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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (Ag-NPs) son conocidas por su eficiente actividad
bactericida y son ampliamente usadas en la industria. Este estudio pretende producir
un fluido complejo imprimible que contenga estas Ag-NPs, y para ello se describe su
sintesis utilizando métodos quimicos e irradiacion por microondas, para obtener un
tamafo promedio de particulas monodispersas de 20 nandmetros. Las propiedades
estructurales y morfoldgicas de las nanoparticulas sintetizadas se caracterizaron por
UV-VIS, STEM, TEM, DLS y XRD. Esta investigacion tiene como objetivo crear
dispositivos antibacteriales usando Printronica, una tecnologia innovadora que
imprime fluidos funcionales utilizando los principios de la microfluidica. Los fluidos
de impresion utilizado fueron Ag-NPs y nanocompositos polimeéricos con polivinil
butiral (Ag-NPs / PVB). Artemia franciscana, un microcrustaceo, se utilizd para el
andlisis ecotoxico del soporte de impresion y PVB, y el método Kirby-Bauer para
determinar el efecto antibacterial en Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los
resultados demuestran que el dispositivo impreso con Ag-NPs coloidales muestra
inhibicion bacteriana, lo que sugiere que su fabricacion puede ser potencialmente

utilizada en aplicaciones ambientales, médicas e industriales.
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ABSTRACT

Silver nanoparticles (Ag-NPs) are known for their efficient bactericidal activity and
are widely used in industry. This study intends to produce a printable complex fluid
containing Ag-NPs that were obtained using chemical methods and microwave
irradiation, to get an average size of monodisperse particles of 20 nanometers. The
structural and morphological properties of the synthesized nanoparticles are
characterized by UV-VIS, STEM, TEM, DLS and XRD. This research aims to create
antibacterial devices using Printronics, an innovative technology that prints functional
fluids using the principles of microfluidics. The printing fluids, were colloidal Ag-NPs
and polymeric nanocomposites with polyvinyl butyral (Ag-NPs / PVB). Artemia
franciscana, a microcrustacean, was used for ecotoxic analysis of the printing support
and PVB, and the Kirby-Bauer method to determine the antibacterial effect in
Staphilococcus aureus and Escherichia coli. The results demonstrate that the device
printed with colloidal Ag-NPs shows bacterial inhibition, suggesting that their
manufacture can potentially be used in environmental, medical and industrial

applications.
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1 CAPITULOI

INTRODUCCION

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

La plata es un metal que ha sido utilizado ampliamente desde hace miles de afios como
agente desinfectante en higiene y medicina. En el siglo XIX se establecid que las sales de
plata actuaban como agentes antimicrobianos eficientes y se ha determinado que la plata
desarrolla poca o escasa resistencia bacteriana (Ip et al., 2006), debido a lo cual su utilizacién
se ha convertido en un potencial de investigacion en las ultimas décadas (Ayala, 2010).

Las nanoparticulas de plata (Ag-NPs) presentan una mayor actividad bactericida en
comparacion con otros metales como el oro o el cobre (Flores, 2014). Varios estudios han
evidenciado las propiedades antibacteriales de Ag-NPs, indicando una inhibicién favorable

a medida gue su concentracion aumenta. (Paredes, 2011; Rojas et al., 2015).

La introduccién de las Ag-NPs en matrices poliméricas ha tenido gran éxito, ya que
se ha evaluado sus propiedades bactericidas en combinacion con varios polimeros como la
celulosa (Li et al., 2011), el quitosano (Freire et al., 2016; Malegowd et al., 2016) y PVP y
PVA (Eisa et al., 2012; Yu et al., 2006), generando 6ptimos resultados. Las Ag-NPs y los
compositos poliméricos han sido utilizados actualmente en empaques de alimentos,

obteniéndose excelentes resultados en su funcion (Camacho et al., 2011; Sergio et al., 2015).

En material hospitalario, los compositos con Ag-NPs han sido utilizados en resinas
dentales (Padovani, 2015) y en una amplia gama de material hospitalario como filtros de

respiradores, catéteres o sprays de limpieza (Alaez, 2015).

