula de levadura típica en brotación.– CW: 
pared celular; CM: membrana celular; CMI: Invaginación de la membrana celular; BS: 
brote-cicatriz; M: mitocondrias; N: núcleo; V: vacuola; ER: retículo endoplasmático 
(Kanavagh, 2005) 
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I.1.3  Hongos dimorficos. 

          Se conocen como  mohos dimorficos aquellos que pueden modificar su 

morfología de acuerdo a las condiciones del medio pasando de una estructura 

miceliar a levaduriforme. (Carlile et.al., 2007; Jennings y Lysek, 1999, Kavanagh,  

2005). 

Los cambios en el hábito de crecimiento entre una levadura y el micelio están 

controlados por factores ambientales. Para algunos mohos es determinante la 

temperatura y/o nutrientes para desarrollar la forma levaduriforme y a otros 

ausencia de oxígeno y presencia de dióxido de carbono. 

Existen otros aspectos del metabolismo celular que son alterados en los 

cambios entre las fases levaduriforme y miceliar. La correlación que existe entre el 

metabolismo fermentativo y la morfología levaduriforme, así como el metabolismo 

respiratorio y la morfología miceliar, es conocida, pero aún se mantienen algunos 

aspectos desconocidos (Carlile et.al., 2007). 

 

 I.2   IMPORTANCIA DE LA CONTAMINACIÓN FÚNGICA EN LAS INDUSTRIAS 

ALIMENTICIAS. 

  Los hongos representan un creciente problema en nuestra sociedad actual 

como organismos contaminantes de alimentos, de las superficies interiores de las 

casas y como patógeno importantes para la salud humana (Brul y Klis, 1999). Son 

microorganismos ubicuos en el ambiente encontrándose en suelo, aire, agua, los 

alimentos y la materia en descomposición. Debido a esa naturaleza ubicua, se han 

identificado numerosos reservorios, como el aire no filtrado, los sistemas de 

ventilación, y en las industrias en diferentes zonas de elaboración y en las 

superficies de los equipos (Basilico et.al., 2001). Las esporas fúngicas están muy 

bien adaptadas para ser diseminadas desde los reservorios previamente 

mencionados (Gots et.al., 2003; Singh, 2005). Al ser transportadas por el aire y 

debido a su pequeño tamaño, pueden ser inhaladas e incluso, depositarse en las 

superficies mucosas por las vías respiratorias superiores y en los ojos como así 

también contaminar los alimentos (Singh, 2005; Carreras, 2006). 
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  Los mohos y las levaduras comprenden grupos importantes de 

microorganismos cuyos efectos beneficiosos son bien conocidos y de gran utilidad 

en la industria de alimentos (Samson et.al., 2000). Por ejemplo, algunas especies 

de Rhizopus y Mucor  (Ray, 2004; Ludemann et.al., 2009), se usan en la 

fermentación de quesos, alimentos orientales y carnes curadas; como 

modificadores o potenciadores del sabor; como productores de metabolitos 

aromáticos que posteriormente son usados  como aditivos de zumos, vinos, 

licores,  productos lácteos, caramelos, pan y galletas. Además, producen enzimas 

como lipasas, proteasas y carbohidrasas que son utilizadas para generar o extraer 

compuestos que influyen en el flavor del alimento (Girardin, 1997). Existen 

determinadas condiciones relacionadas con el proceso de conservación y manejo 

de los alimentos, que pueden favorecer el incremento de poblaciones alterantes 

de hongos (Basilico, 2005; Frisvad et. al., 2007).  

  Los mohos pueden crecer sobre todo tipo de productos alimenticios como 

cereales y productos derivados, carne, leche, frutas, vegetales, frutos secos, 

grasas y sus derivados (Müller, 1981; Ray, 2004). Pueden comportarse como 

microorganismos oportunistas en la contaminación de alimentos con baja actividad 

de agua o bajos valores de pH, en un amplio intervalo de temperatura. Así mismo, 

se encuentran contaminando productos agrícolas que han sido secados de forma 

inadecuada y en productos alimenticios que tienen una larga vida de 

almacenamiento, en los cuales, la rápida contaminación bacteriana ya ha sido 

controlada (Jarvis et.al., 1983; De Ruiter et.al., 1993).  

  Los procesos industriales en los que se utiliza material biológico, 

proporcionan nutrientes y las condiciones adecuadas para el crecimiento de estos 

microorganismos (Maukonen et.al., 2003). La contaminación de los productos 

alimenticios puede provenir de cuatro fuentes principales: los componentes de la 

materia prima, las superficies de la planta (paredes, pisos, techos) y de las 

maquinarias, las personas (y animales) y el ambiente (aire y suelo) (Holah, 1995; 

Duran y Marshall, 2002; Reij y Den Aantrekker, 2004; Basilico  et.al., 2001). 

  El crecimiento fúngico puede ocasionar diferentes tipos de alteración en los 

alimentos, entre ellos cabe destacar la pérdida de las características 
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organolépticas, la reducción del valor nutritivo, la putrefacción e incluso pueden 

presentar un riesgo potencial o real para la salud del consumidor, como 

consecuencia de la producción de micotoxinas (Jarvis et.al., 1983). De hecho, 

hasta el descubrimiento de las micotoxinas, la alteración por mohos era 

considerada como un fenómeno relativamente benigno y los alimentos sólo se 

rechazaban por razones estéticas y por el olor característico a enmohecido, 

inaceptable por el consumidor. Muchos mohos tienen actividad proteolítica pero 

raramente producen olores pútridos, más asociados a la alteración bacteriana. 

Frecuentemente producen rancidez de los alimentos, como en quesos, debido a la 

hidrólisis de los ácidos grasos, que se producen de forma característica por 

algunos mohos del género Penicillium (Moss, 1999). 

  En cuanto a las levaduras, consideradas dentro del grupo de los hongos,  

han sido utilizadas durante siglos por el hombre por su interés comercial, en la 

producción de pan, vino, cerveza, sidra y otras bebidas alcohólicas. Este beneficio 

se obtiene gracias al crecimiento de las levaduras, que mediante la producción de 

alcoholes, ácidos, ésteres, aldehídos y gases, dan lugar al desarrollo de sabores y 

aromas característicos (Deák y Beuchat, 1996). Además, estas propiedades son a 

menudo específicas de la cepa, por lo que su uso en procesos de producción de 

alimentos fermentados es esencial para mantener la  calidad y consistencia del 

producto (Deák, 1995; Tornay-Lehoczki y Dlauchy, 2000). Es bien conocido el uso 

de las levaduras en la producción de otros alimentos fermentados como carnes, 

quesos, y en la producción de diferentes productos metabólicos, incluyendo 

enzimas, lípidos y vitaminas (Deák, 1991). 

  A pesar del enorme beneficio económico que se puede derivar del uso de las 

levaduras para  la producción de alimentos y otros metabolitos, existe también un 

aspecto negativo debido a su potencial como alterantes de alimentos (Tabla 6). 

Este aspecto negativo no ha sido tan considerado como el beneficio que reportan 

en la industria alimentaria. Sigue siendo de interés las alteraciones producidas por 

las levaduras en alimentos y bebidas (Thomas, 1993). El uso de tecnologías 

modernas en el procesado de alimentos, la gran variedad de nuevas 

formulaciones de alimentos y bebidas, la tendencia a reducir el uso de 
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conservantes (especialmente aquellos que son efectivos frente a levaduras, como 

el dióxido de azufre y el ácido benzoico), y la aplicación de procesos menos 

severos, han provocado un aumento en la frecuencia de  alteración por levaduras 

(Fleet, 1999; Loureiro y Querol, 1999). 

 

Tabla 6: Alimentos específicos y levaduras alterantes asociadas (Guerola, 2006). 
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  La alteración de alimentos y bebidas es un concepto que, en algunos casos, 

no está bien definido. Esto ocurre fundamentalmente en alimentos fermentados, 

donde la actividad de la levadura es esencial durante el proceso y cuya producción 

de metabolitos contribuye al aroma y sabor del producto final. De hecho, por 

razones culturales, existe muy poca diferencia entre lo que se percibe como 

alteración o como actividad beneficiosa (Fleet, 1992). Una primera manifestación 

de la alteración producida por levaduras es la formación de biomasa en medios 

líquidos, detectada por la aparición de turbidez. Cuando la presencia de biomasa 

queda enmascarada por las características propias del alimento, la alteración 

puede detectarse por los productos del metabolismo microbiano, entre éstos cabe 

destacar la formación de CO2, que distorsiona la forma de los envases y/o los 

propios alimentos, así como la aparición de diversos olores y sabores de fondo 

provocados por la formación de alcoholes, ácidos orgánicos y ésteres (Fleet, 1992; 

Samson et.al., 2010). 

  Aunque la alteración por levaduras no produce un deterioro significativo de 

las propiedades nutricionales del alimento, a menudo el consumidor percibe estos 

cambios. 

Chiericatti, Carolina Andrea Antonia  - 2013 -



Capítulo. I: Introducción 
 

16 
 

  Teniendo esto en cuenta, el concepto de alteración depende enteramente de 

las objeciones del consumidor y se podría definir como “el crecimiento de 

levaduras en el alimento, suficiente como para causar alteración en ese alimento, 

perceptible por el consumidor, y que produce insatisfacción, queja o rechazo del 

alimento por parte de éste” (Stratford, 2005). 

  Aunque no se dispone de datos precisos, se estima que más del 25% de 

todos los alimentos producidos en el mundo se pierden debido a la acción 

alterativa de éstos microorganismos. Este hecho conlleva graves implicancias 

económicas para el sector, ya que las mermas que ocasiona el deterioro de 

materias primas y productos elaborados obliga a decomisar y, en ocasiones, a 

retirar del mercado grandes partidas de productos. Las industrias que se ven 

mayoritariamente afectadas por problemas de alteración son las que producen y 

comercializan alimentos altamente perecederos y requieren de condiciones 

especiales de mantenimiento.  

 

I.2.1  Estrategias para prevenir la contaminación fúngica. 

La contaminación causada por hongos es conocida desde hace mucho 

tiempo en la industria alimenticia y ha asumido una considerable importancia 

económica durante los últimos años por varias razones en los que se destaca:  

- Requerimientos de la producción que llevan a un aumento en las cantidades de 

productos y que se almacenan en locales en condiciones inadecuadas. 

- Introducción de productos con un alto riesgo de contaminación. 

- Aparición en aumento de microorganismos resistentes a ciertos desinfectantes 

entre otras cosas. 

La batalla contra tales problemas se hace muy difícil por la diversidad de las 

fuentes de contaminación y por el doble papel que algunos hongos poseen (como 

flora deseable en ciertos productos o contaminantes indeseables en otros).  

 

Los alimentos son un medio favorable para el crecimiento de los 

microorganismos provocando su deterioro. Precisamente para proteger y evitar su 

deterioro se aplican biocidas que son compuestos que atacan de forma específica 
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mediante interacciones químicas, moléculas esenciales para el metabolismo 

bacteriano y de otros seres vivos.  

Se conocen distintas metodologías para inhibir el desarrollo fúngico  

(fungistáticos) o para producir su muerte (fungicidas), pudiéndose utilizar 

tratamientos químicos (oxidantes tales como: cloro y compuestos clorados, ozono, 

peróxido de hidrógeno, ácido peracético; compuestos de amonio cuaternario; 

álcalis; ácidos orgánicos; alcoholes; antibióticos; polifosfatos y cationes) y 

tratamientos físicos (luz ultravioleta; calor; altas presiones); o la combinación de 

más de uno de estos tratamientos. Un mismo tratamiento puede actuar como 

fungistático o fungicida dependiendo de las dosis y tiempo de aplicación así como 

de las características inherentes a la especie fúngica (Manivannann, 2008; 

Russell,et. al., 1992; Block, 2001). 

 Para evitar la contaminación se puede partir de una materia prima de buena 

calidad, limpiar y desinfectar el equipamiento que entrará en contacto con el 

alimento y asegurar una buena higiene del ambiente y del personal (Kiermeier 

et.al., 2000; Vicent, 2002). De esta forma se podrá controlar y eliminar el 

crecimiento de microorganismos indeseables en las industrias alimenticias de  

forma que no afecte la salud del hombre ni altere los alimentos (DOUE, 2005). 

 

I.3    AGENTES ANTIMICROBIANOS: Biocidas 

  La actividad de un biocida persigue destruir, contrarrestar, neutralizar e 

impedir la acción microbiana o ejercer el control de cualquier especie de 

organismo nocivo para el fin deseado, por medios físicos, químicos o biológicos. 

En la tabla 7 se observa la clasificación de los biocidas según el grupo químico al 

cual pertenecen. 
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Tabla 7: Clases de biocidas según el grupo químico (Guía institucional para uso de 
antisépticos y desinfectantes, 2005). 

Grupo químico Clase 

•Alcoholes 
Etanol 

Isopropanol 

•Aldehídos 
Glutaraldehído 

Formaldehído 

•Anilidas Triclocarbán 

•Biguanidas 

Clorhexidina 

Alexidina 

Biguanidas poliméricas 

•Bisfenoles 
Triclosán 

Hexaclorofeno 

•Diamidinas 
Propamida 

Dibromopropamida 

•Fenoles 

Cresoles 

Fenol 

Cresol 

•Halofenoles 
Cloroxilenol 

(PCMX) 

•Agentes liberadores de 

halógenos 

Compuestos de cloro 

Compuestos de yodo 

•Metales pesados 

Compuestos de plata 

Compuestos de mercurio 

Compuestos de cobre 

Compuestos de zinc 

•Peroxígenos  (oxidantes) 

Peróxido de hidrógeno 

Ácido paracético 

Permanganato de potasio 

Ozono 

•Compuestos de amonio 

cuaternario 

Cloruro de benzalconio 

Cetrimida 

•Colorantes 
Acridinas 

Trifenilmetanos 

 

Las sustancias biocidas interactúan en diferentes estructuras o receptores de 

los microorganismos, por lo que es menor el riesgo de aparición de resistencia 
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hacia los productos de desinfección que frente a los antibióticos, a pesar de ello es 

posible que se produzcan estas resistencias (Gillet, 2002). Las capas más 

externas de las células microbianas pueden tener un efecto significativo en la 

susceptibilidad o resistencia a los biocidas. La naturaleza y composición de  la 

superficie varia de un tipo de célula a otra, en el caso de los hongos su pared 

celular tiene compuestos como mananos, quinitina, y α y β glucanos, exclusivos 

del reino fúngico. El mecanismo de acción de los agentes antimicrobianos frente a 

los diferentes tipos de microorganismo todavía no está totalmente clarificado 

(McDonnell y Russell, 1999; Ghannoum y Rice, 1999). A pesar de ello, sea cual 

fuera el tipo de microorganismo, es posible que haya una secuencia común de 

acciones basadas en la interacción del biocida con la superficie celular, su 

posterior paso a la célula y su actuación frente el receptor específico (McDonnell y 

Russell, 1999). 

Aunque como premisa inicial se podría pensar que el mecanismo de 

resistencia a los biocidas puede ser comparable entre bacterias y hongos y que 

sería factible desarrollar una teoría para ambos reinos, realmente esta 

comparación se ve limitada por diversos factores, entre los que se pueden 

destacar los siguientes aspectos (Ghannoum y Rice, 1999) 

1°) Las diferencias estructurales que existen entre los hongos y las bacterias 

como por ejemplo la naturaleza diploide de muchos hongos y su mayor tiempo de 

generación en comparación a las bacterias. Además los compuestos antifúngicos 

y antibacterianos disponen de estructuras específicas de  acción sobre el receptor, 

con funciones relevantes sobre cada tipo de microorganismo, por ejemplo muchos 

compuestos antimicrobianos actúan inhibiendo la formación de determinados 

peptidoglicanos, que son el componente esencial de la pared celular de las 

bacterias, mientras muchos componentes antifúngicos ejercen acción frente al 

receptor específico de la formación o funcionalidad del ergosterol, que es un  

componente importante de la pared celular de los hongos. No obstante hay un 

cierto paralelismo en el mecanismo por el cual desarrollan la resistencia a estos 

compuestos.  
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2°) La segunda limitación se debe a que diferentes mecanismos de resistencia 

determinados en bacterias no se han identificado en hongos. Existen evidencias 

que tanto las alteraciones del receptor específico así como el reducido acceso a 

ellos (algunas de ellas en combinación), son mecanismos importantes de 

resistencia a los antifúngicos. 

3°) Por último, el conocimiento general sobre procesos de intercambio 

genético en bacterias está mucho más avanzado que el conocimiento de estos 

mecanismo en hongos. 

 
 
I.3.1  Mecanismos generales de acción antifúngica. 

En comparación con las bacterias existen muy pocos datos acerca de los 

mecanismos por los que los biocidas destruyen a los hongos. Las potenciales 

dianas de acción en el caso de los hongos son los ribosomas, ácidos nucleicos y 

proteínas estructurales y funcionales (enzimas). Es difícil establecer el rol de los 

ribosomas, proteínas estructurales, RNA y DNA como blancos o dianas para el 

ataque de los fungicidas debido a que hay muy pocos trabajos realizados sobre su 

acción.  Sin embargo, algunas investigaciones se han realizado sobre los efectos 

antifúngicos sobre sistemas de enzimas específicas, de las cuales algunas están 

asociadas con la membrana plasmática. Hugo y Russell (1981) señaló que es 

difícil prever una situación en que la inhibición y/o muerte celular pueda ser 

explicada por la inhibición de la enzima específica a no ser que esta reacción sea 

esencial para el metabolismo de la célula. De modo que la inhibición de la enzima 

específica puede ser considerada como una de las muchas reacciones de 

inhibición  pero no constituye la principal acción de un agente antifúngico.  

El dióxido de azufre interactúa con los puentes disulfuros de las proteínas, 

por ej. la sulfitolisis es responsable de la ruptura del enlace disulfuro en cistina 

produciendo cisteína y sulfonato de cisteína. La interacción del dióxido de azufre 

con los ácidos nucleicos provoca efectos mutagénicos en las levaduras 

(Hammond y Carr, 1976; McDonnell y Russell, 1999). 

Existen pocos estudios sobre hongos filamentosos, conociéndose que son 

considerablemente más resistentes a la acción de los biocidas que las levaduras, 

Chiericatti, Carolina Andrea Antonia  - 2013 -



Capítulo. I: Introducción 
 

21 
 

incluso más que las bacterias vegetativas pero menos que las esporas 

bacterianas. Podría especularse que la composición de la pared celular de los 

hongos les otorga un mecanismo de resistencia intrínseco (McDonnell y Russell, 

1999). 

En la Tabla 8 se proponen algunos mecanismos de acción de distintos 

compuestos con actividad antifúngica. 

 

Tabla 8: Mecanismo propuesto de actividad antifúngica (Russell et.al., 1992). 

 

Compuestos antifúngicos Sitio(s) y mecanismo(s) de acción 

Clorhexidina 
Membrana plasmática: disgregación, lisis 

del protoplasma. 

Compuestos de amonio cuaternario 
Membrana plasmática: disgregación, lisis 

del protoplasma. 

Ácidos orgánicos Inhibidor del transporte activo 

Alcoholes Membrana plasmática: disgregación 

Metales pesados 

Unión a los principales grupos funcionales 

(ej.–SH de enzimas asociadas a la 

membrana). 

 

 

I.3.2  Derivados de metales pesados. 

   Durante muchos años, los metales pesados (mercurio, plata, cobre y zinc) 

se han utilizado como bactericidas, si bien algunos sólo tienen efecto 

bacteriostático, hoy en día se está tratando de utilizar nuevos biocidas con menor 

acción tóxica (Guía institucional para uso de antisépticos y desinfectante, 2005) 

Los principales derivados son: las sales de mercurio como timerosal y 

merbromin; las sales de plata: nitrato de plata, sulfadiazina de plata; los 

compuestos de cobre y los compuestos de zinc. El mecanismo de acción de estos 

compuestos consiste en precipitar las proteínas e inhibir los grupos sulfidrilos de 

las células en términos generales. También, se ha observado que los metales 
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pesados reaccionan con las proteínas atacando a los grupos tioles y de esta forma 

inactivan las mismas (Liau et. al., 1997; Feng et.al., 2000). 

Los antimicrobianos como: plata (Ag), cobre (Cu) y zinc (Zn) han encontrado su 

lugar en una serie de aplicaciones. 

 

I.3.2.1 Compuestos de Plata. 

La plata se ha utilizado como un agente antimicrobiano durante miles de 

años. Durante los últimos decenios, se ha introducido en numerosos nuevos 

tratamientos donde se incluyen el uso de plata coloidal o adsorbida en un 

transportador coloidal. Están permitidos para tratamientos de aguas potables 

(Castellano et.al., 2007) y bebidas en algunos países y tienen aplicaciones en 

farmacología, medicina, industria alimentaria, suplementos dietéticos, y para 

producir recubrimientos antimicrobianos en productos, etc. (Petica et al., 2008). 

Sin embargo no se conocen estudios en profundidad sobre sus aspectos 

toxicológicos (Davies y Etris, 1997). 