En los altimos afios, la nanotecnologia ha tenido una fuerte repercusion en la industria
con la elaboracion de nuevos productos que contiene nanomateriales (Souza, 2015). Una de

las técnicas con mayor relevancia es la impresion de nanomateriales mediante la linea de
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impresoras DoD (Drop on Demand), especificamente Dimatix Materials Printer™ (DMP™),
la cual permite la impresion de fluidos imprimibles (como Ag-NPs y compositos poliméricos
con Ag-NPs), para desarrollo y creacion de nuevos dispositivos en diferentes areas con
electronica y medicina (Delgado, 2009). La impresion de nanomateriales engloba una serie
de requisitos para generar un dispositivo final que pueda ser replicable y evaluado, debido al
control que se mantiene mediante diferentes pardmetros de impresién (Souza, 2015).

1.2 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL PROBLEMA A RESOLVER

La bionanotecnologia es una rama multidisciplinar de la biotecnologia que permite la
creacion de nuevos dispositivos como una solucién para mejorar la calidad de vida de los
seres humanos (Lechuga, 2006). La vida diaria de los seres humanos se desenvuelve en un
ambiente contaminado con agentes bacterianos que llegan a ser perjudiciales para la salud,
causando infecciones y/o alterando la esterilidad de productos, generando su deterioro
(Armendariz, 2012).

Las bacterias son los organismos mas abundantes en el planeta, y pueden llegar a
afectar diferentes productos importantes de comercializacién incluyendo los alimentos
industrializados, como enlatados o Tetra Pak®, y materiales hospitalarios, como catéteres o
jeringas, por lo que su crecimiento y multiplicacion es una amenaza para el ser humano
(Bello, 2012).

Las bacterias que se utilizan comdnmente para el control bacteriolégico son dos, la
primera es Escherichia coli, una bacteria Gram negativa que se utiliza como un indicador
comun de contaminacion fecal en agua y alimentos industrializados (FAO, 2016). La segunda
es Staphylococcus aureus que es un indicador de contaminacion que proviene de vias orales,
nasales o de la piel y es considerada como una de las principales bacterias Gram positivas
que estan implicadas en la transmision de enfermedades de igual forma por agua y alimentos
(Zendejas et al., 2014). Estos dos microorganismos son considerados cepas inocuas para el

hombre (Guerri, 2002). Son representativos de un gran espectro bacteriano, y se encuentran
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facilmente en contacto con el hombre, lo que las convierte en blancos de estudio importantes

en la aplicacion de agentes bactericidas (Feng, 2010).

Las infecciones adquiridas en hospitales son muy frecuentes y se calcula que entre 15
y 30% de las bacterias nosocomiales son adquiridos por el uso de algunos dispositivos como
los catéteres. Este tipo de contaminaciones tiene una importante morbilidad y una mortalidad
no despreciable, siendo la causa mas frecuente que obliga a la eliminacién de cualquier tipo
de dispositivo (Ferrer et al., 2014). Los estafilococos (Gram positivos), como S. aureus,
producen las infecciones mas frecuentes relacionadas al uso de dispositivos hospitalarios,
llegando a causar mas del 65% del total de infecciones causadas por bacterias. Los bacilos
Gram negativos como E. coli, se considera que causa un 45.1% de bacteriemias a nivel

mundial en instituciones de salud (Cordero et al., 2002).

Debido a la presencia de bacterias perjudiciales en agua, alimentos y material médico,
la industria ha visto la necesidad de generar soluciones que aseguren la esterilidad de los
productos y la prevencion de infecciones, una de éstas soluciones es la elaboracion de
dispositivos compuestos de Ag-NPs y peliculas poliméricas con Ag-NPs realizadas
quimicamente y a gran escala, para contrarrestar el crecimiento microbiano (Delgado, 2009).

La printronica permite desarrollar tecnologias de produccion de dispositivos basadas
en fluidos imprimibles, por lo tanto se transforma en un &rea de investigacion sumamente Gtil
en el campo de la bionanotecnologia (Yamada, 2016). Las impresoras DoD han permitido la
creacion de varios dispositivos elaborados con nanomateriales como sensores de gas (Kim et
al., 2009), sensores electrénicos (Tortorich & Choi, 2013) y nanodosimetros de UV para
evitar cancer de piel (Souza et al., 2015). Actualmente, la impresién de Ag-NPs y de
compaositos poliméricos con Ag-NPs, en impresoras DMP™, es una de las técnicas que se ha
utilizado para el desarrollo de nuevos dispositivos antibacterianos que sean replicables y
evaluados (Delgado, 2009; Souza, 2015).



1.3

OBJETIVOS DE INVESTIGACION

1.3.1.1 Objetivo general del proyecto

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata y nanocompdsitos poliméricos, para

crear un dispositivo antibacterial mediante printronica y evaluarlo en Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

1.3.1.2 Objetivos especificos

Obtener y estabilizar nanoparticulas de plata mediante método quimico e irradiacion
por microondas.

Evaluar la ecotoxicidad mediante la mortalidad de Artemia franciscana al contacto
con el sustrato y con el polimero.

Establecer los parametros de impresion de los fluidos para que éstos puedan ser
replicables y evaluados.

Obtener dispositivos antibacteriales mediante la impresion con microfluidica.
Determinar el efecto bactericida mediante medicion del halo de inhibicion en
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, por el método de difusién en agar con

discos de Kirby-Bauer.



2 CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 NANOPARTICULAS DE PLATA

La plata ha sido utilizada ampliamente desde hace miles de afios en la humanidad, con
aplicaciones en joyeria, utensilios, fotografia, explosivos, desinfeccién y la mas importante
en medicina. Desde la antigliedad se ha usado la plata para la curacion de heridas y
tratamiento de enfermedades, ya que actia como un agente antimicrobiano eficiente, pero

con la aparicion de los antibioticos su utilizacion disminuy6 (Monge, 2008).

Los antibidticos son sustancias quimicas que se usan como bactericidas, y que
utilizados correctamente son efectivos en su funcion. A medida que los antibi6ticos se han
ido utilizando, los microorganismos han producido una resistencia a estos debido a su
incorrecta administracion, por lo que el control de gérmenes se ha vuelto mas dificil (FDA,
2007). La plata desarrolla poca o escasa resistencia bacteriana (Ip et al., 2006), debido a lo
cual su utilizacion se ha convertido en un potencial de investigacion en las Gltimas décadas
(Ayala, 2010).

Las NPs son particulas coloidales solidas situadas en el rango nanométrico, entre 1 y
100 nm (Sifontes et al., 2010), y presentan propiedades completamente diferentes en
comparacion a los mismos materiales a mayor escala, como por ejemplo modificaciones en
su luminiscencia, su conductividad y actividad catalitica. Las NPs poseen una mayor relacion
de superficie-volumen y por tanto una mayor superficie de contacto con el entorno, lo cual
permite una mejor interaccion entre el medio de accion y las NPs (Avalos et al., 2013). Las
propiedades de las NPs son dependientes de la morfologia y el tamafio que adoptan una vez
terminada la sintesis y se considera que la mas minima variacion en el sistema de reaccion

puede llegar a generar cambios significativos en sus caracteristicas (Arguello, 2016).



Actualmente, las nanoparticulas de plata se han convertido en una de las industrias de
mayor crecimiento de la nanotecnologia, debido a su fuerte actividad bactericida con amplio
espectro en comparacion con otros metales (Flores, 2014), su baja toxicidad, escasos efectos
secundarios en humanos y tiene el potencial para ser utilizadas solas o en combinacién con

polimeros (Ayala, 2010).

El interés que se ha generado por las especies quimicas de tamafio nanométrico es
uno de los mayores trabajos de la investigacion actualmente, debido a que las
caracteristicas que presentan han permito encontrar nuevas alternativas para la
aplicacion de la plata como biomarcadores de células, recubrimientos para quemaduras

y heridas e incluso control viral (Camacho, 2013).

El desarrollo de las nanoparticulas es un area de interés cientifico que ha generado
un sin namero de investigaciones, en las cuales se ha logrado combinar las NPs con
diferentes compuestos y de esta manera generar mejores propiedades de las que tienen,

ambos componentes por separado (Camacho, 2013).

2.1.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

Los métodos de sintesis de nanoparticulas pueden clasificarse en dos tipos: top-
down o botton-up, (Gémez, 2013). Top-down consiste en disminuir las dimensiones de
los materiales a escala nanométrica a través de fragmentacion o desgaste, mientras que
bottom-up consiste en la construccion de nanoparticulas a partir de &omos o moléculas
en solucion (Flores, 2014). La sintesis de nanoparticulas en disolucion coloidal es un
método bottom-up que demanda el empleo de procesos que permitan un control sobre el

tamafio, la forma, la dispersién y estabilidad de las nanoparticulas (Gémez, 2013).