La plata se usa a menudo como un desinfectante alternativo en 

aplicaciones en las que el uso de desinfectantes tradicionales tales como el cloro 

puede resultar en la formación de subproductos tóxicos o causar corrosión de las 

superficies. Se ha demostrado que la plata puede producir un efecto sinérgico en 

combinación con varios otros desinfectantes. Si bien, muchos mecanismos de la 

acción antibacteriana de la plata se han descripto, pero sus mecanismos 

antivirales, antiprotozoarios y antifúngicos no se conocen bien con exactitud. 

Sin embargo, se necesita de mayores investigaciones para determinar la eficacia 

de la plata como antimicrobiano en nuevas aplicaciones y los efectos de su uso a 

largo plazo. 

Tanto la tolerancia microbiana y la resistencia a la plata han sido reportados; 

no obstante, el efecto de la plata ha sido estudiada frente a una amplia variedad 

de microorganismos durante varios años.  
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o Mecanismo de acción de la Plata. 

Los iones de plata tienen el mayor nivel de actividad antimicrobiana de 

todos los metales pesados. (Feng et. al., 2000; Kawahara et. al., 2000; Klueh et. 

al., 2000).   

El mecanismo de acción de la plata frente a los microorganismos aún no se 

conoce con exactitud, pero se sugiere posibles mecanismos de acción de la plata 

metálica o iones plata de acuerdo a los cambios en la morfología y estructura de 

las células bacterianas (Mahendra et.al., 2009; Cho et. al., 2005). 

Se ha observado que la acción de la plata está vinculada con las interacciones de 

los grupos tioles que se encuentran en la enzima respiratoria de las células 

bacterianas. La plata se une a la pared de la célula y membrana celular e inhibe 

los procesos respiratorios (Klasen, 2000). Es posible que el ADN de bacterias 

tratadas con plata pierdan su capacidad de réplica, por la afinidad de la plata a 

interaccionar con grupos fosforilados y azufrados (Pal et.al., 2007; Bhabra  et al., 

2009). En el caso de Escherichia coli, la plata actúa inhibiendo la absorción del 

fosfato inorgánico y liberando fosfato acumulado en la célula como también 

manitol, succinato, prolina y glutamina (Rosenkranz y Carr, 1972; Bragg y Rainnie, 

1974; Schreurs y Rosenberg, 1982; Haefili et. al., 1984; Yamanaka et.al., 2005). 

En otros trabajos se ha observado que los iones de plata producen una 

región de bajo peso molecular en el centro de la bacteria. Este efecto se debe a 

que el microorganismo agrupa y protege su DNA como mecanismo de defensa 

contra compuestos tóxicos (Morones et.al., 2005). 

Kawara et.al. (2000) demostró que las especies gram-negativas son más 

sensibles a la acción de la plata ya que la misma se une a la carga negativa de los 

peptidoglicanos de la pared celular bacteriana a diferencia de las  especies gram-

positivas que presentan una capa más gruesa de peptidoglicano, impediendo su 

entrada en la célula. Son especialmente activos frente a Staphylococcus y 

Pseudomonas. Además, se ha observado en algunos casos una buena actividad 

fungicida y virucida (Wright et.al. 1999; Bowler et.al. 2004).  

También se ha demostrado que el material en suspensión, proteínas, cloruros e 

iones calcio reducen la efectividad de la plata, y se ha sugerido que su acción  
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sería más  efectiva sobre bacterias que sobre levaduras y mohos (Block, 2001; 

Yoshinobu et al., 2003).  

 
I.3.2.2 Compuestos de Cobre. 

 Desde la antigüedad, el cobre se ha usado en la fabricación de recipientes 

y en la desinfección natural del agua para prevenir la propagación de 

enfermedades. Posteriormente, los científicos han tratado de aprovechar estas 

propiedades antimicrobianas para su empleo en industrias de alimentos, como 

conservantes, medicinas, productos de higiene oral, antisépticos, instrumentos 

médicos, textiles, etc.   

 Durante muchos años se han estudiado los mecanismos químico-

moleculares responsables de los procesos antimicrobianos del cobre, 

encontrándose que niveles elevados de cobre dentro de la célula producen estrés 

oxidativo y generación de peróxido de hidrógeno. Bajo estas condiciones, el cobre 

participa en la llamada reacción química Fenton, que causa daño oxidante a la 

célula. Por otro lado, el exceso de cobre reduce la integridad de la membrana de 

los microorganismos produciendo fuga de nutrientes esenciales como el potasio y 

glutamato, inhibiendo su crecimiento.   

Así como el cobre es necesario para muchas funciones de las proteínas, en una 

situación de exceso, se liga a las proteínas que no lo requieren para su 

funcionamiento, lo que lleva a una pérdida de funciones proteicas y/o a un colapso 

de éstas en proporciones disfuncionales (León et.al., 2011). 

Las sales de cobre se han utilizado como biocidas durante mucho tiempo, entre 

ellos cabe destacar el uso de Caldo Bordeaux uno de los primeros fungicidas 

aplicados que aún se sigue utilizando para el control de ciertas enfermedades 

fúngicas en cultivos. Este caldo es una mezcla de sales de sulfato de cobre e 

hidróxido de calcio. Cuando se pulveriza sobre las plantas los compuestos de 

cobre solubles son liberados lentamente. Estos penetran las esporas fúngicas, y 

se unen a los grupos aminos, carboxilos y tioles en las proteínas, inhibiendo la 

acción de las enzimas (Carlile et.al, 2001).  

Chiericatti, Carolina Andrea Antonia  - 2013 -



Capítulo. I: Introducción 
 

25 
 

En la tabla 9 se observa la efectividad de la plata y del cobre frente a diversos 

microorganismos  estudiados.  

 

Tabla 9: Efectividad de la plata y cobre frente a los microorganismos estudiados 
(Silvestry-Rodriguez et.al, 2007) 

Organismos Tratamientos Referencias 

Hartmannella vermiformis 
Tetrahymena pyriformis 

Naegleria fowleri 

100 ppb Ag+1.0 ppb Cu o 500 
ppb Ag+5.0 ppb Cu      400 

ppb Cu+40 ppb Ag o 800 ppn 
Cu+80 ppb Ag o combinado 

con 1.0 ppb de cloro libre 

Rohr et.al., 2000 

Castells et.al., 1995 

Hiv-1 (AIDS) 
1.0, 5.0,10.0 y 20.0 ppm de 

Ag4O4 
Antelman, 1992 

HIV-1103 
Complejo de tiosulfato de Ag 
en microesferas de silicagel 

Davies and Etris, 1997 

Poliovirus (tipo 1) 
400 ppb Cu+40 ppb Ag o una 
combinación con cloro libre de 

0.2 y 0.3 ppm 
Yahya et. al., 1992 

Bacteriófago MS-2 
400 ppb Cu+40 ppb Ag o una 
combinación con cloro libre de 

0.2 y 0.3 ppm 

Yahya et. al., 1992            
Thurman and Gerba, 1989 

Saccharomyces cerevisiae 
Concentración mínima 

inhibitoria de 1.25 ppm de 
Ag4O4 

Antelman, 1992 

Candida albicans 
Concentración mínima 

inhibitoria de 2.5-5.0 ppm de 
Ag4O4 

Antelman, 1992 

Escherichia coli   
Pseudomonas aeruginosa 

Staphylococcus aureus 

AgBC a una concentración 
entre 0.05 a 0.20 mg/mL 

Bellantone et.al., 2002 

Escherichia coli    
Staphylococcus aureus 

AgNO3 Feng et.al., 2000 

Escherichia coli 

Recubrimiento de cerámicos 
con Ag y Cu a una 

concentración de 0.05 ppm de 
Ag y 0.05 ppm de Cu 

Kim et.al., 2004 
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Pseudomonas aeruginosa 
Micrococcus lutena 

Staphylococcus agalactiae 

Concentración mínima 
inhibitoria de Ag4O4 de 1.25-

2.5 ppm 
Antelman, 1992 

Escherichia coli     
Enterobacter cloacae 

Staphylococcus pyogenes 

Concentración mínima 
inhibitoria de Ag4O4 de 2.5 

ppm 
Antelman, 1992 

Bacillus subtilis 
Staphylococcus aureus 
Staphylococcus faecium 

Staphylococcus epidermidis 

Concentración mínima 
inhibitoria de Ag4O4 de 0.625 

ppm 
Antelman, 1992 

Escherichia coli Ag-Zeolita Inoue et.al. 2002 

Pseudomonas aeruginosa 
Staphylococcus aureus 
(MRSA) Staphylococcus 

aureus (no-MRSA) 

Ag/Zn zeolita Takai et. al., 2002 

Staphylococcus aureus 
Legionella pneumophila 

2.5% Ag/14% Zn (p/p) zeolita 
Bright et.al., 2002; 

Rusin et.al.; 2003 

Streptococcus mutans 
Streptococcus mitis            

Streptococcus salivarius        
Streptococcus sanguis 

Ag-Zn zeolite y SiO2 rango de 
concentración 5/55, 10/50, 

20/40 y 30/30 % peso. 
Hotta et.al., 1998 

Vibrio cholerae 
1.0 y 2.0 ppm de Ag4O4; baja 

concentración Ag+ 
Antelman 1992;               

Dibrov et.al., 2002 

Legionella pneumophila Tratada con Ag + Cu Davies and Etris, 1997 
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I.4 MATERIALES PARA LA DOSIFICACIÓN DE NANOPARTÍCULAS 

BIOACTIVAS. 

  La efectividad antimicrobiana de materiales conteniendo Ag depende de 

muchos factores como el tamaño y morfología de las partículas, la durabilidad 

mecánica y química de dichos materiales y su capacidad de ir liberando la  Ag. 

Generalmente a menor tamaño de partícula, mayor efectividad antimicrobiana, por 

lo cual se han desarrollado varios métodos para obtener nanopartículas, como 

microemulsión, reducción sonoquímica y síntesis fotoquímica (Lu et.al., 2009). Sin 

embargo, las nanopartículas tienden a formar grandes partículas que llevan al 

deterioro de sus propiedades antimicrobianas, sumado a la dificultad del reciclado 

y reuso. Estos motivos impulsaron la inmovilización de nanopartículas en 

materiales sólidos como una vía potencial de solucionar estos problemas. Por esta 

razón, se han reportado muchas alternativas de inmovilización de nanopartículas 

de Ag en materiales inorgánicos como óxido de titanio (Cheng et.al, 2006), sílice 

(Kawashita et.al.,  2000), diversos materiales cerámicos (Oyanedel-Craver, 2008), 

fosfatos de titanio y de circonio (Wang et.al., 2006). Las nanopartículas pueden ser 

iones y éstos pueden ser cargados en materiales inorgánicos, principalmente en 

matrices de naturaleza cerámica mediante intercambio iónico. Entre los materiales 

empleados como vehículos para liberar iones se pueden mencionar las arcillas 

(Ohashi et.al., 1998), aluminosilicatos (Li et.al., 2002) y zeolitas (Rivera-Garza 

et.al., 2000) en particular. Estos materiales tienen elevada capacidad de 

intercambio, elevada superficie específica e inerticidad química, con baja o nula 

toxicidad. También se han incorporado con nanopartículas materiales orgánicos 

como polímeros (Ignatova et.al., 2006) y materiales inorgánicos–orgánicos como 

complejos de metal-polímero (Soykan et.al., 2007). Una familia relativamente 

nueva de este tipo de materiales son las denominadas redes organometálicas 

(MOFs). Estos materiales, en virtud de sus propiedades porosas y naturaleza 

química híbrida pueden convertirse en promisorios para la dispersión de 

nanopartículas e iones con propiedades biológicas. Recientemente se han 

reportado algunos  MOF basados en Ag (Berchel et.al., 2011) y en Co (Zhuang 

et.al., 2012) con buena acción bactericida. 
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I.4.1 Zeolitas 

  Las zeolitas fueron descubiertas en el siglo XVIII cuando el mineralogista 

Cronstedt observó que calentado trozos de un cierto tipo de material natural de 

origen volcánico, estos comenzaban a moverse a medida que se evaporaba agua, 

por lo que los denominó zeolitas, palabra de origen griego que significa piedra que 

hierve (PQ Corporation´s Zeolites and Catalysts Division, 1996). Debido a la 

complejas propiedades físicas de estos materiales, los mismos se han definido 

como aluminosilicatos con estructuras tridimensionales que encierran cavidades 

ocupadas por iones y moléculas de agua, los cuales poseen un considerable 

movimiento libre que permite intercambio iónico e hidratación reversible (Rabo, 

1976). Las zeolitas son materiales cristalinos microporosos que consisten en 

unidades tetraédricas de [AlO4]
5- y [SiO4]

4- en la que los átomos de Si y Al se unen 

entre sí por átomos de oxígeno formando una red tridimensional (Breck, 1974). 

Esta combinación provoca una densidad de carga negativa en la estructura debido 

a que el aluminio se encuentra en un estado de oxidación (+3). La carga negativa 

es neutralizada por cationes de compensación, como metales alcalinos, alcalinos 

térreos, etc. Estos cationes junto con las moléculas de agua, se encuentran 

ocupando el espacio intracristalino de estos aluminosilicatos ya sea adsorbidas o 

en forma de hidroxilos en la superficie de los cristales o en los defectos de la 

estructura. 

La fórmula general de las zeolitas se expresa de la siguiente forma: 

      

Mx/n [(AlO2)x (SiO2)y ] . w H2O 

 

Dónde: M es un catión intercambiable de valencia n, w es el número de moléculas 

de agua, y/x es la relación Si/Al. 

 La cantidad de Al en la estructura puede variar en un amplio rango, con 

una relación de Si/Al = 1 a ∞, y la composición de la matriz depende de las 

condiciones de síntesis. A medida que la relación Si/Al aumenta en la matriz, 

aumenta la estabilidad hidrotérmica y la hidrofobicidad. (Auerbach et. al., 2003). 
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I.4.1.1 Estructura de las Zeolitas 

La única característica de las zeolitas que puede ser precisamente 

especificada es la topología de la red. Todas las otras características, como la 

distribución de átomos en sitios cristalográficos equivalentes, son complejas e 

inciertas. Para la descripción de dicha topología (Fig. 5), se reduce la 

representación de los átomos de la zeolita a esquemas simples de tal forma que la 

red queda representada por un esquema tridimensional en el que los vértices 

representan los átomos T, mientras que las líneas (unión de dichos vértices) 

representan los átomos de oxígeno que los unen (Rabo, 1976). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Estructuras de representación de la unidad básica de las zeolitas (Auerbach et. 

al., 2003). 

 

Estos tetraedros de SiO4 y AlO4
-
 se unen entre sí para formar unidades 

secundarias que conducen a cavidades y canales, con un tamaño que depende de 

la forma en que se organicen. Los sistemas de canales pueden ser 

unidimensionales, bidimensionales o tridimensionales, según las direcciones 

espaciales en las que se ordenen las unidades secundarias. Las cavidades y los 

canales permiten alojar cationes de compensación, agua y otras moléculas o 

sales. Este tipo de estructura microscópica hace que las zeolitas presenten una 

superficie interna extremadamente grande, entre 500 y 1000 m2/g, con relación a 
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su superficie externa. La microporosidad de estos sólidos es abierta y la estructura 

permite la transferencia de materia entre el espacio intracristalino y el medio que lo 

rodea. Esta transferencia está limitada por el diámetro de los poros de la zeolita, 

ya que sólo podrán ingresar o salir del espacio intracristalino aquellas moléculas 

cuyas dimensiones sean inferiores a un cierto valor, el cual varía de una zeolita a 

otra.  

Hasta la actualidad son conocidas alrededor de 161 estructuras diferentes 

de zeolitas (http://www.iza.structure.org/database), de las cuales las más utilizadas 

en investigación y a nivel industrial son las estructuras MFI, Mordenita, LTA y 

Faujasita (X e Y). Cada tipo de zeolita tiene asignado un código de tres letras 

teniendo en cuenta lo establecido por la Comisión de Nomenclatura de zeolitas de 

la IUPAC (1978). Los diferentes tipos de zeolitas difieren en el diámetro y forma de 

poros y la manera en que estos están interconectados. En la Figura 6 se resumen 

las características de las estructuras zeolíticas más conocidas. Teniendo en 

cuenta los diámetros de poro de los diferentes tipos de estructura (Auerbach et. 

al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Comparación de los tamaños de poro de diferentes estructuras de zeolitas 

(Auerbach et. al., 2003). 
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I.4.1.2 Propiedades de las zeolitas 

Las propiedades más importantes que poseen las zeolitas desde el punto 

de vista de su aplicación son: por un lado su capacidad de adsorción, dependiente 

de la afinidad electrostática por moléculas polares o no polares y por otro lado las 

cavidades de orden molecular que poseen, le permiten comportarse como tamices 

pudiéndose lograr separaciones de alta eficiencia a nivel molecular. También, 

debido a la relativa libertad con que pueden moverse los cationes dentro de la 

estructura, se las usa como intercambiadores iónicos. La preferencia por 

determinados cationes dependerá del tamaño de los mismos, compatibles con la 

estructura de cada zeolita como así también de las características de adsorción. 

Las particularidades anteriores han llevado a que las zeolitas sean extensivamente 

empleadas principalmente en tres grandes aplicaciones: adsorbentes, 

catalizadores y materiales para intercambio iónico (Auerbach et. al.; 2003). En lo 

que respecta a esta última, el mayor uso se da en la industria de detergentes y 

como substituto de fosfatos, ya que la selectividad de la zeolita A por Ca2+ provee 

ventajas únicas. Además las zeolitas naturales encuentran un uso considerable en 

la remoción de radioisótopos de Cs+ and Sr2+ a través de intercambio iónico. Más 

recientemente, han proliferado otros tipos de aplicaciones relacionadas con la 

capacidad de intercambio iónico, como ser su empleo como agente antibacteriano. 

 

I.4.1.3 Mordenita 

En particular, la zeolita mordenita es un material microporoso que posee la 

estructura topológica denominada MOR y su fórmula química es [Na+
8 H2O24] 

[Al8Si40O96] (Fig 7 a.). La estructura es ortorómbica con los parámetros: a = 18,1, b 

= 20,5; c = 7,5 Å; alpha = 90,0; beta = 90,0; gamma = 90,0 ° (Auerbach et. al., 

2003). El sistema de canales efectivo de esta zeolita es 1-dimensional y lineal, 

constituido por anillos elípticos de 12 miembros con apertura de 7 x 6,5 Aº (Fig. 

7b). Estos anillos se encuentran interconectados a otro sistema más cerrado de 8 

miembros (3,4 x 4,8 Aº), que corren en la misma dirección (Fig. 7c). 
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a)                                                                         b) 

 

 
 
 
 
 

c) 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: a) Estructura tridimensional de canales de mordenita, vista en la dirección [001]; 
b) Anillo principal de 12 miembros visto en la dirección [001]; c) Anillo de 8 miembros que 
limitan los anillos de 12 miembros, visto en la dirección [001] (Auerbach et. al., 2003). 
 

 
I.4.1.4 Estado del arte sobre metal-zeolitas aplicadas como antimicrobianos. 

 

Específicamente en cuanto a estudios de aplicación de materiales 

microporosos inorgánicos como vehículos de iones metálicos con finalidades 

principalmente antibacterianas, se han estudiado algunas zeolitas conteniendo Ag, 

Cu o Zn. Gran parte de dichos estudios se refieren a ensayos con una bacteria 

indicadora como es Escherichia coli. Por otra parte, existe mucho menos literatura 

en torno al empleo de Ag-zeolitas contra hongos, pudiéndose citar los estudios de 

Ishitani et.al. (1995) y Ferreira et.al. (2012) contra Saccharomyces. cerevisiae 

empleando Zeomic® y Ag-zeolitaY, respectivamente. Nikawa (1997) y Ferreira 

et.al. (2012) estudiaron Candida albicans empleando Zeomic® y Ag-zeolita Y. 

También se estudió Ag-montmorillonita contra Pycnoporus cinnabarinus y 

Pleurotus ostreatus (Malachová et.al., 2011) y se han reportado estudios de metal-

zeolita contra Aspergillus niger (Yamamoto et.al., 1991). 

A continuación se presenta un resumen de los antecedentes de metal-

zeolitas aplicadas para el control del desarrollo de diversos microorganismos. 
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Tabla 10: Resumen de literatura sobre el empleo de metal-zeolitas en aplicaciones 

antimicrobianas. 