Para realizar la sintesis de nanoparticulas se debe tomar en cuenta que es necesario
el empleo de tres componentes importantes: el precursor metalico, el agente reductor y

el agente estabilizante. En funcion del método de sintesis que se utiliza, se puede obtener



una gran variedad de formas de nanoparticulas desde esferas hasta estructuras maés
complejas como los nanocables (Ayala, 2010).

nanoesfera

—

nanobarra

Estahilizante
AgNO; + Reductor

nanocubo

nanocable

Figura 1. Diferentes formas de Ag-NPs dependiendo del agente reductor vy el

agente estabilizante utilizados.
Fuente: (Monge, 2009).

El mecanismo de formacion de disoluciones coloidales a partir de reduccién de
iones de plata consiste en dos etapas que son: nucleacién y crecimiento. La primera etapa
comienza con la reduccion de la sal metalica al &tomo metalico cerovalente mediante
choques. Los atomos actdan como centros de nucleacion para la posterior formacion de
acumulaciones de atomos o cluster que se mantienen creciendo de acuerdo al suministro

de atomos, para que de esta manera se forme la nanoparticula (Rodriguez, 2007).

El objetivo de la nucleacion es llegar a la formacion de nucleos, con un nimero

minimo de atomos, llamado nucleo critico. El nucleo critico es el clister mas pequefio



pero estable en las condiciones experimentales de sintesis, a partir del cual comienza el
crecimiento. Cuando el cluster no llega al nucleo critico, éste se puede dividir en sus
atomos y formar nuevos racimos o ser parte del crecimiento de clusteres ya formados
(Slistan, 2005).

NUCLEACION CRECIMIENTO

agente reductor
AgNO; —

—_—
3 agente estabilizante

atomos libre de Ag nanoparticulas de plata

Figura 2. Mecanismo de formacidn de nanoparticulas de plata a partir de la

reduccion quimica en disolucion de la sal AgNO3.

Fuente: (Monge, 2009).

Para la formacidn de NPs por nucleacion, es importante generar la sobresaturacion
de especies en crecimiento a través de reacciones quimicas in situ que permitan la
trasformacion de reactivos altamente solubles en otros menos solubles.
Termodindmicamente, se puede afirmar que una disolucion sobresaturada tiene una
elevada energia libre de Gibbs (Viudez, 2011). La nucleacion implica la union de dos o
mas atomos hasta llegar a formar el ndcleo critico, a partir del cual el proceso de
crecimiento va acompafiado de una disminucion de la energia libre de Gibbs, por lo
tanto, la nucleacion necesita una alta energia de activacion, mientras que el crecimiento
una baja energia de activacion. La velocidad relativa de ambas etapas definen el tamafio
y la forma de las NPs (Slistan, 2005; Monge, 2008).

A lo largo del tiempo, se han descrito un gran numero de reacciones quimicas que
permiten la sintesis de NPs a través de la reduccién de una sal de plata, que generalmente
es nitrato de plata (AgNO3), el cual puede ser reducido por una serie de compuestos
como citrato de sodio, borohidruro de sodio, N-N-dimetilformamida (DMF), polioles,
entre otros (Monge, 2008).
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La sintesis quimica de NPs es ampliamente utilizada debido a sus ventajas, ya que
permite producir materiales nanoestructurados de forma directa y generar cantidades
importantes de producto final (Sileikaité, 2009). Al mismo tiempo se puede ajustar los
pardmetros de reaccién como temperatura, tiempo de reaccion y concentracion de
reactivos para sintetizar tamafios uniformes a escala nanométrica y formas de

distribucion homogénea segun se requiera (Sileikaité, 2006).

Existe una gran variedad de métodos quimicos para la sintesis de nanoparticulas
de plata, sin embargo los mas utilizados son el método de Lee-Meisel y el método de
Creighton (Monge, 2008). El primero se desarrolla a partir de una variacion del método
de Turkevich que es usado para la sintesis de nanoparticulas de oro, usando &cido
cloraurico (HAuUCls) como precursor metalico y citrato de sodio (CsHsNasO7) como
agente reductor, sin embargo Lee-Meisel utiliza nitrato de plata (AgNO3) para obtener
nanoparticulas de plata (Lee & Meisel, 1982). Por otro lado el método de Creighton se
fundamenta en el uso de borohidruro de sodio (NaBH4) como agente reductor de la sal
metélica AgNOs (Creighton et al., 1979).

Por otra parte en la Gltima década, la sintesis de nanoparticulas por irradiacion de
microondas ha sido considerada como una de las mejores alternativas, ya que es una
técnica bottom-up rapida, uniforme y efectiva, con respecto a métodos top-down como
la molienda. Esta técnica permite la generacion de un ambiente homogéneo para la
nucleacion y el crecimiento de Ag-NPs, debido a que el incremento rapido de la
temperatura logra la aceleracion de la velocidad de reduccién de los iones metélicos, y
ademas reduce las fluctuaciones de temperatura en el medio de reaccion (Zanella, 2012;
Sifontes et al., 2010).

Para mantener la estabilidad de las nanoparticulas, es necesaria la utilizaciéon de
agentes estabilizantes, los que inmediatamente envuelven las NPs de moléculas
estabilizadoras que se absorben en la superficie de la particula y de esta manera
previenen el crecimiento continuo y la aglomeracion (Rodriguez, 2007).
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2.1.2 Caracterizacion de Ag-NPs
2.1.2.1 Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-VIS)

La espectroscopia UV-VIS es una de las técnicas més utilizada para realizar
analisis quimico. La medicion del rango de longitud de onda entre el visible y el
ultravioleta permiten realizar la caracterizacion de materiales, debido a la informacion
cualitativa y cuantitativa que refleja sobre diversas especies inorganicas y organicas
(Flores, 2014).

El rango de longitudes de onda (A) para luz ultravioleta que se utilizan en la
practica va desde 190 a 380 nm y el rango de longitudes de onda de luz visible se
encuentra entre 400 y 800 nm. Por lo tanto, el principio de la espectroscopia UV-VIS
involucra la absorcién de radiacién ultravioleta-visible para un molécula en un rango de
A entre 190 y 800 nm (Flores, 2014).

Espectro

I | 1 I I
400 500 &00 700 800

Longitud de onda /nm

Figura 3. Esquema del espectro de luz visible.

Fuente: (Flores, 2014).

Esta técnica se utiliza para la caracterizacion de nanomateriales, ya que permite
conocer si el proceso de sintesis ha dado como resultado la formacion de nanoparticulas.
Los espectros de absorcion de luz de nanoparticulas metélicas se generan por las
resonancias del plasmén superficial, las cuales son originadas por la radiacion
electromagnética que produce la oscilacion de los electrones. La posicion y forma del
pico de absorcion son dependientes de algunos factores como el tamafio, la forma y la
dispersién de los tamafios de las NPs, ademas de las sustancias absorbidas en la

superficie de estas particulas (Aguilar, 2009).

El pico de absorcion se desplaza hacia la derecha (longitudes de onda mayores),
a medida que el tamafio de las NPs aumenta. El pico de las Ag-NPs esféricas de menos
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a 5 nm se ubica en 400 nm, mientras que Ag-NPs de 20 nm presentan un pico en 420 nm
(Aguilar, 2009).

2.1.2.2 Dispersién Dindmica de Luz (DLS)

La dispersion dindmica de luz es una técnica fisico-quimica usada para
determinar la distribucion del tamafio de las particulas en suspension segln la variacion
de la intensidad de dispersion en un periodo de tiempo. Estas fluctuaciones permiten
medir los coeficientes de difusion de las particulas que se mueven bajo un régimen
Browniano. EI movimiento Browniano es el movimiento aleatorio de las particulas dado
por el constante choque con las moléculas del solvente, como consecuencia de este
movimiento las posiciones de las particulas difieran constantemente provocando
variaciones en las condiciones de interferencia e intensidad de dispersion. Las particulas
pequefias se mueven rapidamente, lo que genera una aceleracion en la variacién de
intensidad de dispersion, mientras que las particulas grandes se mueven lentamente,

provocando variaciones mas lentas (Cuadros et al., 2014; Guzman, 2015).

Intensidad

Laser

-

— IL” ‘fﬂ' A Kq;’/

a tiempo
Intensidad
|
-
b ! tiempo

Figura 4. Esquema de fluctuaciones de intensidad segun el tamafio de las

particulas. a. Particulas grandes, b. Particulas pequefias

Fuente: (Guzman, 2015).
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El equipo de DLS calcula el radio hidrodinamico el cual incluye el didmetro de
particula junto con todas las estructuras que se encuentren en su superficie, que

generalmente es la cobertura del estabilizante o iones absorbidos en la superficie.