 
Tipo de Metal-zeolita Microorganismos ensayados Cita 

Ag-zeolita X 
Escherichia coli; Pseudomonas 

aeruginosa; Staphylococcus aureus 
Kwakye-Awuah, 2007 

Ag, Cu o Zn-montmorillonita 
Escherichia coli; Pycnoporus 

cinnabarinus y Pleurotus ostreatus 
Malachová 2011 

Ag-mordenita, Ag-ZSM5. Staphylococcus aureus Lalueza, 2011 

Zeomic® (Ag 2,5%-Zeolita A) Escherichia coli Matsumura, 2003 

Cu, Ag-clinoptilolite Acinetobacter baumannii Hrenovic, 2013 

Ag-zeolita 

Escherichia coli, Bacillus subtilis; 

Saccharomyces cerevisiae y 

Candida albicans 

Ferreira, 2012 

Ag- zeolita Escherichia coli Inoue, 2002 

Ag-zeolita 

Escherichia coli, Vibrio harveyi, 

Vibrio cholerae y Vibrio 

parahaemolyticus 

Krishnani, 2012 

Ag-zeolita (Zeomic®) 
Candida albicans; Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. 
Matsuura, 1997 

Cu-montmorillonita Escherichia coli Hu, 2006 

Ag-zeolita 

Staphylococcus epidermidis, 

Staphylococcus aureus, Salmonella 

typhimurium, Escherichia coli, 

Shigella flexneri y Pseudomonas 

aeruginosa 

Flores-López, 2012 

Ag, Zn, Cu-clinoptilolita 
Pseudomonas aeruginosa; 

Escherichia coli 
Top 2004 

Cu-vermiculita Staphylococcus aureus Drelich 2011 

Ag-ETS-10 Escherichia coli Lv, 2009 

Zeolita A sin metal 
Acinetobacter junii, Saccharomyces 

cerevisiae 
Hrenovic, 2012 

Ag-clinoptilolita-heulandita 
Escherichia coli, Streptococcus 

faecalis 
Rivera-Garza, 2000 

Ag-clinoptilolita Escherichia coli 
De la Rosa-Gómez, 

2007 
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Ag-montmorillonita Escherichia coli Magaña, 2008 

Ag-zeolita (Zeomic®) Saccharomyces cerevisiae Ishitani, 1995 

Ag-zeolita (Zeomic®) Candida albicans Nikawa 1997 

Ag-zeolita (Zeomic®) 

Porphyromonas gingivalis, 

Prevotella intermedia, Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, 

Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguis, Actinomyces 

viscosus, Staphylococcus aureus 

Kawahara 2000 

Ag,Zn-zeolita (AgION) Acidithiobacillus thiooxidans  Haile 2007 

 

I.4.2   Redes órgano-metálicas (MOFs) 

Las redes órgano-metálicas son sólidos porosos híbridos que emergieron 

como un nuevo dominio de investigación y desarrollo en los últimos 15 años. Se 

conocen como metal organic frameworks (MOFs) y se forman a partir de la 

reacción entre especies orgánicas e inorgánicas de tal manera de construir redes 

tridimensionales cuyo esqueleto contiene tanto las unidades orgánicas (ligandos) 

como inorgánicas unidas mediante enlaces fuertes (Férey et.al. 2008). A diferencia 

de sólidos inorgánicos del tipo de las zeolitas, el esqueleto del MOF, en general, 

es eléctricamente neutro, lo que hace que no tengan capacidad de intercambio 

iónico. La existencia de entidades orgánicas e inorgánicas en la estructura permite 

que coexistan zonas hidrofílicas e hidrofóbicas dentro de los poros, lo cual le 

otorga nuevas y únicas propiedades de adsorción. Dado que los MOF se pueden 

sintetizar con una amplia variedad de cationes que participen en la construcción 

de la red y teniendo en cuenta además, la gran cantidad de ligandos orgánicos 

funcionalizados posibles de conectar la estructura, se puede tener una idea del 

enorme número de estructuras de MOFs posibles. Estos ligandos, en general, 

tienen átomos donadores de oxígeno o nitrógeno y cuando se trata de los 

primeros, los más habituales son los policarboxilatos.  
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I.4.2.1 HKUST-1 

Uno de los MOFs más estudiados y que fue sintetizado en 1999 por Chui 

et.al., se denomina HKUST-1 en relación a Hong-Kong University of Science and 

Technology (Chui et.al., 1999). Este es un MOF que contiene cobre, posee 

elevada superficie específica (800 a 1900 m2/g) y baja densidad. La estructura 

(Fig.8) se compone de unidades de benceno tricarboxilato (BTC) y átomos de 

cobre, pudiéndose expresar como Cu3(BTC)2(H2O)3.xH2O. Es un material 

microporoso que posee un sistema interconectado de poros de sección con forma 

cuadrada con un tamaño de 9 Å x 9 Å. La parte inorgánica está constituida por 

centros binucleares de Cu-Cu que interaccionan débilmente con ligandos axiales 

de agua hacia el interior del poro, los cuales pueden ser removidos dejando 

expuesto los átomos de cobre, cada uno con un sitio de coordinación libre. Esta 

cualidad y teniendo en cuenta que el Cu es un metal de transición conocido de 

tener influencia en aplicaciones biológicas, nos impulsó el estudio de este material 

en los ensayos microbiológicos como un material microporoso conteniendo iones 

Cu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema de conectividad en HKUST-1 a) Los ligandos de BTC se unen en 
coordinación tetraédrica al centro binuclear de Cu; b) Red extendida de conexión 
mostrando un poro del material (en azul: Cu, rojo: oxígeno, negro: carbono) (Auerbach et. 
al., 2003). 

a)  b)
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OBJETIVO GENERAL 

            Investigar la capacidad antifúngica de materiales microporosos que 

dosifiquen iones de Ag y Cu frente a levaduras y mohos obtenidos de alimentos 

contaminados de origen industrial, en condiciones de baja tensión de oxigeno. 

Caracterizar las propiedades fisicoquímicas de dichos materiales y relacionarlas 

con su comportamiento como antifúngico. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Aislamiento, identificación y conservación de hongos filamentosos 

contaminantes de alimentos que crecen en productos con baja tensión de 

oxígeno. 

 

 Reactivación de cepas de levaduras contaminantes de jugo de frutas 

comerciales alterados y conservadas en el cepario del Laboratorio de la 

FIQ-UNL. 

 

 Determinación de las curvas de crecimiento de las cepas fúngicas aisladas 

e identificadas y las cepas de levaduras reactivadas. 

 

 Evaluación de la capacidad antifúngica de AgNO3 frente a los mohos y 

levaduras estudiadas. 

 

 Dispersión de especies de Ag en una matriz de zeolita mordenita para 

obtener sólidos con distintas concentraciones de Ag, mediante intercambios 

iónicos con soluciones de diferentes concentraciones de  Ag(I). 

 

 Evaluación de la capacidad antifúngica de Ag-mordenita frente a los mohos 

y levaduras que fueron aislados de los alimentos y reactivados, en 

condiciones de incubación con baja tensión de oxígeno. 
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 Evaluación de la capacidad antifúngica frente a los mismos 

microorganismos de una red órgano-metálica contiendo cobre, en particular 

del material HKUST-1.  

 

 Efectuar caracterizaciones fisicoquímicas de los materiales microporosos 

ensayados. 

 

 Tratar de vincular el desempeño de los materiales ensayados en su acción 

inhibitoria contra los microorganismos, con sus propiedades fisicoquímicas. 
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II.1 TOMA DE MUESTRAS, AISLAMIENTO, IDENTIFICACIÓN,    
CONSERVACIÓN  Y REACTIVACIÓN DE CEPAS FÚNGICAS. 

 
II.1.1 Toma de muestras de hongos filamentosos en industrias lácteas.      

          Los aislados fúngicos fueron obtenidos a partir de estudios realizados en 

Industrias lácteas, con las cuales el Laboratorio de Microbiología de la FIQ-UNL 

tiene convenios a través del CENTRO PARA LA TRANSFERENCIA DE LOS 

RESULTADOS DE  LA INVESTIGACIÓN-UNL (CETRI-UNL) mediante la 

realización de SERVICIOS A TERCEROS (SAT). 

Los microorganismos seleccionados para ser utilizados en esta Tesis fueron 

aislados de productos lácteos en donde éstos provocaron alteraciones en 

condiciones de baja tensión de oxigeno. 

Las muestras fueron tomadas bajo flujo laminar a partir de distintos productos 

lácteos;  se diluyeron las muestras por el método de diluciones seriadas y fueron 

sembradas en medio de cultivo agar extracto de malta (MEA) con el agregado de 

cloranfenicol (100mg/l) y se incubó a 25 ºC durante 5 días para poder identificar la 

flora fúngica contaminante. 

 
II.1.2 Obtención de aislados de hongos filamentosos. 

          A partir de las placas cultivadas donde se diferenciaban perfectamente las 

colonias, se procedió a repicar cada colonia en medio de cultivo MEA. Se  

incubaron a 25 °C durante 5 días para verificar la pureza de las colonias para su 

posterior identificaron. 

 
II.1.3 Identificación de los hongos filamentosos aislados. 

          Los aislados fúngicos fueron identificados de acuerdo a sus características 

macro y microscópicas según lo propuesto por las metodologías Pitt y Hocking, 

2009; Samson et al, 2010; Carmichael et al, 1980; Domsch et al, 1980 y otros 

autores. Se utilizaron medios de cultivos apropiados con distinta actividad acuosa, 

incubando a distintas temperaturas y diferentes tiempos según los autores citados. 
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Con estas metodologías se logró la identificación de los géneros y especies (para 

la composición de los medios de cultivo ver Anexo A). 

Las observaciones macroscópicas se realizaron utilizando una lupa 

estereoscópica con el fin de apreciar características como: coloración de los 

esporos, producción de pigmentos solubles, presencia de exudado, etc. Las 

observaciones microscópicas se llevaron a cabo utilizando un microscopio óptico y 

los preparados se realizaron utilizando colorante azul de algodón con ácido láctico. 

 
II.1.4   Conservación de las cepas de hongos filamentosos. 

           Las cepas fúngicas identificadas en el punto anterior fueron conservadas en 

tubos de Eppendorff conteniendo glicerol- agua (18%p/p) frizados a -20°C hasta la 

realización de los ensayos de actividad antifúngica. 

 

II.1.5 Reactivación de hongos unicelulares del cepario del laboratorio de  

Microbiología de la FIQ. 

 

Se seleccionaron 3 levaduras previamente aisladas de bebidas 

analcohólicas a base de fruta, contenidas en envases de plásticos alterados y 

concentrados de jugo de naranja. Las cepas se encontraban conservadas en el 

cepario del Laboratorio de Microbiología FIQ- UNL. Las mismas fueron reactivadas 

en caldo extracto de malta (CEM) durante 48 h a 25°C y posteriormente se 

sembraron en agar extracto de malta (MEA) y se determinó la pureza de la colonia 

de las cepas según Pitt y Hocking, 2009 y Samsom et.al., 2010. 

 

Levaduras seleccionadas: 

 

‐ Saccharomyces cerevisiae Meyen (S.c.) (LMFIQ-701) 

‐ Zygosaccharomyces rouxii (Boutroux) Yarrow (Z.r.) (LMFIQ-702) 

‐ Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder & Kreger (D.h.) (LMFIQ- 700) 
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II.2    ENSAYOS CON ANTIFÚNGICOS. 

II.2.1 Determinación de las curvas de crecimiento de las cepas fúngicas.  

   Se conoce (Russell et al.; 1999) que en la fase de crecimiento exponencial 

tardía y comienzo de la fase estacionaria existe una alta concentración de esporas 

con alta resistencia a los agentes adversos. Con este propósito se realizaron las 

curvas de crecimientos de las especies fúngicas usando el modelo de Baranyi y 

Roberts para determinar, para cada especie, el tiempo necesario para llegar a esta 

fase (ver Anexo B). 

   Para el estudio de los mohos se partió de suspensiones de esporas con una 

concentración inicial de 107-108 (esporas*/mL) y se sembraron 2 µL en el centro de 

una placa conteniendo medio de cultivo MEA. Se tomaron las mediciones de los 

radios cada 8 h (para mohos de rápido desarrollo) y cada 24 h (para mohos de 

lento desarrollo).  

Para las levaduras, las curvas de crecimiento se realizaron en condiciones de 

baja tensión de oxigeno en tubos de 10 mL de capacidad con 9 mL de CEM 

sembrando 1 mL de una concentración de 104 y 107 (células de levaduras/mL). Se 

realizó el recuento en placa de Petri (UFC/mL) utilizando medio de cultivo MEA 

cada 6 h hasta las 48 h de desarrollo, para determinar las curvas de crecimientos. 

Los ensayos se realizaron por triplicado para determinar las fases de 

crecimiento exponencial. 

 

II.2.2 Preparación de las suspensiones de los microorganismos. 

          Para llevar a cabo la suspensión de las esporas, se partió de cultivos en fase 

exponencial ajustando las concentraciones a 104-105 (esporas*/mL) en tubos 

estériles conteniendo 5 ml de Tween 20 (0,1% v/v  en agua estéril) para lo cual, a 

partir de cada placa de MEA se recolectó con un ansa ojal una abundante cantidad 

de esporas para lograr la concentración deseada. 

 

*Debiera considerarse el término propágulos fúngicos y no esporas ya que si bien se desprenden mayormente 

esporas también lo hacen fragmentos de hifas. 
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Para las levaduras se partió de cultivos en fase de crecimiento exponencial 

ajustando la concentración a 104-105  (células de lev/mL) en tubos estériles 

conteniendo 5 mL de CEM. 

II.2.2.1 Recuento de esporas en Cámara de Neubauer y en placa de Petri. 

 

 Se realizó el recuento de esporas/células en la cámara de Neubauer (que 

cuantifica células vivas y muertas), para determinar la concentración inicial de la 

suspensión de esporas/células. 

Paralelamente, se llevó a cabo el recuento en placa de Petri (para contar el 

número de esporas-células vivas) para lo cual se realizaron diluciones seriadas en 

tubos conteniendo 9 mL de agua de peptona 0,1 % p/v como diluyente y 

sembrando 1mL en profundidad en placas de Petri, utilizando MEA como medio de 

cultivo, las mismas se incubaron a T= 28 ºC durante 5 días. 

Estos ensayos se llevaron a cabo por triplicado y permitieron estimar el 

número de células vivas en cada ensayo. 

 

II.2.2.2 Metodología utilizada en los ensayos de acción antifúngica. 

 Obtenidas las suspensiones fúngicas y ajustada la concentración a 104-105 

(lev-esporas/mL) se procedió a sembrar 1 mL de las mismas en 9 mL de medio de 

cultivo CEM en una serie de tubos con tapa a rosca de 10 mL de capacidad, para 

crear condiciones de baja tensión de oxigeno. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado.  

A los tubos conteniendo el medio de cultivo se les agregó previamente los 

diferentes antifúngicos y a las concentraciones a ensayar. Los tubos fueron 

incubados a T° 28°C. Se realizó el recuento en placa de Petri (UFC/mL) con 

diluciones seriadas a los distintos tiempos: 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 h sembrando 

1 mL en profundidad en MEA. Los recuentos fueron efectuados por duplicado. 
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Paralelamente, se realizaron los recuentos (UFC/mL) de todas las cepas 

ensayadas sin antimicrobiano para constatar el desarrollo de los mismos teniendo 

en cuenta las condiciones de trabajo mencionadas anteriormente. 

La eficacia de un antimicrobiano está determinada por la diferencia entre el 

número de microorganismos antes y después del tratamiento con el mismo. 

Las reducciones logarítmicas de 1, 2, 3, 4 y 5 Log son equivalentes a los 

porcentajes de Eficiencia de 90, 99, 99.9, 99.99 y 99.999 % respectivamente 

(Sapers, 2001). Para que un antimicrobiano sea considerado seguro para la 

industria alimentaria en la eliminación de mohos debe producir una reducción 

logarítmica de 4 Log (99.99% eficiencia de muerte) y en la eliminación de bacterias 

5 Log (99.999% eficiencia de muerte) (López et.al., 2001; Bloomfield y Looney, 

1992). 

 
II.3    ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA DE Ag-MORDENITA. 

II.3.1 Preparación de Ag-mordenita. 

     Se prepararon soluciones de AgNO3 de distintas concentraciones: 0,005 M; 

0,010 M; 0,025 M y 0,100 M disolviendo AgNO3 marca Sigma-Aldrich en agua 

destilada, para intercambiar con la zeolita. Como material zeolítico se utilizó una 

Na-mordenita marca Zeolyst con una relación Si/Al (nominal) = 6,57. Se partió de 

estos valores de concentraciones de soluciones de intercambio tomando como 

base procedimientos de intercambio según Seijger et.al. (2003) de tal forma de 

obtener cantidades de Ag dispersas en la matriz de zeolita, del orden de 

aproximadamente del 4 al 15 % p/p.  

    La incorporación de las especies de Ag se realizó mediante intercambio 

iónico, para lo cual 4 g de mordenita se suspendieron en las soluciones de AgNO3 

de diferentes concentraciones (citadas arriba), manteniendo en agitación a 

temperatura ambiente durante 24 h en oscuridad. Las soluciones se mantuvieron 

en ausencia de luz para evitar la reducción a Ag(0). Posteriormente, se realizó un 

filtrado de la zeolita con papel de filtro Munktell H000 con bomba de vacío, lavando 

la misma 2 veces con 250 mL de agua destilada hasta eliminación del exceso de 

Chiericatti, Carolina Andrea Antonia  - 2013 -



Capítulo.II: Materiales y Métodos 

 

43 

 

solución de plata. El filtrado se realizó en oscuridad, manteniendo tapado el papel 

de filtro. Luego, se realizó un secado en estufa a 130 °C durante 24 h. Las Ag-

mordenita obtenidas con distintos contenidos de Ag, se conservaron en frascos 

herméticos en un lugar seco y en oscuridad. 

 

II.3.2  Evaluación de la capacidad antifúngica con soluciones de AgNO3. 

  Estos ensayos se realizaron para evaluar la acción de la Ag (I) en solución 

frente a las cepas fúngicas, para posteriormente realizar comparaciones respecto a 

la acción de la Ag dosificada por la Ag-mordenita. Para estas experiencias se 

prepararon distintas concentraciones de AgNO3 en 100 mL de medio de cultivo 

caldo extracto de malta (CEM). Las concentraciones ensayadas fueron: 1670; 555; 

170 y 55,4 µM. Los tubos conteniendo 9 mL de CEM, con las distintas 

concentraciones de AgNO3 fueron incubados al abrigo de la luz para evitar la 

reducción a Ag(0) (ver metodología punto II.2.2 y II.2.2.2). 

II.3.3  Evaluación de la capacidad antifúngica de Ag-mordenita. 

Estos ensayos se realizaron suspendiendo 300, 100, 60, 30 ó 10 mg del 

sólido de Ag-mordenita conteniendo 5,6 % p/p de Ag, denominado Ag(6)Z en 100 

mL de medio de cultivo CEM. La suspensión se llevó a ultrasonido durante 10 min 

para homogeneizar el medio de cultivo y que éste penetre en la porosidad de las 

partículas de zeolita, eliminado el aire. Luego, se distribuyeron 9 mL de las 

suspensiones en tubos con tapa a rosca y se procedió de acuerdo al punto II.2.2 y 

II.2.2.2. 

 

II.3.4  Ensayos con Na-mordenita. 

Se realizaron ensayos con el material Na-mordenita, sin intercambio iónico 

con Ag, para determinar si dicha matriz de zeolita presenta acción inhibitoria por sí 

sola (ver metodología punto II.2.2 y II.2.2.2). 
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II.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE UNA RED ORGANOMETÁLICA (MOF) 

DE COBRE. 

 

II.4.1  Microorganismos utilizados. 

      Para los estudios con el sólido organometálico se utilizaron dos cepas 

fúngicas representativas de contaminación en alimentos que son capaces de 

desarrollar en condiciones de baja tensión de oxígeno. Una cepa fúngica 

identificada como Geotrichum candidum y una de las cepas de levaduras 

reactivadas Saccharomyces cerevisiae. Las mismas cepas fueron utilizadas para el 

estudio con Ag-mordenita. Además, se incorporó una cepa bacteriana Escherichia 

coli  (LMFIQ-1000) que también desarrolla a baja tensión de oxígeno, para evaluar 

la acción del MOF frente a este otro tipo de microorganismo. 

  

II.4.2  Preparación del MOF (HKUST-1)  

La síntesis de HKUST-1 se llevó a cabo según el procedimiento de  Chui 

et.al, 1999. Para ello se pesó 0,875 g de Cu(NO3)2.3H2O (Sigma-Aldrich, 99%) y se 

disolvió en 12 ml de agua destilada. En paralelo se pesó  0,42g de ácido trimésico 

(BTC) (Sigma-Aldrich 99%) que fue disuelto en 12 ml de etanol (Merck). 

Posteriormente, ambas soluciones se mezclaron, se mantuvo bajo agitación 

durante 60 min y luego se llevó a autoclave dentro de un vaso de teflón a 120 °C 

durante 16 h. El material obtenido se secó durante 10 h a 80 °C obteniéndose 

finalmente los cristales de MOF de color turquesa. 

 

II.4.3  Evaluación de la capacidad antimicrobiana del MOF (HKUST-1)  

           Los ensayos se realizaron en forma análoga a las experiencias con Ag-

zeolita, suspendiendo 100 mg del sólido HKUST-1 en 100 mL de medio de cultivo 

CEM. Se llevó a ultrasonido durante 10 min para homogeneizar el medio de cultivo 

y se distribuyeron 9 mL en tubos tapa a rosca. Luego se procedió de acuerdo al 

punto II.2.2 y II.2.2.2. 
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II.4.4  Evaluación de la capacidad antimicrobiana del Ácido Trimesico (BTC). 

Se realizaron ensayos con el ligando orgánico del MOF, esto es el ácido 

trimésico (BTC), para determinar si el mismo presenta acción inhibitoria por sí sólo.  

 

II.5  CARACTERIZACIONES FISICOQUÍMICAS DE LOS MATERIALES. 

   Con la finalidad de obtener información sobre el comportamiento, las 

cualidades y la naturaleza de los sólidos en estudio, se realizaron las 

caracterizaciones fisicoquímicas de los mismos. Estos estudios fueron los 

siguientes: 

II.5.1. Tratamientos efectuados a los materiales ensayados. 

 

a) Filtración de los medios de cultivo conteniendo Ag-mordenita y HKUST-1 

        El medio de cultivo CEM conteniendo Ag-mordenita y HKUST-1 sin 

microorganismos, fueron filtrados luego de la incubación para recuperar la fase 

líquida y determinar las cantidades de Ag y Cu en solución, respectivamente. Las 

incubaciones se efectuaron en idénticas condiciones que en las evaluaciones 

antimicrobianas. 

También se filtró el medio de cultivo CEM conteniendo HKUST-1 con los 

microorganismos para recuperar estos últimos y efectuarles caracterizaciones. Las 

filtraciones se efectuaron con una jeringa con un filtro Sartorius (0.45 µm) tipo AC 

para HPLC. 

 

b) Pruebas de estabilidad química del HKUST-1 

     Estas pruebas se llevaron a cabo poniendo en contacto 100 mg de 

HKUST-1 con 100 ml de CEM, se agitó a temperatura ambiente durante períodos 

de 24h y 48h. Se realizó la misma prueba colocando la misma cantidad de material 

en agua destilada. Después del filtrado y secado se realizaron análisis de los 

sólidos y líquidos recuperados.  
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II.5.2. Técnicas instrumentales de caracterización fisicoquímica. 

 

a) Espectroscopía de absorción atómica (AA) 

 Se determinó la concentración de Cu y de Ag liberada a los medios de 

cultivos por Ag-mordenita y HKUST-1, como así también la cantidad de Ag 

contenida en el sólido Ag-mordenita. Se utilizó un espectrómetro Perkin Elmer, 

AAnalyst 800 trabajando por atomización con llama. Para la determinación del 

contenido de Ag en Ag-mordenita, previamente se digirió dicha muestra mediante 

un procedimiento con ácidos. Para esto, 100 mg del sólido se trató con 10ml ClO4 H 

+ 2ml HNO3 sobre plancha calefactora ≈ 8 h. Se transvasó a tubo de teflón 

(Digestor) + 2 ml HF se digirió 1 hora, posteriormente se diluyó y filtró. 

 

Fundamento 

     Es un método analítico que está basado en la atomización del analito en 

una matriz líquida y que utiliza comúnmente un nebulizador para crear una niebla 

de la muestra. La niebla atómica es desolvatada y expuesta a una energía de una 

determinada longitud de onda emitida por una lámpara de cátodo hueco construida 

con el mismo analito a determinar. La excitación de los átomos del analito es 

efectuada por la lámpara a una determinada longitud de onda. La cantidad de luz 

absorbida después de pasar a través de la llama determina la cantidad de analito 

existente en la muestra (Skoog et.al., 2001) 

 

b) Reducción a temperatura programada con H2 (H2-TPR) 

     Con esta técnica se evaluaron las distintas especies de Ag presentes en 

las muestras, como así también el consumo de H2 y su relación con el contenido 

metálico, determinado anteriormente por AA. Se utilizó un equipo Ohkura TP-

2002S. Previamente al ensayo, se realizó un pretratamiento in-situ de desecación 

de la muestra que consistió en pasar una corriente de N2 y llevar la muestra a 300 

ºC, manteniendo a esta temperatura por 30 min. Luego se dejó enfriar y una vez 

frio se cambió a una corriente de H2 diluida en He. En dicha corriente se aplicó una 
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rampa de temperatura hasta 900 ºC a 5º C/min. Se registró el consumo de H2 en 

función de la temperatura de la muestra. 

    Una vez obtenidos los perfiles TPR, éstos fueron deconvolucionados para 

separar las señales de reducción individuales. Con esto, se obtuvieron los 

consumos parciales de H2 en cada zona de reducción y también el consumo total. 

Se utilizó el software Origin 7.5, ajustando manualmente hasta obtener el menor 

error entre el fiteo y la curva real. Los resultados se presentan en el Anexo C. 

 

Fundamento  

     En la técnica de TPR-H2 la muestra es sometida a un aumento de  

temperatura, mientras que una mezcla de gas reductor fluye por ella (por lo 

general, hidrógeno diluido en un gas inerte como argón). El porcentaje de 

reducción se obtiene a partir de la medición continua y mediante el seguimiento del 

cambio en la composición de la mezcla de gas después de pasar por el reactor. De 

esta forma, si existe un proceso de consumo de H2 por reducción de alguna 

especie, dicho consumo se refleja en una variación de la señal del instrumento 

(Faraldos y Goberna, 2002). 

 

c) Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

      Con este instrumento que posee elevado nivel de magnificación, se 

obtuvieron imágenes de la microestructura de los cristales de HKUST-1 antes y 

después de ser utilizados en los ensayos microbiológicos. Además se observó la 

morfología de algunos microorganismos (S. cerevisiae). Se utilizó un equipo SEM 

JEOL modelo JSM-35C utilizado a una aceleración de 20 kV. Las observaciones se 

realizaron bajo el modo de imágenes de electrones secundarios utilizando una 

tensión de aceleración de 20 kV. La adquisición de la imagen se realizó con un 

sistema digital marca Semafore. 

Preparación de la muestra: 

       El sólido se dispersó en agua en una baja concentración y luego se 

agregó una gota de la dispersión sobre un portamuestra. Luego se evaporó el agua 
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antes de recubrir la muestra para el ensayo. Posteriormente se recubrieron con oro, 

depositado por “sputtering” empleando un evaporador marca Veeco modelo VE-

300 operado en atmósfera de Argón. Esto genera un fino recubrimiento de oro que 

sirve para incrementar la definición de las imágenes, evitando la acumulación 

superficial de cargas eléctricas sin modificar la morfología de la muestra. 

 

Fundamento 

      El SEM proporciona información morfológica y topográfica sobre las 

superficies de los sólidos que normalmente es necesaria para entender el 

comportamiento de estos. En un microscopio electrónico de barrido se barre 

mediante un rastreo programado la superficie de la muestra con un haz de 

electrones de energía elevada y como consecuencia de ello producen en la 

superficie diversos tipos de señales. Todas las señales se han utilizado en estudios 

de superficies, pero las utilizadas en SEM son las correspondientes a electrones 

retrodispersados  y secundarios. Con estos instrumentos en realidad no se realiza 

una observación directa de la muestra, como en el caso de los microscopios 

ópticos, sino que se reconstruye una imagen de esta a partir de los electrones 

secundarios desprendidos de su superficie, causado por la incidencia de un haz de 

electrones de alta energía enfocada en la muestra (Manual de instrucciones de 

microscopio de barrido electrónico JEOL JSM-35C, JEOL LTD./ Tokyo, Japan).  

 

d) Microanálisis químico elemental de rayos X por sonda de electrones 
(EPMA)  

   
     Para determinar la existencia de Cu en el interior de los microorganismos 

luego del ensayo con HKUST-1 y las proporciones de Ag y Na contenidas en la 

zeolita, se utilizó un equipo dispersivo en energía marca EDAX acoplado al SEM.  

Con este, se trató el espectro de rayos X proveniente de la muestra a causa de un 

bombardeo electrónico de la misma. Esta técnica, permite detectar elementos cuyo 

número atómico esté comprendido entre 11 (Na) y 92 (Ur) inclusive. El software del 

sistema EDAX permitió el cálculo semicuantitativo de los elementos, empleando el 
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método SEMIQ, que no requirió del empleo de estándares. Los espectros de rayos 

X se obtuvieron con una tensión de aceleración de 20 kV. (Goodhew et.al, 2001). 

Este análisis permitió obtener los % peso de cada elemento detectado y las 

relaciones atómicas entre éstos. 

  

Preparación de muestras 

      Para este ensayo la misma muestra observada por SEM fue recubierta 

con grafito. Al recubrir con este material, además de evitar posibles interferencias 

en las señales, se logra una mayor sensibilidad de la técnica. 

 

Fundamento 

      Se basa en el principio de que si un material sólido es bombardeado por 

un haz acelerado y enfocado de electrones, el haz incidente tiene la suficiente 

energía para liberar tanto materia como energía de la muestra. Estas interacciones 

electrón-muestra liberan principalmente calor, pero también electrones derivados y 

rayos X. Los que más interesan son los electrones secundarios y retrodispersados, 

útiles para imágenes de la superficie. Mientras, la generación de rayos X es 

producida por colisiones inelásticas de los electrones incidentes con los electrones 

de las capas internas de los átomos de la muestra; cuando un electrón de una capa 

interna  se eyecta de su órbita dejando una vacancia, un electrón de una capa más 

alta cae en esta vacancia y debe perder algo de energía para hacerlo, como rayos 

X. Estos rayos X cuantizados son característicos de cada elemento. El análisis es 

no destructivo, por lo que es posible reanalizar el mismo material más de una vez 

(Faraldos y Goberna, 2002). 

 

e) Difracción de rayos X (DRX) 

     Esta técnica se utilizó para determinar la estructura cristalina de la zeolita 

intercambiada con Ag, como así también del MOF antes y después de los ensayos 

microbiológicos. El instrumento utilizado fue un Shimadzu XD-D1 con tubo de rayos 

X de Cu, detector fotomultiplicador, filtro de Ni y software para procesamiento de 
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datos. Se trabajó con una velocidad de barrido de 2 º min-1 entre 2θ = 5 º y 55 º, 

que es el intervalo en el que las señales más importantes de la zeolita y el MOF se 

pueden encontrar. 

 

Preparación de las muestras: 

     Los sólidos se colocaron en un portamuestra para polvos, compactándolo 

con espátula. La muestra colocada en el portamuestra se colocó verticalmente en 

el instrumento 

 

Fundamento 

     La interacción entre la radiación X y los electrones de la materia que 

atraviesa da lugar a una dispersión. Cuando un rayo X alcanza la superficie de un 

cristal a cualquier ángulo, una porción es dispersada por la capa de átomos de la 

superficie. La porción no dispersada penetra en la segunda capa de átomos donde 

otra vez una fracción de la radiación es dispersada y la que queda pasa a la tercera 

capa. Aquí tienen lugar las interferencias (tanto constructivas como destructivas) 

entre los rayos dispersados. El efecto acumulativo de esta dispersión desde los 

centros regularmente espaciados es la difracción del haz. Los requisitos para que 

se produzca la difracción de los  rayos X son: (1) que el espaciado entre las capas 

de átomos o los planos del cristal “d” sea aproximadamente la misma magnitud que 

la longitud de onda de la radiación incidente “λ” y (2) que los planos del cristal o 

centros de dispersión estén distribuidos en el espacio de una manera muy regular. 

Así se puede escribir que las condiciones para una interferencia constructiva del 

haz de rayos X, que forma un ángulo θ  con el cristal son 2d senθ  = n .λ  ecuación 

conocida como ley de Bragg. Esta técnica proporciona un medio adecuado y 

práctico para la identificación de compuestos cristalinos tales como las zeolitas 

(Faraldos y Goberna, 2002). 
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f) Espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS) 

     Se analizó mediante XPS el estado de oxidación del Cu en HKUST-1 

antes y después de los ensayos microbiológicos. Para ello se utilizó un módulo 

Multitécnica Specs equipado con una fuente de rayos X dual Mg/Al y un analizador 

hemiesférico PHOIBOS 150 en el modo trasmisión analizador fijo (FAT). Los 

espectros se obtuvieron con una energía de paso de  30 eV y un ánodo de Mg 

operado a 200W. La presión durante la medida fue menor a 2.10−8 mbar. Las 

muestras fueron molidas, prensadas, soportadas sobre portamuestra,  sometidas a 

una deshidratación en vacío a 150 ºC durante 20 min y finalmente evacuadas a 

vacío inferior a 3.10-7 mbar previo a las lecturas. 

Se tomó la señal de C1s como referencia interna a 284,4 eV. El procesamiento de 

los datos y deconvolución de los picos se realizó con el software Casa XPS 

(separación de las señales Cu 2p3/2 y Cu 2p1/2 = 19,8 eV, los picos fueron 

graficados con componentes gaussianas y lorentzianas (GL = 30 para Cu(I) y GL = 

80 para Cu (II). 

 

Fundamento 

     La técnica consiste básicamente en la excitación mediante un haz de 

rayos X de los niveles más internos de los átomos, provocando la emisión de 

fotoelectrones que proporcionan información sobre la energía de cada nivel y, por 

tanto, sobre la naturaleza de cada átomo emisor. Puesto que la energía del haz es 

hv, si el fotoelectrón sale con una energía cinética EK, la diferencia entre ambas 

nos da la energía de enlace (EE) del átomo en particular, que es característica de 

cada elemento. Todo se resume a medir la velocidad de los electrones emitidos 

mediante el espectrómetro: EE = hv – EK. Es una técnica de análisis elemental 

cualitativa que permite estudiar la superficie de los materiales. El  análisis se hace 

sobre las capas más cercanas a la superficie (alrededor de 5 nm de profundidad). 

Una gran ventaja respecto a otras técnicas es que permite determinar el estado 

químico (ej. estado de oxidación)  de los átomos que se encuentran en la muestra 

(Faraldos y Goberna, 2002). 
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II.6 ESTUDIO ESTADÍSTICO DE LOS DATOS OBTENIDOS. 

 

Para el análisis de los resultados se utilizaron como soportes informáticos 

Planilla Excel, OriginPro versión 8 y software DMFit (Dynamic Modeling) versión 2.1 

para realizar las curvas de crecimiento y determinar la fase óptima en que los 

microorganismos presentaban mayor resistencia a los antifúngicos. 

Todas las drogas utilizadas fueron de grado analítico.  
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III.1 IDENTIFICACIÓN Y REACTIVACIÓN DE LAS CEPAS FÚNGICAS. 

III.1.1 Identificación de las especies fúngicas aisladas. 

Se aislaron e identificaron los siguientes mohos contaminantes de productos 

lácteos que de acuerdo a Pitt y Hocking, 2009 se constató las características 

macro, microscópicas y fisiológicas. Las mismas se detallan a continuación. 

 

 Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl (R.o.)  
(Subphylum: Mucoromycotina; Orden: Mucorales; Familia: Mucoraceae) 
(Http:www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

 

CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS. 

Las colonias en MEA y CYA a 25°C a los 7 días cubren las placas de Petri. El 

micelio es grisáceo con esporangios negros y reversos pálidos. En G25N las 

colonias alcanzan un diámetro de 30-60 mm, cubren la placa de Petri  con  micelio 

bajo. No se observa crecimiento a 5ºC.  En CYA a 37ºC cubren la placa de Petri 

de forma similar que las colonias en CYA a 25°C.  

 

CARACTERÍSTICAS MICROSCÓPICAS. 

Los esporangióforos surgen en grupos de uno a tres a partir de los rizoides, con 

estipes de 1500 µm de longitud, no ramificados. Esporangio esférico hasta 150µm 

de diámetro, columelas generalmente esféricas hasta 100 µm marrón claro, 

cuando maduran colapsan hacia abajo con forma de paraguas. 

Los esporangiosporos son marrones, de variadas formas; elipsoidal, irregulares y 

de aproximadamente de 5-8 µm de longitud.   

 

FISIOLOGÍA 

Crece a una temperatura desde 7 a 42°C ó 45ºC, con el óptimo cerca de 37ºC, su 

mínimo de actividad de agua para el crecimiento es 0,88. Bajo condiciones 

óptimas su crecimiento es muy rápido. Al igual que otras especies de Mucorales, 

Rhizopus puede crecer bajo condiciones anaeróbicas, sin embargo con una 

atmosfera de 80% de O2 + 20% de CO2 reduce a la mitad su tasa de crecimiento.  
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Según Samson et.al., 2010 es común encontrarlo en maní, nueces, maíz, 

productos lácteos,  vegetales frescos y frutas. Su presencia en jugos procesados 

indica una contaminación exógena ocurrido en la etapa de llenado y sellado. 

El aislado fue obtenido a partir de yogurt comercial. 

 

 

Figura 9: Colonias en MEA, 7 días a 25°C de Rhizopus oryzae 

 

 
a-1                                                                                              a-2 
 
Figura 10: a- Esporangióforos de Rhizopus oryzae  (lente objetivo de 10x). 
(Fig. a-1: http://www.google.com.ar/imgres?q=rhizopus+oryzae&) 
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Figura10: b- Columela colapsada y esporangiosporos de Rhizopus oryzae. (lente objetivo 
40x) 

 Mucor circinelloides Tiegh. (M.c.) 
(Subphylum: Mucoromycotina; Orden: Mucorales; Familia: Mucoraceae) 
(Http:www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

 

CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS. 

Las colonias en CYA a 25°C a los 7 días alcanzan un diámetro de hasta 60 mm o 

más, a menudo su crecimiento se extiende hacia el exterior de la placa de Petri. 

El micelio es gris claro y el reverso color del medio de cultivo. En MEA las colonias 

cubren la placa de Petri similarmente como en CYA. En G25N las colonias 

alcanzan un diámetro de 15-25 mm, son bajas y relativamente densas y amarillas 

tanto en reverso como anverso. A 5ºC las colonias llegan a un diámetro de 4-

10mm, son bajas y crecen de manera esparcida.  En CYA a 37ºC, las colonias 

alcanzan un diámetro de 20-40 mm, son laxas y esparcidas con colores marrones.  

 

CARACTERÍSTICAS MICROSCÓPICAS 

Los esporangios tienen forma esférica con un diámetro de 25-50 µm, a veces 

hasta 80 µm, los esporangiosporos son hialinos y la mayoría elipsoidales, de 4,5-7 

µm de longitud de paredes finas. Las clamidoconidias son poco comunes, 
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esféricas, cilíndricas o irregulares de más de 15mm de diámetro, no se forman 

zigosporas.  

 

FISIOLOGÍA 

Esta especie se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y puede 

crecer bajo condiciones anaeróbicas, debido a esto ocasionalmente causa 

contaminaciones en bebidas. Su crecimiento bajo estas condiciones se asemeja a 

levaduras, pero sus células son mucho más alargadas como para ser confundidas 

con una levadura verdadera. Las células cultivadas en condiciones aeróbicas 

producen un crecimiento en forma filamentosa. Su apariencia semejante con 

levaduras también se produce en elevadas concentraciones de cloruro de sodio.  

Tresner y Hayes (1971) reportaron su crecimiento en medios con 15% de cloruro 

de sodio (0,90 de actividad de agua) pero no en 20% (0,86 de actividad de agua).  

 

Según Samson et.al., 2010, esta especie resulta ser patógeno en animales y el 

hombre. Causa alteración en quesos, mangos y duraznos. Otras fuentes: carnes, 

avellanas, nueces, maíz, etc. 

El aislado fue obtenido de leche fermentada con bacterias probióticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Colonias en MEA, 7 días a 25°C de Mucor circinelloides. 
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a-                                                                       b- 

 

 

 

 

 

 

  c- 

Figura 12: a-b- Esporangios y esporangiosporos de Mucor circinelloides (lente objetivo 
40x), c- Esporangios de Mucor circinelloides (lente objetivo 10x) 

 

 Geotrichum candidum Link: Fr. (G.c.)(Anamorfo) 
(Phylum: Ascomycota; Subphylum: Saccharomycotina; Orden: Saccharomycetales; 
Familia: Dipodascaceae) (Http:www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

 

CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS. 

Las colonias en CYA a 25°C a los 7 días presentan un diámetro de 20-45mm de 

diámetro. El micelio es blanco y reverso pálido. Las colonias en MEA presentan un 
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diámetro de 50-65 mm similar que en CYA pero de textura más suave similar a 

una levadura. En G25N no crece. A 5ºC no germina o puede desarrollar colonias 

de hasta 4 mm de. En CYA a 37ºC usualmente no crece, ocasionalmente no más 

de  10mm de diámetro. 

 

CARACTERÍSTICAS MICROSCÓPICAS 

Por mucho tiempo este género se distinguió por su forma de reproducción, que se 

basa exclusivamente en la formación de artroconidias de la hifa vegetativa. Las 

artroconidias son esporas cilíndricas formadas por septación de la hifa vegetativa 

en cortos segmentos, que con el tiempo redondean sus extremidades 

semejándose a una levadura. 

 

FISIOLOGÍA 

El crecimiento de Geotrichum candidum está restringido a hábitats con alta 

actividad de agua, su mínimo para crecer es 0,95. Miller y Golding (1949) 

reportaron que Geotrichum candidum puede crecer a bajas tensiones de oxígeno  

pero no en anaerobiosis. No se conoce que esta especie produzca compuestos 

tóxicos.  

 

Según Samson et.al., 2010 Geotrichum candidum es un importante patógeno de 

cítricos durante el almacenamiento poscosecha causando alteración agria en una 

amplia variedad de vegetales. Es un contaminante frecuente en líneas de 

procesamiento y por consiguiente en los productos como alimentos congelados. 

Este moho es un problema común en leche cruda, especialmente cuando se utiliza 

en la elaboración de quesos blandos y frescos. Se lo ha aislado de una gran 

variedad de otros alimentos como carnes, jamones, quesos duros, alimentos 

fermentados tradicionales y bebidas alcohólicas.  