2.1.2.3 Difraccion de Rayos X (XRD)

Los Rayos X son una radiacion electromagnética de longitud de onda corta (A ~
1,5A) e invisible al ojo humano. La difraccion de Rayos X es una de las técnicas de
caracterizacion mas potentes y es comunmente utilizada para analizar la estructura de
cristales (Dominguez, 2011; Mazuelas, 2002). Los rayos X interaccionan con los
electrones que forman la muestra, cuando la radiacion alcanza a un electrén cargado,
éste se convierte en una fuente de radiacion electromagnética secundaria dispersada que
forma un angulo de incidencia (habitualmente 26) que representa la intensidad de la
radiacion y que da lugar al difractograma (Dominguez, 2011). Cada difractograma es
propio para cada cristal y esta técnica nos permite obtener informacién cualitativa como
cuantitativa de materiales sélidos cristalinos como la estructura de los cristales y la
posicion de los &tomos en la red del material analizado. La cristalinidad de la muestra se
determina por la anchura del pico del difractograma, este disminuye cuando aumenta la

cristalinidad (tamafio del cristal), (Dominguez, 2011).

La red cristalina no se deforma, por lo que el tamafio del cristal se puede estimar
con la ecuacién de Debye-Scherrer para muestras en polvo, la cual establece que el
tamario del cristal es inversamente proporcional al ancho medio del pico maximo que se

genera en la difraccion y al coseno del angulo del mismo pico, conforme a:

Kk
~ Acosa,

B

donde, B es el tamafio del cristal, k es el factor de forma del cristal cuyo valor es

1, A es la longitud de onda de radiacion utilizada, ay, es el angulo correspondiente con el
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pico méximo y A es el ancho a la altura media del pico de difraccion considerado para
el calculo (Ramon, 2007).

Todos los metales en estado solido poseen una estructura cristalina, que se debe a las
posiciones relativamente fijas de los &tomos, tomando una forma estable ordenandose a lo
largo de las tres dimensiones, constituyendo una red tridimensional donde su unidad mas
pequefia que presenta la simetria del cristal se llama celdilla unitaria, y cada uno de los
metales rigidos posee una especifica (UANL, s.f.).

Por lo general, los metales forman cristales en sistemas cubicos o hexagonales,
formando redes tridimensionales como: cubica centrada en el cuerpo (BCC), clbica centrada
en las caras (FCC) y hexagonal compacta (HC). La cristalografia de algunos metales como
plata, aluminio, oro, platino, cobre y hierro gamma se presenta en forma red centrada en las

caras, por lo que su celdilla unitaria esta conformada de 4 atomos como se encuentra en la
Figura 5 (UANL, s.f.).

N

|
o

|

O ===t

Figura 5. Estructura cristalina cubica centrada en las caras FCC, representacion de la

celdilla unitaria.

Fuente: (Callister, 2007).

La geometria de la estructura cristalina FCC, indica la ubicacion de los &tomos en los

vertices del cubo y en los centros de todas las caras del cubo. La longitud entre los centros
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de dos atomos del cubo se denomina arista y se encuentra relacionado con el radio atdbmico

mediante la siguiente ecuacion:

a=2RV2

donde a es la arista y R el radio atémico (Callister, 2007).

En los planos cristalograficos se encuentran ordenados los atomos segun la forma del

cristal (UANL, s.f.). Las direcciones cristalograficas se determinan por un sistema de

coordenadas, cuyos ejes son X, y y z, las longitudes de las aristas a, b y ¢ y los angulos

interaxiales (a, £y y), tomando como referencia un vértice de la celdilla unitaria como indica

la Figura 6, considerando que el sistema cristalino de la plata es cubico (Callister, 2007).

Sistema
cristalino

Relacion
axial

Angulos interaxiales

Geometria de la celdilla
unidad

L Cibico

a=b=c

a=p=y=90°

Figura 6. Celdilla unitaria de un sistema cristalino cubico, con los ejes de coordenadas

X, Yy z, longitudes de aristas a, b y ¢ y angulos interaxiales (a, gy 7).

Fuente: (Callister, 2007).

Existe relaciones entre el conjunto de planos cristalograficos con los ejes de las
celdillas unitarias, denominadas Indices de Miller h, k y | (UANL, s.f.; Callister, 2007), y
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como se muestra en la Figura 7 gracias a éstos se puede escribir las direcciones nicas [100],
[110] y [111] para un sistema cristalino cubico, asi como otras direcciones de estructuras

cristalinas particulares (Callister, 2007).

Figura 7. Direcciones [100], [110] y [111] en una celdilla unitaria.

Fuente: (Callister, 2007).