La cepa fue aislada de queso blando comercial. 
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Figura 13: Colonias en MEA, 7 días a 25°C de Geotrichum candidum 

                                                                     
a-                                                                             b- 

Figura 14: Artroconidias de Geotrichum candidum (lente objetivo; a- 40x, b- 10x) 

 

III.1.2 Reactivación de levaduras del cepario del Laboratorio de Microbiología de la 
FIQ. 

 

Las levaduras reactivadas presentaron las siguientes características que 
corresponden a las especies descriptas por Pitt y Hocking como se detallan a 
continuación. 
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 Saccharomyces cerevisiae Meyen (S.c) 
         (Phylum: Ascomycota; Subphylum: Saccharomycotina; Orden Saccharomycetales;     

Familia: Saccharomycetaceae)(Http:www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

 
CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS. 

Las colonias en MEA a 25°C presentan un diámetro de 1-2 mm a los 3 días,  

blancas, convexas, márgenes circulares. A los 7 días su diámetro es de 2-3 mm.  

Presentan escaso crecimiento en medio agar Czapeck. El desarrollo de las 

colonias en CYA a 37°C por lo general es mucho más rápido que a 25°C. El 

crecimiento en agar extracto de malta con ácido acético es escaso o ausente. No 

crece en MY50G o MY10-12. 

 

CARACTERÍSTICAS MICROSCÓPICAS 

Las células usualmente son esféricas a subesféricas 5-12 x 5-10 µm, 

ocasionalmente elipsoidales a cilíndricas, 5-20(-30) x 3-9 µm. Se reproducen por 

brotación en forma irregular, solas, de a pares o en cadenas. Algunas veces 

presenta ascosporas en MEA después de una prolongada incubación. Los ascos 

son formados directamente de la célula vegetativa sin conjugación; los ascos 

contienen de 1-4 ascosporas esféricas a subesféricas de paredes lisas. 

 

FISIOLOGÍA  

Saccharomyces cerevisiae presenta un crecimiento óptimo entre 33 y 38°C con 

10-30% de glucosa. La temperatura mínima de crecimiento fue a 4°C con 10% de 

glucosa y 13°C con 50% de glucosa. Su temperatura máxima de crecimiento es de 

38-30 °C. Juven et. al. (1978) demostró que Saccharomyces cerevisiae crece con 

bajo aw de 0,89 en glucosa y a un pH neutro en medio de cultivo. 

Praphailong y Fleet (1997) demostraron un crecimiento con 7.5% (w/v) NaCl (0.95 

aw) a pH 5 y pH 7, pero a pH 3, sólo con  5% (w/v) NaCl fue tolerado. El pH más 

bajo al cual obtuvieron desarrollo de Saccharomyces cerevisiae fue 2.5 en base 

nitrogenada con 5% de glucosa en buffer citrato- fosfato. 

Saccharomyces cerevisiae es bien conocido por su rol en la manufactura de panes 

y bebidas alcohólicas. Esta levadura tiene una amplia distribución en alimentos y 
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puede ser una fuente de deterioro de los mismos. De acuerdo a  Samson et.al., 

2010 se encuentra presente en zumos de frutas y concentrados de frutas. Se ha 

aislado también de pasta de tomate, puré de frutas, máquinas embotelladoras y 

productos lácteos. 

 

                                                                                   

 

 

 

 

 

 
  a-                                                                                b-  
Figura 15: Células vegetativas de Saccharomyces cerevisiae (lente objetivo: a-40x y b-
45x) (Fig.b: http://www.google.com.ar/imgres?q=saccharomyces+cerevisiae&) 

 

 Zygosaccharomyces rouxii (Boutroux) Yarrow (Z.r.) 
(Phylum: Ascomycota; Subphylum: Saccharomycotina; Orden: Saccharomycetales; 
Familia: Saccharomycetaceae)(Http:www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

 

 

CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS. 

Las colonias en MEA a 25°C presentan un diámetro de 0.2-0.5 mm a los 3 días; 

son blancas de márgenes circulares, mayormente semiesférica y de superficie 

brillante.  

No crece en agar czapeck, presentan escaso crecimiento a 37°C. No crece en 

agar extracto de malta con ácido acético. Crece en MY50G y en MY10-12, 

originando colonias a los 3 días. 
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CARACTERÍSTICAS MICROSCÓPICAS 

Las células son subesféricas a elipsoidales a los 3 días de 4-9 x 2.5-7 µm, 

mayormente de 5-7 x 4-5 µm. Se reproducen por brotación, solas, de a pares o en 

pequeños grupos. 

Las ascosporas raramente se observan en medios de cultivo artificial pero se han 

encontrado en alimentos de bajo aw, y con alto contenido de azúcar como el caso 

de las ciruelas. 

Los ascos son de forma irregular, usualmente formados por conjugación de 2 

células; presentan de 1-4 ascosporas siendo éstas esféricas a subesféricas, de 

paredes lisas a finamente rugosas. 

 

FISIOLOGÍA. 

Zygosaccharomyces rouxii  tiene la capacidad combinada de desarrollarse a baja 

actividad acuosa y fermentar fuertemente los azúcares (hexosas), y es causante 

de deterioro en alimentos fermentados 

De acuerdo a Samson et.al., 2010 se encuentra presente extracto de malta, jugo 

de fruta concentrado, cerezas glaseadas, mosto del vino, mermeladas, etc. 

 

 

Figura 16: Células vegetativas de Zygosaccharomyces rouxii (lente objetivo 45x). 
(http://www.google.com.ar/imgres?q=zygosaccharomyces+rouxii&) 
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 Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder & Kreger (D.h.) 
(Phylum: Ascomycota; Subphylum: Saccharomycotina; Orden: Saccharomycetales; 
Familia: Debaryomycetaceae)(Http:www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

 

CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS. 

Presenta colonias en MEA a 25°C de 1-2 mm de diámetro a los 3 días son de 

color beige. Poseen forma convexa semiesférica con márgenes circulares; a los 7 

días forman colonias de 2-4 mm de diámetro. El crecimiento en Agar Czapeck es 

escaso, rara vez crecen a 37ºC. No presenta crecimiento en agar extracto de 

malta con ácido acético, posee crecimiento lento en MY50G (hasta 1 mm de 

diámetro a los 7 días) y rápido crecimiento en MY10-12 (1-4 mm en 7 días). 

 

CARACTERÍSTICAS MICROSCÓPICAS 

Las células en MEA a los 3 días son esféricas, subesféricas de 2.5-4 µm de 

diámetro, algunas células elipsoidales resultan de hasta 8 µm de largo. Posee 

reproducción de forma irregular por brotación, a veces en más de un sitio en la 

célula madre. Se reproducen solas; de a pares o en pequeños grupos. Las 

ascosporas se observan en cultivos viejos por conjunción entre la célula madre y 

la célula hija. Presentan generalmente 1 ó 2 ascosporas por ascos.  

 

FISIOLOGÍA 

Esta levadura presenta  alta tolerancia a la sal, por lo que se la encuentra en 

aceitunas, quesos, leche fermentada y salsa de soja. Es un componente común de 

la microflora de los quesos, pudiendo cumplir un papel en su maduración. 

De acuerdo a Samson et.al., 2010, Debaryomyces hansenii causa deterioro en 

jugos de frutas, conservas de higos,  se lo ha aislado de frutas, tomates crudos, 

yogur, manteca rancia, cerveza, etc.  
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a-                                      b-                                            c- 

Figura 17: Células vegetativas de Debaryomyces hansenii (lente objetivo a-40x, b- 45x y 
c- 10x) (Fig.a  y b.: Pitt and Hocking, 2009). 
 

Dado que el aspecto de las colonias de las 3 levaduras estudiadas son similares, 

no se muestran fotografías de las mismas en placas de Petri. 

 

 

III.2    ENSAYOS CON AGENTES ANTIMICROBIANOS. 

III.2.1 Determinación de las curvas de crecimiento de las cepas fúngicas. 

 

Los datos obtenidos se procesaron con el software DMFit (DM: Dynamic 

Modelling Versión 2.1) generando los valores de: velocidad específica de 

crecimiento  (µmax), fase lag (λ), número inicial de células (y0) a  t=0, número final 

de células (ymax). Con su respectivo coeficiente de regresión r2 (ver anexo B) 

En las siguientes gráficas se pueden observar las curvas de crecimiento de los 

distintos hongos: Debaryomyces hansenii; Saccharomyces cerevisiae;  

Zygosaccharomyces rouxii; Geotrichum candidum; Rhizopus oryzae y Mucor 

circinelloides. 

Los valores fueron promediados de los ensayos realizados por triplicado. 
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Gráfica1: Curva de crecimiento de Debaryomyces hansenii 

 

   

Parámetros de crecimiento de Debaryomyces hansenii. 

(µmax) (log UFC.ml-1.h-1) fase lag (λ) (h) y0(log UFC. ml-1) ymax (Log UFC.ml-1) r2_stat 
0,129 0,814 3,974 7,727 0,992 

 

 

Gráfica 2: Curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae. 
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Parámetros de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae 

(µmax) (log UFC.ml-1.h-1) fase lag (λ) (h) y0(log UFC. ml-1) ymax (Log UFC.ml-1) r2_stat 
0,337 1,707 3,972 7,576 0,989 

 

Gráfica 3: Curva de crecimiento de Zygosaccharomyces rouxii 

  

  

Parámetros de crecimiento de Zygosaccharomyces rouxii 

µmax(Log UFC.ml
-1

.h
-1

) fase lag (h) y0 (Log UFC. ml-1) ymax (Log UFC.ml-1) r2_stat 
0,025 4,696 E-08 6,722 7,495 0,99 

 

Gráfica 4: Curva de crecimiento de Geotrichum candidum 

 

   

 

 

 

 

 

 

Chiericatti, Carolina Andrea Antonia  - 2013 -



Capítulo III: Resultados y Discusión 

 

 
 

67 
 

Parámetros de crecimiento de Geotrichum candidum 

µmax(cm.dias
-1

) fase lag (días) y0 (cm.dia-1) ymax (cm.dias-1) r2_stat 
0,326 0,342 0,242 2,044 0,977 

 

Gráfica 5: Curva de crecimiento de Rhizopus oryzae. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Parámetros de crecimiento de Rhizopus oryzae 

µmax(cm.h
-1

) fase lag (h) y0 (cm.h-1) ymax (cm.h-1) r2_stat 
0,228 8,413E-09 0,874 4,033 0,973 
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Gráfica 6: Curva de crecimiento de Mucor circinelloides. 

 

   

 

Parámetros de crecimiento de Mucor circinelloides 

µmax(cm.h
-1

) fase lag (h) y0 (cm.h-1) ymax (cm.h-1) r2_stat 
0,052 0,053 0,544  0,999 

 

 

De las gráficas obtenidas se pueden observar que las levaduras presentaron su 

fase de crecimiento exponencial tardía y comienzo de la fase exponencial 

estacionaria en los siguientes tiempos: D. hansenii y Z. rouxii dentro de las 28-30h 

y S. cerevisiae entre las 12-14h. 

Los mohos presentaron su fase de crecimiento exponencial tardía y comienzo de 

la fase exponencial estacionaria en los siguientes tiempos: G. candidum entre 6-7 

días (moho de lento desarrollo), R. oryzae entre las 24-26h (moho de rápido 

desarrollo) y M. circinelloides si bien, como se observa en la gráfica presentó un 

crecimiento lineal, macroscópicamente se observó una mayor esporulación dentro 

de las 24-26 h al igual que R. oryzae y teniendo en cuenta que M. circinelloides es 

un moho de rápido crecimiento la cosecha de las esporagiosporas se realizó en 

los mismos tiempos que para R. oryzae. 
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III.2.2  ENSAYOS  MICROBIOLOGICOS CON SOLUCIONES DE AgNO3 

Se efectuaron ensayos con soluciones de AgNO3 en un rango de 

concentraciones de 1670; 555; 170 y 55,4 µM, que corresponden a una cantidad 

de Ag libre en solución similar a la que luego presentará el sólido de Ag-mordenita 

ensayado. 

 

III.2.2.1 Curvas de desarrollo de hongos filamentosos empleando Ag(I) en 

solución. 

         En los casos que se utilizó la concentración de 1670 µM de Ag(I) los 

mohos fueron inhibidos totalmente, por lo que no se presentan las curvas de 

crecimiento correspondientes. En tanto, el desarrollo de las colonias de M. 

circinelloides y R. oryzae (Fig. 7 a y b) empleando una concentración de AgNO3 de 

555 µM, se inhibió totalmente en ambos casos a un t = 2h. Esta reducción de 4 log 

en el desarrollo de las colonias se consideran valores importantes de inhibición, 

mientras que las UFC/mL de G.candidum (Fig. 7c) lograron descender 3 log a las 

48 h de incubación. En este caso la acción inhibitoria fue algo menos efectiva, 

considerándose 3 log un valor de inhibición medio. Cuando la concentración de 

Ag(I) empleada fue, ya sea de 170 ó de 55,4 µM, tanto M. circinelloides como R. 

oryzae presentaron una inhibición efectiva bajando 4 log tras 48 h. Esto muestra 

una cinética de inhibición algo más lenta comparando cuando se empleó la 

solución más concentrada de 555 µM. Sin embargo, fueron muy similares entre sí 

demostrando una eficacia comparable de la solución más diluida (55,4 µM). En 

tanto, para G.candidum, empleando la solución de 170 ó 55,4 µM, no se observó 

una acción inhibitoria importante ya que se redujo 1,66 log y 1,35 log tras 48 h de 

incubación, respectivamente. No obstante en este caso, se nota que el control 

presentó un crecimiento sostenido de 3,5 log tras 48 h de incubación. 
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                         a) 

 

 

 

  

 

 

 

 

                         b) 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

                         c) 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

Gráfica 7: Curvas de desarrollo de hongos filamentosos empleando distintas 
concentraciones de Ag (I) en solución, expresadas en log (UFC/mL) vs. tiempo: a) Mucor 
circinelloides (M.c.); b) Rhizopus oryzae (R.o.); c) Geotrichum candidum (G.c.). 
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III.2.2.2  Curvas de desarrollo de levaduras empleando Ag (I) en solución. 

     a) 

 

 

 

 

 

 

 

                             b)           

 

 

 

 

 

 

     c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 8: Curvas de desarrollo de levaduras empleando distintas concentraciones de 
Ag(I), expresadas en log (UFC/mL) vs. tiempo (h).a) Zygosaccharomyces rouxii,(Z.r.) b) 
Debaryomyces hansenii; (D.h) c) Saccharomyces cerevisiae.(S.c.) 
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Las tres levaduras ensayadas fueron inhibidas totalmente cuando se 

trabajó a una concentración de 1670 µM de AgNO3, por lo que no se presentan las 

curvas de crecimiento correspondientes. Mientras, a una concentración de 555 µM 

las tres levaduras presentaron una inhibición total del crecimiento tras 2 h de 

incubación. Cuando se trabajó con concentraciones de 170 y 55,4 µM, se observó 

un menor crecimiento con respecto a la curva control para Z. rouxii y D.hansenii 

(Gráf. 8 a y b) mientras que para S.cerevisiae (Gráf. 8c) presentó un bajo grado de 

inhibición. No obstante, se notó una mayor sensibilidad para S. cerevisiae que 

exhibió una reducción de 2,72 y 0,93 log a las concentraciones de 170 y 55.4 µM, 

respectivamente. 

De los resultados anteriores de crecimiento de mohos y levaduras en presencia 

de distintas concentraciones de AgNO3 se pudo comprobar que: 

 

- G.candidum fue el moho que mayor resistencia presentó frente a la acción 

del AgNO3 incluso a una concentracion de 555 µM. 

- Los  mohos, M. circinelloides y R. oryzae, presentaron una alta sensibilidad 

a la Ag(I) en solución, que llevó a una inhibición de su crecimiento con la 

solución más diluida (55.4 µM) tras 48 h de incubación.  

- En el caso de las levaduras, la inhibición fue mucho menos efectiva 

comparado a los mohos. La especie más sensible fue S. cerevisiae que 

presentó una reducción de  2,72 log a una concentración de 170 µM  

 

III.2.3    ENSAYOS MICROBIOLÓGICOS EMPLEANDO Ag-MORDENITA. 

      Para estos ensayos se trabajó con el sólido conteniendo una 

concentración intermedia de Ag, esto es con un 5,6% p/p de Ag respecto a la 

mordenita (Ag(6)Z). Se emplearon masas de este material, de tal forma de obtener 

cantidades nominales de Ag comparables a las ensayadas con Ag libre en 

solución. Posteriormente, se presentarán los resultados de caracterización en 

donde se determinaron los contenidos de Ag incorporados en las diferentes 

preparaciones de Ag-mordenita. 
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III.2.3.1    Curvas de desarrollo de hongos filamentosos empleando Ag-mordenita. 
 
                            a) 

 

 

 

 

 

 

                            b) 

 

 

 

 

 

                           

 

                          c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 9: Curvas de desarrollo de hongos filamentosos empleando Ag(6)Z, expresadas 
en log (UFC/mL) vs. tiempo (h): a) Mucor circinelloides (M.c.); b) Rhizopus oryzae (R.o.); 
c) Geotrichum candidum (G.c). 
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Se puede observar de las gráficas que los mohos ensayados utilizando 300 

mg de Ag(6)Z / 100 mL de CEM fueron inhibidos totalmente a t = 0. En tanto las 

curvas obtenidas empleando una relación Ag(6)Z/medio de cultivo de 100 

mg/100mL, muestran una muy buena acción inhibitoria frente a M. circinelloides y 

R. oryzae (Gráf. 9 a y b) bajando 4 log a las 6 y 12 h, respectivamente. Esto 

representa una velocidad de acción mucho mayor que la observada para una 

cantidad equivalente de Ag(I) libre en solución, mostrando una mayor eficiencia a 

iguales cantidades del metal para el caso en que este es dosificado por la zeolita. 

En tanto G. candidum (Gráf. 9c) bajó 1,4 log empleando 100 mg de Ag(6)Z tras 48 

h demostrando, al igual que el caso de Ag(I) libre en solución, una menor 

sensibilidad a la Ag de esta especie de moho. Como a la concentración de 100 mg 

Ag(6)Z/100 mL CEM, se obtuvo una muy buena acción inhibitoria para los 

Mucorales, se ensayó una concentración menor de 60 mg/100mL CEM. Se puede 

observar en la gráfica 9 a y b, que tanto M. circinelloides y R. oryzae presentaron 

comportamientos semejantes, reduciendo 4 log aunque con menor velocidad, a las 

12 y 24 h de incubación, respectivamente  

Para el ensayo con G. candidum empleando una relación de 60 mg/100 

mL CEM sólo se redujo 0,6 log a las 48 h, demostrándose que también para el 

caso de utilizar Ag-mordenita el crecimiento de G. candidum se inhibe poco. 

Podría inferirse que los mohos tabicados presentan mayor resistencia frente a la 

acción de la Ag-mordenita que los mohos sin tabicar (Mucorales). Sería necesario 

estudiar un mayor número de mohos tabicados y sin tabicar para confirmar o no 

dicha hipótesis. 
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III.2.3.2    Curvas de desarrollo de levaduras empleando Ag-mordenita.   

a)  

 

 

 

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

c) 

 

 

 

 

 

 

   

 

Gráfica 10: Curvas de desarrollo de levaduras empleando Ag(6)Z, expresadas en log 
(UFC/mL) vs tiempo (h): a) Zygosaccharomyces rouxii (Z.r); b) Debaryomyces hansenii 
(D.h.); c) Saccharomyces cerevisiae (S.c.). 
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      Las levaduras ensayadas utilizando de 300mg de Ag(6)Z / 100 mL de 

CEM fueron inhibidas totalmente a t=0. En las curvas se puede observar que con 

relaciones de 100 mg de Ag(6)Z/100 mL de CEM todas las levaduras bajaron 4 log 

a t=0 demostrando ser mucho más sensibles a la Ag(6)Z que G. candidum, 

microorganismo representante de los mohos. Por lo tanto, se ensayaron menores 

concentraciones del material Ag(6)Z, como ser: 60, 30 y 10 mg Ag(6)Z/100mL 

CEM. 

     En estos ensayos empleando Ag-mordenita, se observaron notables 

diferencias respecto a los ensayos equivalentes empleando Ag en solución. Se 

determinó que a una concentración de 60 mg Ag(6)Z /100 mL CEM se ejerce una 

fuerte acción inhitoria para todas las levaduras, que fue similar a lo ocurrido 

empleando una relación mayor de 100 mg Ag(6)Z. Cuando se disminuyó la 

cantidad a 30 mg Ag(6)Z /100 mL CEM, Z. rouxii (Gráf. 10a) logró bajar 4 log a las 

6 h presentando una muy buena acción inhibitoria efectiva, mientras que cuando 

se empleó una concentración de 10 mg Ag(6)Z se redujo 4 log pero a las 24 h de 

incubación. Cuando se comparan estos efectos con los ocurridos empleando 

soluciones de AgNO3 de concentraciones de Ag comparables (55,4 µM) se puede 

ver que con una cantidad mucho menor de Ag en la Ag-zeolita, se logra un efecto 

mucho más efectivo.  

       En el caso de D. hansenii (Gráf. 10b) se verificó un comportamiento 

similar a Z. rouxii, inhibiendose 4 log a las 12 h de incubación con 30 mg Ag(6)Z y 

con la misma tasa de inhibición para 24 h de incubación pero con 10 mg Ag(6)Z. 

Se considera que una concentración de 30 mg Ag(6)Z ya presentó una acción 

inhibitoria efectiva.  

       Para los ensayos con S. cerevisiae (Gráf.10c) empleando la menor 

cantidad de Ag-zeolita ensayada de 10 mg Ag-Z(6)/100 mL CEM, se logró bajar 

4,5 log en 4 h de incubación, lo cual indica una acción inhibitoria fuerte a un menor 

tiempo con respecto a Z. rouxii y D. hansenii. Por este motivo, para esta levadura 

no se ensayó a la concentración de 30 mg Ag-Z(6). Esto contrasta fuertemente 

con los resultados conseguidos con Ag(I) en solución, que mostró una baja acción 

inhibitoria tras un periodo de 48 h.  
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Como resumen de los resultados obtenidos empleando Ag-zeolita se pudo 

determinar que: 

 

Tanto los hongos y levaduras ensayados se mostraron sensibles a la acción 

de Ag(6)Z y en todos los casos la acción de la Ag-zeolita fue más efectiva que el 

equivalente de Ag libre en solución. 

 

- S. cerevisiae fue el más sensible de todos los microorganismos ensayados 

frente la Ag-zeolita, obteniéndose una fuerte y rápida acción inhibitoria 

empleando tan sólo 10 mg Ag(6)Z tras 4 h de incubación. 

- G. candidum fue el moho que mayor resistencia presentó frente a la accion 

de Ag-mordenita.  

 

III.2.3.3 Actividad antifúngica de la matriz Na-mordenita 

   Los resultados obtenidos con el material zeolítico sin intercambio iónico 

con plata, es decir Na-mordenita, mostró un comportamiento similar al de las 

curvas de control con los microorganismos ensayados. Por este motivo, no se 

graficaron estos resultados y demuestra que el soporte Na-mordenita no presenta 

acción inhibitoria por sí mismo y que la acción observada, como se verá luego en 

las caracterizaciones fisicoquímicas, se debe a los iones Ag(+) presentes en la 

matriz zeolítica. 

  

III.2.3.4  Caracterizaciones fisicoquímicas de Ag-mordenita. 

a) Espectroscopía de Absorción Atómica (AA). 

          En la Tabla 11 presentada a continuación se muestran las distintas 

concentraciones de Ag en la zeolita obtenidas mediante intercambio iónico de Na-

mordenita. Estas concentraciones fueron determinadas luego de la digestión de 

las muestras sólidas, mediante espectroscopía de absorción atómica. Entre 

corchetes se indican las concentraciones de las soluciones de Ag(NO3) empleadas 

para lograr los distintos grados de intercambio de plata. Se puede observar que a 
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medida que aumentó la concentración de la solución de intercambio, se lograron 

mayores contenidos de Ag en la zeolita. Simultáneamente, el contenido de Na, 

que también se determinó por AA, fue disminuyendo. De esta forma, se pudieron 

obtener sólidos conteniendo entre 3,9 a un 13,6 % p/p de Ag que se denominaron 

Ag(4)Z, Ag(6)Z, Ag(10)Z y Ag(14)Z.  

En la Figura 18, se observa más claramente la tendencia en las 

concentraciones de Ag y Na en la zeolita de acuerdo a la concentración de la 

solución de intercambio utilizada. Se nota que la cantidad de Ag que se puede ir 

incorporando por intercambio a la matriz de zeolita con incrementos 

proporcionales de Ag en solución de intercambio, va siendo menor a medida que 

aumenta el contenido de Ag en la zeolita. Esta forma asintótica de la curva 

muestra que a medida que se incrementa el contenido de Ag en la zeolita, se 

necesita una mayor fuerza impulsora (concentración de Ag en solución) porque los 

iones deben ir ubicándose en sitios menos accesibles. En acuerdo con esta 

tendencia, la cantidad de Na remanente en la zeolita luego de los intercambios, 

presenta una curva correspondiente pero en sentido inverso.  

Tabla 11: Relaciones atómicas de composición y % p/p de Ag y Na contenido en las 
zeolitas intercambiadas y el soporte sin intercambiar. 

 
Ag(14)Z

[0,1 M] 

Ag(10)Z 

[0,025 M]

Ag(6)Z 

[0,01] 

Ag(4)Z 

[0,005] 
Na-mor 

Si/Al*** 5,73 6,04 6,87 7,06 7,38 

Ag/Al*** 1,05 0,84 0,47 0,31 0 

Na/Al*** - 0,097  0,041 0,121 0,265 

% p/p Ag ** 13,6 10,3 5,6 3,9 - 

% p/p Na ** 0,22 1,20 2,32 3,30 4,62 

% 
Intercambio* 

88,0 64,2 33,1 25,6 0 

*** Determinado por EPMA; ** Determinados por AA; * Determinado por AA y cálculos Anexo D. 
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Figura 18: Curva que relaciona la concentración de Ag en solución y el contenido de Ag y 
Na logrado en la zeolita intercambiada, determinado por AA. 

 

Mediante AA también se siguieron las concentraciones de Ag en el medio 

de cultivo luego de poner en contacto el mismo por diferentes períodos, con una 

cierta masa de Ag-mordenita, en particular para las muestras Ag(6)Z y Ag(4)Z. En 

la Tabla 12 se presentan los resultados para Ag(6)Z obtenidos por duplicado, 

pudiendo observarse que la cantidad de Ag en solución fue baja y prácticamente 

no se modificó en el período estudiado. En los primeros instantes de contacto se 

liberó Ag al medio de cultivo. El ensayo con Ag(4)Z mostró una tendencia similar 

pero con una concentración que fue unas 3 veces menor que con el sólido 

anterior. 

Tabla 12: Cantidad de Ag liberada al medio de cultivo sin microorganismos en función del 
tiempo.  

Muestra Tiempo /h 

0 3 5 9 48 

 (Ag(6)Z)-a 15 16 13 18 - 

(Ag(6Z)-b 18 - - 17 17 

Ag(4)Z 3 4 8 4  

Los valores de concentración se expresan en ppm. 
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b) Análisis elemental por sonda de electrones (EPMA). 

               En la Tabla 11, también se presentan las relaciones atómicas relativas 

entre Si, Al, Na y Ag en las distintas muestras intercambiadas, como así también 

en el soporte sin intercambiar, determinados por análisis EPMA.  

        Considerando que la cantidad de aluminio permanece constante en la 

zeolita, la relación Ag/Al indica la misma tendencia que la determinada por AA, es 

decir una incorporación gradual de Ag a la matriz de zeolita. Además, a pesar que 

la señal de este último se vio afectada por señales de background propias del 

material y dificultaron su cuantificación, fue posible estimar las relaciones Na/Al. 

Las mismas son concordantes con lo determinado por AA, mostrando una 

disminución de Na a medida que se intercambia más Ag.  

        En la Figura 19, se presentan los espectros EPMA obtenidos. Puede 

verse como aumenta la señal de rayos X provenientes de los átomos de Ag a 

medida que el contenido de dicho metal es mayor en la zeolita, conforme se 

aumentó la concentración de la solución de intercambio. Paralelamente, la señal 

proveniente del Na fue disminuyendo y para la muestra Ag(14)Z ya no se pudo 

observar. Debe destacarse que si bien por EPMA en esta muestra no se pudo 

determinar Na, el ensayo de AA muestra una pequeña proporción, que está por 

debajo del límite de detección de la técnica EPMA. Esto indica que en esta 

muestra se ha alcanzado un nivel de intercambio muy elevado, pero no total. Por 

otra parte, las señales en torno a 1,48 y 1,74 keV son del Al y el Si de la zeolita, 

respectivamente, y no sufrieron cambios durante el proceso de intercambio. No 

obstante, se debe mencionar que la relación Si/Al estimada para todas las 

muestras (Tabla 11); disminuye ligeramente a medida que el contenido de Ag es 

mayor. Esto puede deberse a que en la estimación de la señal de Al influye el 

background en la zona de bajas energías, que no se observa en la muestra con 

menor contenido de Na. Por este motivo, se consideró la relación Si/Al de la 

zeolita como la de la muestra con mayor carga de Ag. Teniendo esta 

consideración, a partir de la carga de zeolita determinada por AA y la relación 

Si/Al, se pueden estimar los porcentajes de intercambio (Anexo E), que se indican 
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en la Tabla 11. Aquí se observa la consistencia entre los resultados de EPMA y 

AA, mostrando que la muestra con mayor contenido de Ag, no alcanza el 100 % 

de intercambio.    

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19: Espectros EPMA de sólidos de Ag-mordenita conteniendo diferentes 
cantidades de plata.  

 

c) Difracción de rayos X (DRX). 

          Mediante esta técnica se evaluó la estructura cristalina de la zeolita 

luego del proceso de intercambio y la posible presencia de otras fases, como por 

ejemplo óxidos de plata. En la Figura 20 se presenta el difractograma obtenido del 

soporte de Na-mordenita de partida. Se puede ver que se trata de un material 

puro, dado que se corresponden todas las señales de difracción con las indexadas 

para esta zeolita (Breck, 1974) y dichas señales son esbeltas y bien definidas, 

indicando una elevada cristalinidad del material. Por otra parte, cuando la zeolita 

fue sometida al proceso de intercambio en las condiciones más drásticas, es decir 

0,8 1,0 1,2 1,4

  

Energía / kEv

Na
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utilizando la solución de mayor concentración de plata, la estructura cristalina 

básica de la zeolita se mantuvo constante (Figura 20). No obstante, se observa 

una disminución de la intensidad relativa de la señal de la zeolita a 2θ = 9,6º, 

correspondiente a los planos (200). Se ha observado en Ag-clinoptilolita una 

variación en las intensidades relativa de los planos (020) y (200) luego del 

intercambio con Ag, que se asocian a la naturaleza, posición y cantidad de 

especies extra-red en los canales de la zeolita (Concepcion Rosabal et.al., 2005).  

Además de las señales correspondientes a la estructura de mordenita, fue 

posible diferenciar en forma clara una única señal a 2θ = 32,82º (Figura 20). 

Existen varias especies de óxidos de Ag para las cuales se disponen datos de su 

estructura cristalina, las cuales se resumen en la Tabla 13. En ésta, se presentan 

las principales señales de difracción de dichos óxidos y su intensidad relativa 

(entre paréntesis). La señal observada en la muestra Ag(14)Z, se corresponde con 

la señal principal de Ag2O (tarjeta JCPDS-ICDD 41-1104), con una intensidad 

media-baja, lo cual indica la presencia de una pequeña cantidad de dicho óxido en 

la muestra con mayor carga de Ag.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Patrones de difracción de rayos X de Na-mordenita y de Ag(14)-mordenita. 
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Tabla 13: Señales de difracción de rayos X de diversos óxidos de plata (se indica el 
ángulo 2 θ y su intensidad relativa). 

 

Ag(14)/Z Ag(0)(1) Ag2O
(2) Ag2O2

(3) Ag3O4
(4) Ag2O3

(5) AgO(6) Ag6O2
(7)

    26,67(100)    

     31,6(100)   

   32,07(47)   32,03(50)  

   32,35(100) 32,67(90)  32,3(100)  

32,75  32,82(100)      

       33,7(20) 

34,72   34,2(38)     

     36,6(29)  36,28(23) 

   37,2(89)     

 38,15(100) 38,1(28)      

       38,43(100) 

 44,3(40)       

        

     52,8(38)   

(1) JCPDS-ICDD 4- 783, (2) JCPDS-ICDD 41-1104, (3) JCPDS-ICDD 22-472, (4) JCPDS-ICDD 40-
909, (5) JCPDS-ICDD 72-607, (6) JCPDS-ICDD 43-1038, (7) JCPDS-ICDD 74-878 

 

d) Reducción a temperatura programa con H2 (H2-TPR). 

La reducción con temperatura programada en una corriente de H2 

diluido al 5 %, puede ayudar a analizar las diferentes especies de Ag que se 

encuentran presentes en la zeolita. En los perfiles de la Figura 21, se muestran los 

resultados de H2-TPR para las 4 Ag-zolitas en estudio y se observa que al 

aumentar la carga de Ag, el perfil general se mantiene con un incremento en el 

área de las señales, consistente con el incremento de la cantidad de especies Ag 

reducibles. En el caso de la muestra con menor contenido de Ag, se observan 

claramente tres regiones de reducción. La primera (~115 ºC) es causada 

probablemente por la reducción de especies de Ag2O altamente dispersas en la 

superficie de los cristales de la zeolita. Esto es compatible con estudios TPR de 
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mezclas mecánicas de este óxido en forma másica y Na-mordenita, que 

presentaron una señal en torno de los 170 ºC (Aspromonte,  2011). 
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Figura 21: Patrones de reducción H2-TPR de muestras de Ag-mordenita con diferentes 
contenidos de plata. 

Antes de asignar las otras señales se debe discutir el trabajo de 

Kaucký et.al., (2008) quienes identificaron tres tipos de sitios de intercambio en 

mordenita. Cuando la carga del metal es baja los iones ocupan los sitios beta, 

localizados en el anillo de 8 miembros adyacente al canal principal (Figura 22). Al 

incrementarse la cantidad del metal, los iones ocupan sitios alfa, ubicados en el 

canal principal coordinados con oxígenos de la red de zeolita del anillo de 6 

miembros. Por último, a cargas elevadas de metal, los iones ocupan los sitios 

gamma, que están ubicados en cavidades pequeñas de la mordenita. En estos 

sitios, el metal posee aproximadamente una coordinación octaédrica y es el sitio 

con más alta coordinación.  
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Figura 22: Localización de los sitios α, β y γ en la red de mordenita. 

En función de los perfiles de TPR observados en las Ag-zeolitas 

(Figura 21), las señales centradas a 235 ºC se pueden atribuir a especies Ag(+) en 

sitios alfa, siendo para este metal los primeros en ser ocupados al intercambiar la 

zeolita con una baja carga de plata. En tanto, la señal centrada a 345 ºC se 

debería a especies Ag(+) en sitios beta algo más estables, con una proporción 

semejante respecto a las especies alfa para la muestra con baja carga. A medida 

que el contenido de Ag va siendo mayor, se incrementa la población de especies 

en sitios beta. Por último, la señal a temperaturas > a 700 ºC, se debe a especies 

Ag(+) en los sitios más estable de coordinación en la zeolita, que son los sitios 

gamma. En estas ubicaciones los iones Ag(+) interaccionan fuertemente con la 

estructura de la zeolita y son más difícilmente reducibles. Como se puede notar, 

estas especies gamma recién comienzan a aparecer en la muestra con 5,6 % de 

Ag. 

Además, en la muestra de mayor contenido de Ag se evidencia otra señal 

cerca de los 160 ºC, que se debería a la aparición de otra población menos 

dispersa de Ag2O. Esto es compatible con la disminución de la intensidad de la 

señal del óxido disperso a 115 ºC en la muestra con el mayor contenido de Ag 

(Figura 21), lo cual es lógico considerando la gran cantidad de Ag presente. Este 

hecho concuerda con los estudios de DRX de la muestra Ag(14)Z donde se 

evidenció una señal de dicho óxido. 
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      Como visión general de los perfiles de TPR se puede decir que existen 

al menos 4 tipos de especies catiónicas con diferente naturaleza y/o interacción 

con la matriz de la zeolita. 

       De los ensayos por TPR también se obtuvieron los consumos de 

totales de H2, que como se mencionó, están relacionados directamente con la 

cantidad de especies reducibles de Ag. Estos se presenta en la Tabla 14, en 

donde también teniendo en cuenta la masa de material analizado se estimaron % 

p/p de Ag en la zeolita por TPR. Puede verse una clara compatibilidad con los 

resultados obtenidos por AA, dado que normalmente no todo el material metálico 

presente disperso en una zeolita está sujeto de ser reducido. Además, la 

tendencia en la incorporación de Ag en la zeolita según la concentración de la 

solución de intercambio sigue la línea del consumo de H2 (Figura 23), mostrando 

la buena correspondencia entre los resultados cuantitativos de TPR y AA.  

      La máxima relación molar entre el H2 consumido y el contenido teórico 

de Ag debe ser 0,5 y puede verse en la Tabla 14 que esta relación es cercana a 

0,3 y que se incrementa hasta 0,42 para la muestra de mayor contenido de Ag. 

Esto último puede deberse a que en la muestra con mayor carga una fracción 

importante del metal se reduce a temperaturas menores a 500 ºC lo cual puede 

catalizar la disociación de H2 y favorecer una mayor propiedad de reducción de 

iones Ag(+).  

      También se analizaron los consumos parciales de H2, considerando las 

señales centradas en torno de 115 ºC, 350 ºC y 750 ºC que fueron obtenidos por 

deconvolución de las señales de todos los perfiles de reducción (Anexo C). Se 

nota una incorporación progresiva de Ag en los sitios beta, al igual que en los 

sitios gamma, aunque para este último se nota una saturación en la muestra con 

mayor carga que coincide con la disminución en la fracción dispersa de Ag2O. 

Esto refuerza la hipótesis de formación de una población menos dispersa de dicho 

óxido cuando los sitios de intercambio se encuentran cerca de su saturación. 
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Tabla 14: Consumos totales de H2 (mol) de las diferentes muestras de Ag-zeolita y 

consumo por cantidad Ag en mol (determinado por AA) en el rango de temperatura 
analizado por TPR entre temperatura ambiente y 900 ºC. 

 

 Ag(4)-Z Ag(6)-Z Ag(10)-Z Ag(14)-Z 

mol total H2 3, 22 4, 70 9,93 15,81 

Masa sólido (mg) 29,98 30,10 30,83 30,25 

mol Ag 6,45 9,40 19,86 31,61 

mg Ag 0,54 0,79 1,66 2,64 

 % p/p Ag por TPR 2,3 3,4 6,9 11,3 

H2total/Ag* 0,29 0,30 0,34 0,42 

 

 

 

 

 

 

 

 

a)                                           b) 

 

Figura 23: a) Consumos parciales de H2 en cada región de TPR, respecto de la [Ag] en la 
zeolita; b) Carga % p/p de Ag en zeolita según AA y consumo de H2 determinado por 
TPR, respecto a la [Ag] en la solución de intercambio. 
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III.2.3.5 Acción de Ag-mordenita contra los microorganismos. 

  De las caracterizaciones fisicoquímicas se verificó que el material 

preparado Ag(6)Z, está compuesto de diversas formas de especies catiónicas de 

Ag(I), incorporadas en la matriz zeolítica y en interacción con ésta. Dicha matriz, 

conserva su microoestructura por lo que dichos iones pueden difundir a través de 

los poros de la zeolita al medio líquido y/o a las paredes celulares de los 

microorganismos. La diversificación de especies de Ag puede ser beneficiosa para 

una dosificación paulatina y controlada de iones Ag(I) al medio, liberándose 

algunas especies más rápido y otras con un mayor retardo. Esto ampliaría el 

período de efectividad. Se ha propuesto (Inoue, et.al., 2002) que Ag-zeolitas en 

contacto con agua destilada liberan una muy baja o nula cantidad de Ag, 

necesitándose que estén presentes iones en el medio de cultivo. El CEM utilizado 

en los ensayos antifúngicos, es un medio de cultivo complejo y sus componentes 

(sales) pueden intervenir en el mecanismo de intercambio de la Ag ocluida en la 

zeolita. Sin embargo los ensayos de Ag(6)Z en CEM mostraron una baja 

proporción de Ag.  

  Por otra parte, Matsumura, et.al. (2003) determinaron que la liberación de 

Ag a un medio de cultivo es mucho más acusada en presencia de un 

microorganismo (bacteria), con lo cual la acción de la Ag sería más directa, 

necesitando del contacto entre Ag-zeolita y el microorganismo. Esto también es 

soportado por los estudios de Ishitani, et.al. (1995) y de Kwakue-Awuah, et.al. 

(2007), quienes  determinaron que la cantidad de Ag liberada por una Ag-zeolita al 

medio puede variar según el microorganismo. En nuestro caso, una interacción 

Ag-mordenita/microorganismo podría ser inducida por las cargas eléctricas en las 

superficies de ambos materiales. Ha sido determinado que el potencial Z de 

mordenita presenta valores (-) que decrece a menores pH mientras que las 

paredes de las bacterias también pueden poseer débiles cargas (-) (Kubota, et.al., 

2008). A pesar de esto, se ha demostrado que en condiciones ligeramente ácidas 

o neutras, se pueden dar interacciones bacteria-zeolita ocurriendo una adsorción 

entre éstas. En esto inciden las características del exterior de las paredes 
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celulares. Las bacterias Gram (-) están compuestas de lipopolisacáridos, mientras 

que las Gram (+) por capas de peptidoglicano. Entonces, se sugirió que las Gram 

(-) pueden aproximarse a las zeolitas, pero no se unen o adsorben sobre éstas ya 

que la afinidad entre el lipopolisacárido de la célula y la superficie de la zeolita es 

muy débil (Kubota, et.al., 2008). La adsorción bacteria-zeolita se ha explicado 

principalmente debido a interacciones de la doble capa eléctrica y también a 

interacciones hidrofóbicas. Es posible que estos factores jueguen un papel en la 

adhesión de la Ag-mordenita y la pared de los hongos estudiados, que también 

presentan diferencias entre sí. 