XRD se ajusta a la ley de Bragg que permite estudiar la difraccion de los rayos X
sobre un cristal, mediante los angulos que se forman por la direccidn de los rayos difractados,
determinando la estructura cristalina del material de analisis (Callister, 2007). La ley de

Bragg se ajusta a la siguiente ecuacion:

ni=SQ + QT 0

nA = dyysenf + dpsend = 2dy senf

donde n es el orden de difraccion, que puede ser un numero entero siempre que 6 no
exceda de 1, A es la longitud de onda de los rayos X, 0 es el angulo entre los rayos incidentes
Sy los rayos reflejados T, y d es la distancia entre los planos cristalograficos A-A” y B-B”

de los atomos P y Q ubicados en paralelo, como indica la Figura 8 (Callister, 2007).
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Figura 8. Difraccion de rayos X por planos cristalogréaficos (A-A" y B-B").

Fuente: (Callister, 2007).

Tomando en consideracion que la magnitud de la distancia interplanar de atomos
contiguos y paralelos dy,;; estd funcién de los indices de Miller, y de la arista que es un
parametro de red, se puede determinar la siguiente ecuacion que se ajusta a la ley de Bragg

para estructuras cristalinas de simetria cubica (Callister, 2007):

a

diry =
MR TRr 2

Con la ecuacion anterior y demas parametros descritos, el XRD calcula los angulos
que indican los conjuntos de planos de la estructura cristalina FCC, que corresponde a la

plata y lo plasma en los difractogramas (Callister, 2007).
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2124 Microscopia Electrénica de transmision (TEM)

El microscopio electrénico de transmision (TEM), esta formado por tres componentes
principales, lo cuales son: una columna optica electronica, un sistema de vacio y un sistema

electronico de control (Lux, s.f.).

Este microscopio es Ilamado de transmision debido a que emite un haz de electrones
que atraviesa la muestra observada para su posterior proyeccion sobre una pantalla

fluorescente que se localiza al final de la trayectoria del flujo de electrones (Lux, s.f.).

Lo electrones necesitan un espacio con vacio para poder moverse a través del sistema
de lentes electromagnéticos, el sistema Optico esta compuesto por una lente condensadora,
una lente del objetivo, una lente intermedia y una lente proyectiva (Lux, s.f.).

El microscopio cuenta con un cafidén de electrones que genera la emision del haz
originada por un filamento de tungsteno (catodo con una tension de 50000 a 60000 voltios),
que tiene forma de horquilla; dicho filamento se encuentra rodeado por una pantalla cilindrica
Ilamada cilindro de Whenelt y esta polarizada negativamente (con respecto al filamento)
(Reimer, 1984).

La apertura circular que se encuentra debajo del filamento (Figura 9), y permite la
formacion de una imagen que se conoce como cross-over, debido a la polarizacion negativa
y a la apertura que actiia como una lente electrostatica produciendo una imagen de diametro

pequefio en un punto del cilindro de Whenelt (Lux, s.f.; Williams & Carter, 2009).

Wehnelt —

Filamento —

]

Apertura

cross-over

anodo [ I8[ ]

Figura 9. Cafnon de electrones del microscopio electrénico

Fuente: (STTI, 2012).
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Todos los lentes, con excepcion de la proyectiva, poseen un diafragma que evita la
dispersion de los haces luminosos que se desplazan en el vacio y ademés permite ajustar la
luminosidad que depende del diametro del diafragma y su localizacion dentro de la columna
(Lux, s.f.). En la parte inferior de la columna se encuentra la pantalla fluorescente, la cual
esta recubierta de un material que permite ver la muestra como si fuera su sombra reflejada
sobre una superficie; bajo dicha pantalla se encuentra una placa fotogréfica, la que registra
la imagen para ser posteriormente revelada, impresa e interpretada (Lux, s.f.; Williams &
Carter, 2009).

Este microscopio permite la formacion de una imagen en dos dimensiones con una
alta resolucién (de 0.1 nm o menos), y ademas puede proporcionar el patron de difraccion de
los electrones de la muestra lo que ayuda a la identificacién de la estructura. Las muestras
que desean ser observadas generalmente deben poseer un espesor menor a 200 nm (Aguilar,
2009; Flores, 2014).