   Dadas las condiciones de preparación de la Ag-mordenita y sus 

características fisicoquímicas como así también las condiciones de los ensayos 

microbiológicos con bajo tenor de oxígeno, es plausible que la acción inhibitoria 

observada se deba a la acción de formas catiónicas de Ag liberadas directamente 

a la paredes celulares de los mohos y levaduras. Para bacterias, se ha propuesto 

que los iones Ag(I) tienen afinidad por los grupos sulfhidrilo expuestos en las 

paredes de las bacterias y el grupo estable resultante S-Ag inhibe la transferencia 

de H2 (sistema de transferencia de energía) (Davies y Etris, 1997).  

   La influencia de iones Ag contra hongos es diferente. Estos 

microorganismos necesitan de bajas concentraciones de algunos iones como Cu y 

Zn para su crecimiento y tienen que ser transportados a través de su sistema de 

ingreso de iones. Este mecanismo de ingreso también podría ocurrir en el caso de 

los iones Ag(I), que presenta un radio atómico similar a los anteriores y tiene una 

mayor electronegatividad, aunque existe muy poca información sobre el 

mecanismo de acción de Ag en hongos, como así también las diferentes 

sensibilidades mostradas entre diferentes  hongos. Tampoco es el objeto de 

estudio en esta Tesis. Se ha planteado que existe una gran variabilidad en la 

respuesta de hongos y levaduras a biocidas, siendo generalmente los hongos más 

resistente que las bacterias no esporuladas (excepto Mycobacteria) a dichos 

agentes (Russell et.al., 1999). 

   En vista del efecto antifúngico notablemente más acusado para la Ag-

zeolita respecto a iones Ag en solución, se puede suponer una mayor interacción 
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entre Ag-zeolita y la pared del hongo. Esta interacción además, permite una 

acción más directa hacia la pared celular haciendo más eficiente el efecto de los 

iones Ag dosificados por la zeolita. En tanto los iones Ag libres en solución en un 

medio de cultivo complejo como el CEM pueden ser acomplejados. De hecho, 

diferentes aminoácidos como L-cisteína, L-metionina, L-histidina, L-triptofano, 

albúmina pueden inhibir la acción de la Ag (Matsumura et.al., 2003). Por lo tanto, 

además es posible que la menor acción de AgNO3 contra los hongos se relacione 

con una menor cantidad de Ag(I) biodisponible para interactuar con estos 

microrganismos. 
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III.2.4    ENSAYOS MICROBIOLÓGICOS EMPLEANDO HKUST-1. 

III.2.4.1 Evaluación de la capacidad antimicrobiana del HKUST-1  

     a) 

                  

 

 

 

 

 

 

           b) 

 

 

 

 

 

 

            c)         

               

 

 

 

 

 

Gráfica 11: Curvas de desarrollo de los microorganismos empleando HKUST-1, 
expresados en log (UFC/mL) vs. Tiempo (h) a) Saccharomyces. Cerevisiae (S.c.); (b) 
Geotrichum candidum (G.c.); c) Escherichia coli (E.c.). 
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La gráfica 11 muestra las curvas de crecimiento para los tres 

microorganismos en el medio de cultivo adicionado con HKUST-1 empleando una 

relación de 100mg de MOF /100 mL de medio de cultivo. También se presentan 

las curvas de control sin agregado de HKUST-1. 

 En las curvas obtenidas empleando HKUST-1, puede observarse  una 

actividad biocida remarcable contra hongos, siendo más sensible S. cerevisiae y 

alcanzando una rápida reducción en las colonias viables (Gráf. 11b). Luego de 24 

h de incubación se observó una inhibición total del crecimiento, mientras que las 

colonias de control alcanzaron 7,5 log (UFC mL-1). Para G. candidum (Gráf. 11a)  

también se observó un fuerte efecto de inhibición que se incrementó con el tiempo 

de incubación. Se observó una reducción de 3,9 log en el desarrollo de dicho 

microorganismo luego de 48 h de incubación. El marcado perfil logarítmico 

decreciente de las curvas de crecimiento obtenidas con la adición de HKUST-1 

tanto para S. cerevisiae como para G. candidum, indica un fuerte efecto inhibitorio 

causado por el MOF. En tanto para E. coli (Gráf. 11c) no se observa una inhibición 

importante, pero sí un efecto bacteriostático a las 6 h de incubación. 

 

III.2.4.2 Evaluación de la capacidad antimicrobiana del Ácido Trimesico (BTC). 

 Los resultados obtenidos con el ácido trimésico presentaron 

comportamientos similares a las curvas de control de los microorganismos 

ensayados motivo por el cual no fue necesario graficarlas. Esto demuestra que el 

ácido trimésico no presenta acción inhibitoria por sí sola. 

 En  vista de establecer una correlación entre los efectos observados y las 

propiedades del sólido a continuación se condujeron estudios fisicoquímicos. 

 

III.2.4.3 Caracterizaciones fisicoquímicas del HKUST-1 

a) Difracción de rayos X (DRX) 

     La Figura 24a muestra el patrón de difracción de rayos X de HKUST-1 

simulado a partir de los datos cristalográficos (CCDC112954) y se puede observar 
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que el material sintetizado (Figura 24b) presentó todas las señales de difracción 

indexadas para HKUST-1 (Chui et.al, 1999). La menor intensidad relativa de la 

reflexión (002) con respecto a la de (222) en comparación con las del patrón 

simulado, es debida a una hidratación parcial de HKUST-1 (Schlichte et.al., 2004). 

Además, la superficie específica BET y el volumen de microporos (a partir de las 

isotermas de adsorción de N2 fueron 608 m2/g y 0,253 cm3/g, respectivamente, lo 

que indica una correcta evacuación disolvente que deja accesible la porosidad 

MOF. Mientras tanto, los patrones de DRX del MOF luego de estar en contacto por 

24 y 48 h con CEM (Figura 24c y d) mostraron una disminución en la intensidad de 

todas las señales, lo cual aumenta con el tiempo de contacto, e indica una pérdida 

gradual de la cristalinidad del MOF (Tabla 15). Debe tenerse en cuenta que 

ninguna de las muestras analizadas presentaron señales DRX obvias de CuO o 

Cu2O másico, que podrían ser posibles sub-productos de la degradación del MOF. 

 

Tabla 15: Resultados de estudios fisicoquímicos mediante XRD, AAS y XPS de muestras 

de HKUST-1 fresca y sometidas a ensayos de estabilidad química. 

 

Muestra 
Cristal. Rel.  

(%)a 
[Cu] en sol. 

(ppm)b 
Cu2p3/2/ 

Cu2p3/2 sat.c
Rel. Cu(II) 

/Cu(I)d 

HKUST-1 100  - 4,2 ∞ 

HK-24 70 183 9,1 3,7 

HK-48 48 184 7,7 2,9 

 

 
a. La cristalinidad de los sólidos usados se calculó considerando los picos   

principales de difracción y tomando 100% para el MOF recién sintetizado. 
b. Determinado por AA luego del filtrado de la suspensión MOF/CEM. 
c. Relación entre la señal del pico Cu2p3/2 y su pico satélite.  
d. Relación superficial de Cu(II)/Cu(I) calculada de las señales XPS. 
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Figura 24: Patrones de difracción de rayos X. a) patrón simulado a partir del archivo 
cristalográfico CCDC de HKUST-1; b) HKUST-1 recién sintetizado; c) HKUST-1 luego de 
24 h en contacto con CEM, d) HKUST-1 luego de 48 h en contacto con CEM. 

 

b) Espectroscopía de absorción atómica (AA). 

     Los análisis de los filtrados de las muestras en contacto con el medio de 

cultivo, indicaron una lixiviación de Cu desde el MOF que alcanzó una 

concentración constante luego de 24 h (Tabla 15). Sin embargo, para una muestra 

MOF mantenida en agua destilada durante 48 h, la cantidad de cobre disuelto fue 

mucho menor (39 ppm). La mayor degradación MOF en CEM puede estar 

relacionada con ciertos componentes del medio de cultivo que promueve la 

disolución del material. 

 

c) Espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS) 

      El espectro de XPS de HKUST-1 fresco (Figura 25) presentó dos 

señales principales de niveles Cu 2p3/2 y Cu 2P1/2 a energías de enlace (EE) de 

933,6 y 953,4 eV, respectivamente, que son características de Cu (II). Además, la 

presencia de picos satélites en el espectro confirma la presencia de esta especie  

(Chanquia et.al., 2010; Biesinger et.al., 2010). Mientras que para las muestras 
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puestas en contacto con el medio de cultivo (HK-24 y HK-48), las señales 2p 

fueron más angostas (es decir, que disminuyó el ancho a la altura media, FWHM) 

y las intensidades de los picos satélite se redujeron. Se conoce que las señales 2p 

del Cu (I) son más angostas que las de Cu (II) y también que el Cu (I) no tiene 

picos satélite (Biesinger et.al., 2010). 

       Las proporciones más altas de la señal de 2p3/2 y su pico satélite para 

las muestras usadas (Tabla 15) junto con el estrechamiento de sus señales 2p, 

indican la presencia de Cu (I) en la superficie del MOF. De hecho, las bandas que 

se encuentran cerca de 933 y 952 eV son típicas de Cu (I). Por otra parte, se 

observó un mayor enriquecimiento de Cu (I) en la superficie para la muestra HK-

48 (Tabla 15).  

 

     

Figura 25: Análisis espectroscópico por XPS de muestras fresca y usadas de HKUST-1. 

Espectros procesados en la región Cu2p. 
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d) Espectroscopía Laser Raman (LRS) 

      La presencia de Cu(I) en las muestras usadas fue confirmada por LRS 

(Fig. 26). A pesar de la alta fluorescencia debido a los residuos orgánicos, se 

observó la señal Raman típica del sobretono de segundo orden de Cu2O a 220 

cm-1 (Solache-Carranco et.al, 2009). Además, se observó una marcada 

disminución de las señales del MOF debido a una pérdida de la integridad 

estructural. Los modos de vibración de Cu(II) en el MOF (504 cm-1; 200-170 cm-1) 

y de flexión (C-H) fuera del plano del anillo (746 cm-1; 829 cm-1) (Prestipino et. al., 

2006), se redujeron.  

    La generación de tales especies de Cu (I) fue probablemente causada 

por componentes reductores en el medio de cultivo, tales como azúcares. 

Además, la baja presión parcial de O2 en las condiciones de ensayo podría 

contribuir a la estabilidad de esta especie. Entonces, La presencia de este cobre 

extrared en la estructura amorfizada del MOF está disponible para ser liberado al 

medio de cultivo, según lo determinado por AA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Espectros Laser Raman de muestra fresca y usada de HKUST-1 
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e) Microscopía electrónica de barrido (SEM) y Microanálisis químico 

elemental de rayos X por sonda de electrones (EPMA)  

 

     Los cristales de MOF recién sintetizados (Figura 27a) mostraron una 

morfología poliédrica típica con una superficie lisa (Gascon et.al., 2008). Mientras 

tanto, después de haber sido utilizado durante 24 h en los ensayos 

microbiológicos, se observó una superficie erosionada, con cráteres que 

penetraron en el cristal (Figura 27b). Por otro lado, el análisis EPMA en pequeñas 

áreas seleccionadas sobre los microorganismos, como se muestra por S. 

cerevisiae (Figura 27c), reveló la presencia de Cu en la célula. Además, también 

se observó S y P proveniente de los componentes celulares (Figura 27d).  

     Se sabe que los iones de Cu pueden unirse a las paredes celulares de 

los hongos, interrumpiendo el transporte de nutrientes e inhibiendo las enzimas 

intracelulares (Freeman et.al, 2008). Además, las paredes fúngicas difieren entre 

ellas en función del grupo taxonómico (Gonzalez et.al, 2009) lo cual puede 

explicar la sensibilidad variable de S. cerevisiae y G. candidum frente a HKUST-1. 

En cuanto a la acción antibacteriana del HKUST-1 se conoce que el cobre 

tiene una acción muy similar a la plata, aunque la acción del cobre depende 

mucho del género, especie y cepa en estudio como así de las condiciones 

ambientales en que se lleva a cabo el ensayo (Ruparelía et.al., 2008; Malachová 

et.al., 2011). 
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Figura 27: Imágenes SEM de HKUST-1 (a) cristales de HKUST-1 recién sintetizados; (b) 
cristales de HKUST-1 recuperados luego de 24 h del ensayo microbiológico; (c) 
especimen de S. cerevisiae luego de 24 h del ensayo microbiológico con HKUST-1; d) 
ampliación de superficie del cristal usado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Análisis EPMA efectuado en una pequeña área seleccionada sobre S. 
cerevisiae luego del ensayo con HKUST-1 (indicado en la Figura anterior). 
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  En función de los ensayos microbiológicos y las caracterizaciones 

fisicoquímicas realizadas se demostró que HKUST-1 es un material que ejerce 

una fuerte actividad inhibitoria frente al crecimiento de S. cerevisiae y G. 

candidum. La actividad antifúngica es debida a la habilidad del MOF de liberar 

iones a partir de su propia estructura, la cual se degrada lentamente produciendo 

Cu(I) extrared en la superficie. La posibilidad de regulación de conectividad y tipos 

de enlaces en los MOFs indican el potencial empleo de otros MOFs basados en 

cobre para un control de la velocidad de liberación de iones Cu biológicamente 

activos. 
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CONCLUSIONES 

Se aislaron e identificaron las especies fúngicas de Rhizopus oryzae, Mucor 

circinelloides y Geotrichum candidum, obtenidas a partir de productos lácteos que 

desarrollan a baja tensión de oxígeno. Se reactivaron las levaduras 

Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii y Debaryomyces hansenii. 

Estas cepas presentan relevancia, puesto que son contaminantes habituales de 

alimentos, obtenidas de jugos de frutas de industrias de nuestra región.  

Se determinaron las curvas de crecimiento de las distintas cepas, 

identificándose el final de las fases de crecimiento exponencial tardío y el 

comienzo de la fase exponencial estacionaria. Con esto, se fijaron los tiempos 

adecuados de cosechas de conidias y células de levaduras para realizar los 

ensayos antifúngicos. 

Se efectuaron ensayos antifúngicos empleando soluciones de nitrato de 

plata, para analizar el efecto del ión metálico libre en solución y posteriormente 

compararlo con dicho metal incorporado en la zeolita. Se encontró que si bien la 

Ag(I) en solución presenta en general un efecto inhibitorio del crecimiento, existe 

una variabilidad según las características de cada especie: 

 

- G.candidum fue el moho que mayor resistencia presentó frente a la acción 

de AgNO3 incluso a concentraciones de 555 µM. 

- M. circinelloides y R. oryzae, presentaron una alta sensibilidad a la Ag en 

solución, que llevó a una inhibición de su crecimiento con la solución más 

diluida empleada 55.4 µM, tras 48 h de incubación.  

- La inhibición de las levaduras fue mucho menos efectiva comparada a los 

mohos. La especie más sensible fue S. cerevisiae que redujo su desarrollo 

en un 99.8 %, empleando una concentración de 170 µM de AgNO3. 

 

Se prepararon satisfactoriamente materiales microporosos conteniendo Ag 

y Cu dispersos en su estructura, para ser ensayados como biocidas contra los 

mohos y levaduras estudiados. Estos fueron Ag-mordenita y la red organometálica 
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(MOF) HKUST-1, los cuales se analizaron en sus características fisicoquímicas 

mediante diversas técnicas de caracterización para conocer sus cualidades 

estructurales y químicas. En las condiciones de preparación de Ag-mordenita, se 

obtuvo un material que presentó una acción muy efectiva contra los distintos 

microorganismos. Esta, presentó formas catiónicas de Ag dispersas que pueden 

ser dosificadas hacia los microorganismos en un medio de cultivo como CEM. Los 

resultados se aplican a las condiciones de ensayo empleadas (bajo tenor de 

oxígeno en este medio de cultivo y con los microorganismos ensayados). Se 

observaron los siguientes efectos antifúngicos: 

 

- Na-mordenita no presenta acción inhibitoria por sí misma y la acción 

observada en Ag-mordenita se debe a los iones Ag(+) que son dosificados 

por la matriz zeolítica. 

- Todos los hongos y levaduras se mostraron sensibles a la acción de Ag-

mordenita y en todos los casos la acción fue más efectiva que el 

equivalente de Ag libre en solución (AgNO3). Esta mayor efectividad fue 

mucho más acusada para el caso de las levaduras. 

- Las levaduras resultaron más sensibles a la Ag-mordenita que los mohos. 

- S. cerevisiae fue el más sensible de todos los microorganismos ensayados 

frente la Ag-mordenita, obteniéndose una fuerte y rápida acción inhibitoria 

tras 4 h de incubación empleando tan sólo 10 mg de Ag(6)Z. 

 

- G. candidum fue el moho que mayor resistencia presentó frente a la accion 

de la Ag-mordenita.  

 

Se sintetizó la red organometálica (MOF) HKUST-1 conteniendo iones de 

Cu en su estructura y que fue empleada satisfactoriamente como material biocida. 

Se determinó que HKUST-1 presenta una buena acción inhibitoria contra mohos y 

levaduras, pero que ejerce poco efecto contra E. coli (organismo procariota). Los 
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resultados demostraron por primera vez la potencialidad del empleo de un MOF 

basado en cobre como un biocida que permite una dosificación de iones Cu 

biológicamente activos. 

 

- HKUST-1 mostró un fuerte efecto antifúngico contra S. cerevisiae cuyo 

crecimiento fue completamente inhibido tras 24 h de incubación y también 

contra G. candidum que redujo sensiblemente las colonias viables respecto al 

control en un 99,98%  tras 48 h de incubación. 

   

- Contra E. coli (organismo procariota) se observó un bajo efecto inhibitorio, 

presentando una acción bacteriostática a bajos tiempos de incubación (6 h). 

 

- La acción del material se asocia a una degradación progresiva de su 

estructura en el medio de cultivo, que involucra la formación superficial de 

Cu2O y la subsiguiente liberación iones Cu que ejercen el efecto 

antimicrobiano. 
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ACTIVIDADES FUTURAS 

Las actividades realizadas en esta Tesis alientan a continuar investigando 

el empleo de este tipo de materiales microporosos como agentes antifúngicos. Se 

plantean una serie de cuestiones y actividades de interés, que se derivan 

concretamente de los resultados alcanzados: 

 

Preparar y estudiar otras Ag-zeolitas empleando matrices mas hidrofóbicas 

(ZSM-5) y también más hidrofílicas (Zeolita Y) que la mordenita. Esto puede tener 

un efecto en la adsorción e interacción con las paredes de los mohos y levaduras 

estudiados. 

 

    Explorar la acción antifúngica de un MOF basado en Zn, que es otro metal 

con actividad biológica, considerando la síntesis de dicho Zn-MOF por ej. ZIF-8. 

 

Trasladar los materiales microporosos a formas estructuradas como ser: 

 

- Desarrollar, caracterizar y evaluar superficies antifúngicas basadas en 

recubrimientos de Ag-zeolita o HKUST-1 sobre materiales de uso habitual 

en equipos de la industria de alimentos como acero inoxidable y otros 

empleados en los envases de alimentos (plásticos, tetrapack). 

 

- Desarrollar materiales compuestos de tipo polímero/Ag-zeolita y 

polímero/MOF mediante la conformación de una matriz polimérica 

(polímeros solubles tipo polisulfona y poliimida) y una fase de Ag-zeolita o 

MOF dispersa en ésta. 

 

Combinar los materiales anteriores y/o películas de los mismos, de forma que 

liberen simultáneamente Cu, Zn y Ag y otorguen mayor espectro y/o tiempo de 

acción antimicrobiana. 
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Medios de cultivos 

o Agua de peptona 

   Peptona      1 g 

   Agua destilada     1000 mL 

Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C y 1 atm. 

 

o Agar diclorán, rosa de bengala, cloranfenicol (DRBC) 

   Glucosa      10 g 

   Peptona      5 g 

   K2HPO4      1 g 

MgSO4.7H2O     0.5 g 

Agar       15 g 

Agua destilada     1000 mL 

Rosa de bengala (5%P/V en agua, 0.5 mL)     25 mg 

Diclorán (0.2% P/V en metanol, 1 mL)  2 mg 

Cloranfenicol      100 mg 

Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C y 1 atm. 

 

o Agar extracto de malta (MEA) 

   Extracto de malta     20 g 

   Peptona      1 g 

   Agar       20 g 

   Glucosa      20 g 

   Agua destilada     1000 mL 

Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C y 1 atm. 
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o Czapeck concentrado 

NaNO3      30 g 

KCl       5 g 

MgSO4.7H2O     5 g 

FeSO4. 7H2O     0.1 g 

Agua destilada     100 mL 

ZnSO4.7H2O      0.1 g 

CuSO4.5H2O      0.05 g 

No es necesaria esterilizar ya que no posee fuente carbonada.  

 

o Agar extracto de levadura-Czapek (CYA)   

K2HPO4      1 g 

Czapek concentrado     10 mL 

Extracto de levadura    5 g 

Sacarosa      30 g 

Agar       15 g 

Agua destilada     1000 mL 

Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C y 1 atm. 

o Agar nitrato glicerol 25% (G25N) 

K2HPO4      0.75 g 

Czapeck concentrado    7.5 mL 

Extracto de levadura    3.7 mL 

Glicerol      250 mL 

Agar       12 g 

Agua destilada     750 g 
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Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C y 1 atm 

 

o Caldo extracto de malta (CEM) 

   Extracto de malta     20 g 

   Peptona      1 g 

   Glucosa      20 g 

   Agua destilada     1000 mL 

Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C y 1 atm 

 

o Agar Spezieller Nährstoffarmer (SNA) 

K2HPO4      1 g 

KNO3       1 g 

MgSO4.7H2O     0.5 g 

KCl       0.5 g 

Sacarosa      0.2 g 

Glucosa      0.2 g 

Agar       15 g 

Agua destilada     750 g 

Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C y 1 atm. 

o Extracto de levadura, peptona, dextrosa (YPD) 

Extracto de levadura    5 g 

Peptona      5 g 

Glucosa      40 g 

Agar       20 g 

Agua destilada     1000 mL 
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Medio de cultivo para conservar las cepas de levaduras: Cultivar la levadura en 10 

mL de YPD durante 12 a 20 hs, luego transferir una alícuota a tubos Eppendorff 

estéril y lavar 2 veces con agua destilada estéril (5000 rpm, 5 min). Por último 

agregar 1 ml de glicerol 30% (glicerol: agua destilada). Frisados a -20°C. 

 

o Glicerol- agua (18 % p/p) 

Medio de cultivo utilizado para la conservación de las cepas de hongos 

filamentosos en tubos Eppendorff,  frizados a -20°C. 
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Modelo de Baranyi y Roberts 

La velocidad de crecimiento se obtuvo a partir de los radios (y, cm) medidos a 

diferentes tiempos (t, días/h), modelándolos con la ecuación de Baranyi y Roberts, 

utilizando el software DMFiT (DM: Dynamic Modelling 2.1)  

 

 

 

Dónde: y(t) es el radio (cm), t tiempo (d), y0 radio de la colonia al tiempo o número 

inicial de células t = 0 (cm, Log (UFC/mL)), μmax radio máximo de la colonia  o 

velocidad específica de crecimiento (cm d–1), m,    parámetros de curvatura para 

caracterizar la transición de la fase exponencial; h0 parámetro  adimensional que 

cuantifica el estado fisiológico inicial de las células, ymax radio máximo de la 

colonia o número final de células (cm, Log (UFC/mL)). 
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Deconvolución de señales TPR de la muestra Ag(4)Z 
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Peak Analysis Title

Corr Coef=0,99812

COD=0,99625 # of Data Points=5284

Degree of Freedom=5263SS=4960,715810

Chi^2=0,9425642809

Date:15/08/2011Data Set: Book4_FSource File: Book4

Fitting Results

MaxHeight
47.05328    
21.3754     
52.07254    
28.22347    
19.47633    
4.65121     
2.96469     

AreaFitTP
18.06758    
10.83485    
26.03182    
18.85408    
21.7228     
1.95223     
2.53664     

FWHM
209.86104   
277.03203   
273.223     
365.10373   
609.57914   
229.39641   
467.62783   

CenterGrvty
584.66546   
1264.29463  
1528.1676   
1967.2801   
2105.18669  
3153.44086  
3596.95852  

AreaFitT
10511.22371 
6303.41561  
15144.5997  
10968.7845  
12637.72783 
1135.75351  
1475.74758  
            
58177.25244 

Peak Type
Gaussian
Gaussian
Gaussian
Gaussian
Gaussian
Gaussian
Gaussian

Peak #
1           
2           
3           
4           
5           
6           
7           
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Deconvolución de señales TPR de la muestra Ag(6)Z 
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COD=0,99656 # of Data Points=5282

Degree of Freedom=5258SS=8732,843217

Chi^2=1,660867862

Date:12/08/2011Data Set: Book2_ASource File: Book2

Fitting Results

MaxHeight
16.13783    
93.13002    
31.97076    
35.36752    
81.18714    
5.61997     
3.73449     
12.28222    

AreaFitTP
2.17872     
17.14507    
11.70758    
9.57071     
44.10886    
1.90093     
2.83224     
10.55589    

FWHM
107.42537   
146.48713   
291.38288   
215.32244   
432.30318   
269.14191   
603.46019   
687.31164   

CenterGrvty
363.1417    
497.73833   
1065.52111  
1274.71518  
1995.86183  
3018.94217  
3469.56705  
4530.62917  

AreaFitT
1845.37187  
14521.8173  
9916.27932  
8106.35719  
37360.0541  
1610.07899  
2398.89496  
8940.7984   
            
84699.65213 
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Peak #
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Deconvolución de señales TPR de la muestra Ag(10)Z 
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Date:15/08/2011Data Set: Book3_ASource File: Book3

Fitting Results

MaxHeight
140.20133   
77.57619    
61.78124    
172.3656    
7.23537     
54.33941    

AreaFitTP
11.42578    
14.66446    
6.86685     
44.95821    
1.08291     
21.00178    

FWHM
136.96424   
317.69544   
186.79902   
438.3609    
251.53868   
653.81957   

CenterGrvty
634.1348    
1224.67571  
1411.81801  
2051.55094  
3066.81019  
4596.7809   

AreaFitT
20440.48104 
26234.40516 
12284.65704 
80429.28614 
1937.30243  
37571.74178 
            
178897.87359

Peak Type
Gaussian
Gaussian
Gaussian
Gaussian
Gaussian
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Peak #
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Deconvolución de señales TPR de la muestra Ag(14)Z 
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Date:15/08/2011Data Set: Book1_F1Source File: Book1

Fitting Results

MaxHeight
33.10001    
127.09509   
113.49457   
77.6097     
76.94958    
271.94433   
60.3839     
47.65183    

AreaFitTP
1.63526     
3.97685     
13.98633    
7.19013     
4.43891     
46.41882    
10.80356    
11.55015    

FWHM
132.18725   
83.72223    
329.73084   
247.88576   
154.34773   
456.71437   
478.71367   
653.5062    

CenterGrvty
535.97934   
602.11471   
860.65985   
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1314.87559  
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4332.94924  
4668.25095  

AreaFitT
4657.46344  
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284814.70532
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Señales de rayos X de EPMA (Electron probe microanalysis) 
 
 

Elemento Señal Energía (keV) 
Intensidad 

relativa (%) 

Si 
Kα1 1,739 50 

Kα2 1,740 100 

Al 
Kα1 1,487 100 

Kα2 1,486 50 

Ag 
Lα1 2,984 100 

Lα1 2,978 50 

Na Kα1 1,041 100 
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Estimación del % de intercambio de plata en mordenita 
 
Estructura de celda unitaria de mordenita (Breck,1974): 
 
Na8[(AlO2)8 (SiO2)40]. 24 H2O 
 
Equivale a: 
 
NaxAlxSiyO96.24 H2O, donde x+y  =  48 → x = 48-y 
 
Considerando que la relación Si/Al determinada por EPMA fue Si/Al = 5,7: 
 
y/x = 5,7 → y = 5,7 x 
x = 48-(5,7 x) 
x = 273,6 – 48 x 
x= 5,58 
y= 48-5,58 = 42,4 
 
Na5,6Al5,6Si42,4O96.24 H2O 
 
PM mordenita = 22,9 . 5,6 + 26,98 . 5,6 + 96 . 16 +28,08 . 42,4 + 24 . 18 
PM mordenita = 3437,92 g/mol 
 
 
Contenidos de Ag (% p/p por AA): 13,6; 10,3; 5,6; 3,9 
 
13,6 %p/p Ag 
 
13,6 g Ag -- 100 g Ag-mor 
136 mg Ag--1g Ag-mor--864 mg mor 
 
107,87 mg Ag--1 mmol Ag 
136 mg Ag --- x= 1,2608 mmol Ag 
 
3437,92 mg mor-- 1 mmol  
864 mg mor---x= 0,2513 mmol mor 
 
1,2608 mmol Ag---0,2513 mmol mor 
5.017 mmol Ag--1 mmol mor 
 
5,7 mmol Ag--100 % intercambio 
5,017 mmol Ag--x= 88 %  
 
 
10,3 %p/p Ag 
 
10,3 g Ag – 100 g Ag-mor 
103 mg Ag--1g Ag-mor---897 mg mor 
 
107,87 mg Ag--1 mmol Ag 
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103 mg Ag --- x= 0,9548 mmol Ag 
 
3437,92 mg mor-- 1 mmol  
897 mg mor---x= 0,2609 mmol mor 
 
0,9548 mmol Ag---0,2609 mmol mor 
3,66 mmol Ag--1 mmol mor 
 
5,7 mmol Ag--100 % intercambio 
3,66 mmol Ag--x= 64,2 %  
 
 
5,6 %p/p Ag 
 
5,6 g Ag – 100 g Ag-mor 
56 mg Ag--1g Ag-mor--944 mg mor 
 
107,87 mg Ag---1 mmol Ag 
56 mg Ag ---- x= 0,519 mmol Ag 
 
3437,92 mg mor--- 1 mmol  
944 mg mor---x= 0,2746 mmol mor 
 
0,519 mmol Ag---0,2746 mmol mor 
1,89 mmol Ag--1 mmol mor 
 
5,7 mmol Ag--100 % intercambio 
1,89 mmol Ag--x= 33,1 %  
 
 
3,9 %p/p Ag 
 
3,9 g Ag – 100 g Ag-mor 
39 mg Ag---1g Ag-mor---961 mg mor 
 
107,87 mg Ag---1 mmol Ag 
39 mg Ag ---- x= 0,3615 mmol Ag 
 
3437,92 mg mor--- 1 mmol  
961 mg mor----x= 0,2795 mmol mor 
 
0,3615 mmol Ag----0,2795 mmol mor 
1,46 mmol Ag---1 mmol mor 
 
5,7 mmol Ag---100 % intercambio 
1,46 mmol Ag---x= 25,6 %  
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a b s t r a c t

The HKUST-1 metal–organic framework (MOF) was successfully applied as a biocidal material against
representative yeast and mold. The synthesized MOF showed a strong antifungal effect against Saccharo-
myces cerevisiae for which the growth was completely inhibited, whereas the growth of Geotrichum can-
didum was reduced from 6.16 to 1.29 CFU mL�1. The antifungal action was related to copper ions released
into the culture medium due to a progressive degradation of the crystalline structure of the material that
involved the formation of surface extra-framework Cu(I). This study shows the potential of using copper-
based metal–organic frameworks for a controlled release of biologically active copper ions.

� 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Cu compounds in solution such as CuSO4 and Cu(OH)2 are tradi-
tionally used for the control of contamination by microorganisms,
but they should be added in high levels. In the search for alterna-
tives, numerous studies for dosing Cu have been published, e.g. the
use of Cu-exchanged zeolites to gradually supply Cu(II) ions [1,2]
or the use of dispersed Cu(0) and CuO nanoparticles [3,4]. This lat-
ter approach has the disadvantage of particles aggregation. More-
over, inorganic–organic materials as polymer–metal complexes
based on Cu(II) have also been applied for a more flexible dosifica-
tion of ions [5–7]. A relatively new family of these hybrid materials
are metal–organic frameworks (MOFs). MOFs have become of
interest for a wide range of applications [8], but the unusual fea-
tures of these materials suggest that they could be used in other
areas so far unexplored. MOFs are being actively explored for bio-
medicine as imaging agents and as delivery vehicles for therapeu-
tic agents [9]. Moreover, the search for new materials that allow a
controlled release of ions with antimicrobial activity is an area in
which MOFs could also be very promising. In this sense, it has been
recently reported that a silver-based MOF presents good bacterici-
dal action due to the release of ions of its own structure [10]. Most
recently, a cobalt-based metal–organic framework also showed a
high activity by itself against Escherichia coli [11]. HKUST-1 has
an open pore system with accessible binuclear copper centers in
which the Cu ions are interconnected in the threedimensional

net. Then these atoms could be disconnected and the MOF act as
a source of biologically active ions.

In this study, we first show that HKUST-1 has a strong anti-
fungal activity against a prototypical yeast and mold which are
commonly found in the industries of food processing. Then, based
on characterizations, a possible action mechanism of the material
is proposed.

2. Experimental

The synthesis of HKUST-1 was carried out following a reported
procedure [12] with slight variations. Basically, 0.875 g of Cu(-
NO3)2�3H2O (Sigma–Aldrich, 99%) were dissolved in 12 mL of dis-
tilled water and separately, 0.42 g of trimesic acid (Sigma–
Aldrich 99%) were dissolved in 12 mL of ethanol (Cicarelli). Subse-
quently, both solutions were mixed, kept under stirring for 60 min
and then placed in a Teflon-lined autoclave at 120 �C for 16 h. Fi-
nally, turquoise crystals were recovered and dried at 120 �C for
10 h.

The microorganisms selected for the microbiological assays
were the unicellular eukaryote Saccharomyces cerevisiae
(LMFIQ444) and the coenocytic eukaryote Geotrichum candidum
(LMFIQ269); they were isolated from spoiled food products and
the strains were stored in the culture collection at the Universidad
Nacional del Litoral. The tests were performed under fermentative
conditions adding 9 mL of culture medium, 10 mg of HKUST-1 and
1 mL of freshly prepared inoculum suspension, and subsequently
incubated in malt extract broth (MEB) – malt extract 2.0%; peptone
bacteriological 0.1%, Glucose 2%, w/v in distilled water- (Biokar
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Diagnostics, Beauvais, France) at 25 �C for 48 h. In parallel, the
respective control growths were conducted. Each of the tests was
performed in quadruplicate. After incubation, counts using decimal
dilutions in MEB-agar (1.2% w/v) were conducted.
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Fig. 1. Viable colony counting at different times with and without the addition of
HKUST-1 for: (a) S. cerevisiae; (b) G. candidum.

Table 1
Results from XRD, AAS and XPS data.

Sample Crystallinity
(%)

[Cu] in sol.
(ppm)

Cu2p3/2/Cu2p3/2

sat.
Surface
Cu(II)/Cu(I)

HKUST-1 100 – 4.2 1
HK-24 70 183 9.1 3.7
HK-48 48 184 7.7 2.9
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Characterization through X-ray diffraction (XRD) was per-
formed with a Shimadzu XD-D1 instrument in a Bragg–Brentano
configuration (CuKa radiation, k = 1.5418 Å, 30 kV, 40 mA,
2� min�1, 100 mg sample). Crystallinity of used solids was calcu-
lated considering the main peaks and taking 100% for the as-syn-
thesized MOF. Atomic absorption spectroscopy (AAS) was
performed on filtrates (Sartorius 0.45 lm membrane filters) with
a Perkin Elmer 3110 flame emission instrument (324.8 nm). X-
ray photoelectronic spectroscopy (XPS) analyses were carried out
in a SPECS system (Mg Ka X-ray source, 200 W and 12 kV; C 1s
peak at 284.8 eV as internal reference). The data processing and
peaks deconvolution were performed using the Casa XPS software
(splitting of the Cu 2p3/2 and Cu 2p1/2 signals was 19.8 eV; peaks
were fitted by a Gaussian–Lorentzian component wave-form
(GL = 30 for Cu(I) and GL = 80 for Cu(II)). Laser Raman spectroscopy
(LRS) was conducted with a Horiba-Jobin–Yvon coupled to an
Olympus confocal microscope (30 mW, 532 nm). Scanning electron
microscopy (SEM) was performed with a JEOL JSM-35C instrument
(20 kV; Au coating). Electron probe micro analyses (EPMA) were
performed with a dispersive instrument coupled to the SEM
(graphite coating).

3. Results and discussion

3.1. Microorganisms growth assays

Fig. 1 shows the growth curves for the microorganisms in the
culture media added with HKUST-1. The control growth curves
are also depicted. The curves using trimesic acid (not shown) were
similar to the control curves. It should be remarked that in all
experiments there were no significant diferences in the initial con-
idia concentration. A remarkable biocidal activity of the MOF was

noticed for both microorganisms, S. cerevisiae being the most sen-
sitive and achieving a fast reduction in the viable counts (Fig. 1a).
After 24 h of incubation a total inhibition of the growth was ob-
served while for the control the colony reached
7.5 ± 0.2log CFU mL�1. For G. candidum there was also a strong
inhibition effect which increased with incubation time. A reduction
from 6.2 ± 0.1 to 1.3 ± 0.1log CFU mL�1 was observed in the micro-
organism development after 48 h. The marked decreasing logarith-
mic profile of the growth curves obtained with the addition of
HKUST-1 both for S. cerevisiae and G. candidum indicates a strong
inhibitory effect caused by the MOF. In order to try to establish
the mode of antifungal action, physicochemical studies were
conducted.

3.2. Physicochemical studies

Fig. 2a shows the XRD pattern of HKUST-1 simulated from crys-
tallographic data (CCDC112954) and it can be observed that the as-
synthesized HKUST-1 (Fig. 2b) presented all the indexed diffraction
signals for this material [12]. The lower relative intensity of the
(002) reflection with respect to that of (222) compared with the
simulated pattern is due to a partial hydration HKUST-1 [13].
Moreover, the BET surface area and the micropore volume (from
N2 adsorption isotherms) were 608 m2 g�1 and 0.253 cm3 g�1,
respectively, indicating a correct solvent evacuation that leaves
the MOF porosity available. Meanwhile, the XRD patterns of the
MOF upon 24 and 48 h in MEB (Fig. 2c and d) showed a decrease
in the intensity of all signals which increased with contact time,
indicating a gradual loss of the MOF crystallinity (Table 1). It
should be noticed that none of the analyzed samples presented
obvious signals from bulk CuO or Cu2O, which could be possible
by-products of the MOF degradation. On the other hand, the AAS
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test with HKUST-1; (d) EPMA analysis in a small selected area on S. cerevisiae (indicated in Fig. 4c).
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analyses of the filtrates of these samples indicated a leaching of Cu
from the MOF which reached a concentration almost invariant
after 24 h (Table 1). However, for a MOF sample maintained in
water for 48 h, the amount of dissolved copper was of 39 ppm.
The higher MOF degradation in MEB should be related to certain
components of the culture medium that promoted the dissolution
of Cu.

XPS spectra of a fresh HKUST-1 sample (Fig. 3a) presented two
main signals from Cu 2p3/2 and Cu 2p1/2 levels with BE of 933.6 and
953.4 eV, respectively, which are characteristic of Cu(II). In addi-
tion, the presence of satellite peaks confirmed this species
[14,15]. Whereas for the used samples (HK-24 and HK-48), the
2p signals became slender (i.e. the FWHM decreased) and the
intensities of the satellite peaks were reduced. It is known that
2p signals of Cu(I) are narrower than those of Cu(II) and also that
Cu(I) has no satellite peaks [15]. The higher ratios of the 2p3/2 sig-
nal and their satellite peak for used samples (Table 1) coupled with
the narrowing of their 2p signals indicates Cu(I) on the MOF sur-
face. In fact, the bands found at BE near 933 and 952 eV are typical
of Cu(I). Moreover, a higher enrichment of surface Cu(I) for the HK-
48 sample was observed (Table 1). The presence of Cu(I) in the
used samples was confirmed by LRS (Fig. 3b). Despite the high fluo-
rescence due to organic residues, the typical Raman signal of a sec-
ond-order overtone at 208 cm�1 from Cu2O [16] was observed. In
addition, a marked decrease MOF signals due to a loss of the struc-
tural integrity was noticed. The vibrational modes of Cu(II) in the
MOF (504 cm�1; 200–170 cm�1) and from out-of-plane ring (C–
H) bending (746 cm�1; 829 cm�1) [17], were reduced. The genera-
tion of such Cu(I) species was most likely caused by reducing com-
ponents of the culture medium, such as sugars. In addition, the low
partial pressure of O2 under the test conditions could contribute to
their stability. Then, this extra-framework copper in the amor-
phized structure of the MOF is available to be released to the cul-
ture medium, as determined by AAS.

The as-synthesized MOF crystals (Fig. 4a) showed a typical
polyhedral morphology with a smooth surface [18]. Meanwhile,
after being used for 24 h in the microbiological assays an eroded
surface was observed, with craters that penetrated into the crystal
(Fig. 4b). On the other hand, EPMA analysis in small selected areas
of the microorganisms, as shown for S. cerevisiae (Fig. 4c), revealed
the presence of Cu in the cell. Moreover, S and P from cellular com-
ponents were also observed (Fig. 4d). It is known that Cu ions can
bind to fungal cell walls, disrupting the transport of nutrients and
inhibiting intracellular enzymes [19]. Moreover, fungal walls differ
between them depending on the taxonomic group [20] that may
explain the variable sensitivity to HKUST-1 for S. cerevisiae and G.
candidum.

4. Conclusions

It was shown that HKUST-1 is a material that exerts a strong
inhibitory activity against S. cerevisiae and G. candidum. The anti-
fungal action is due to the ability of the MOF to release Cu ions
from its own structure, which slowly degrades producing extra-
framework surface Cu(I). The possibility of regulation of connectiv-
ity and type of bonds in MOFs show the potential of using other
copper-based MOFs for a controlled-release rate of active copper
ions.
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