Cafon de electrones

Lente condensador 1

Lente condensadaor 2

Diafragma d:[: —

condens

Diafragma de
contraste
Parta
obietos

ojelo

Lente de difraccion

Diafragma de ente intermedia

difraccion

Sinocula

Sistema de
planos filmados

Figura 10. Microscopio electrénico de transmision y sus partes

Pantalla

uorescente

Fuente: (STTI, 2012).
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2.1.2.5 Microscopia Electronica de Transmision y Barrido (STEM)

El microscopio electrénico de transmision y barrido (STEM) se ha desarrollado a
partir de una combinacion de caracteristicas de dos microscopios, el TEM y microscopio

electronico de barrido (SEM) (Tanaka, 2017). Dichas caracteristicas que estan incluidas son:

TEM
1. Laimagen se genera por la trasmision de electrones a través de la muestra.
2. Para la formacidn de la imagen se utilizan lentes convexos
3. Utiliza una dispersion elastica de electrones
4. Produce un imagen Unica en dos dimensiones
5. Es necesaria una muestra muy delgada pata que la trasmision de electrones
pueda generarse.
SEM

1. La imagen es barrida o escaneada por una sonda de electrones, electrones
secundarios son emitidos de la superficie de la estructura de la muestra para
obtener asi la imagen.

2. Lasonda de electrones posee una energia menor a 50 eV.

3. Muestras gruesas son observadas mediante un mecanismo de reflexiéon.

En el STEM, debido al haz de electrones trasmitidos, se puede obtener una imagen
de campo claro similares a las obtenidas en TEM mediante la reciprocidad del teorema de
Optica en el cual la fuente de electrones y el detector pueden arreglarse inversamente para de
ésta manera obtener la misma intensidad en la imagen (Tanaka, 2017). Ademas el contraste
de difraccion de las imagenes y la estructura de la imagen obtenida en TEM es muy similar
en STEM (William & Carter, 2009; Tanaka, 2017).

El campo obscuro de STEM adopta un contraste de amplitud de los electrones
difractados para obtener una funcién del angulo difractado y el azimut utilizando detectores
localizados en el espacio reciproco de (U, v), ademas la intensidad de la imagen esta
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directamente relacionada con la seccion de barrido o escaneo cruzado de &tomos y columnas
atémicas (Tanaka, 2017).

STEM presenta una serie de ventajas, esto se debe a que usa varios tipos de sefiales
emitidas por la muestra, como la dispersion inelastica de electrones, los electrones
secundarios, caracteristicas de Rayos-X, catodo de luminiscencia y la corriente del haz de
electrones, para la obtencion de imégenes en dos dimensiones con alta resolucion (Tanaka,
2017).

2.1.3 Mecanismo antibacterial de las Ag-NPs

El mecanismo antibacterial de las Ag-NPs ain no esta claramente descrito, pero esta
considerado como un proceso multi-factor, multi-ruta y multi-blanco (Hong et al., 2016).
Existen algunas teorias mediantes las cuales se puede explicar el mecanismo de accion
antibacterial de las Ag-NPs, una de ellas sugiere que las Ag-NPs, son capaces de anclarse en
la membrana celular de las bacterias e interaccionan con sus moléculas causando dafio en la
integridad y permeabilidad de la membrana logrando fugas de los contenidos intracelulares
y posteriormente la muerte celular (Prabhu et al., 2012). Otra teoria menciona que la
formacion de radicales libres por las Ag-NPs es uno de los responsables de la muerte celular,
ya algunos estudios realizados, indican la formacién de dichos radicales cuando las
nanoparticulas estan en contacto con las bacterias. Los radicales libres pueden causar dafios
en la membrana celular, provocando que se haga porosa y llevandola a la muerte (Prabhu et
al., 2012).

La aparicién de especies reactivas de oxigeno (ROS), producidas como efecto
secundario debido a los cambios en la membrana y en la actividad metabdlica celular por las
Ag-NPs, se considera otro mecanismo para la muerte de las células, ya que los ROS no solo
causan dafios en la membrana celular sino que reaccionan con proteinas funcionales y con el
ADN, lo que interfiere con su duplicaciéon y el metabolismo (Hong et al., 2016). Otra
propuesta, es la liberacion de iones de plata de las nanoparticulas, los cuales interaccionan

con los grupos tiol de enzimas vitales, inactivandolas e inhibiendo algunas funciones, lo que



21

causa dafios en la célula. Una ultima teoria sugiere que existe una tendencia natural de una
reaccion acido-base, ya que las células estan formadas principalmente por fosforo y azufre,
que son consideradas como bases débiles, mientras que la plata esta considerada como un

acido débil, provocando la reaccion y generando la muerte celular (Prabhu et al., 2012).

El mecanismo de accién de las Ag-NPs es complejo, debido a que las caracteristicas
fisicas y quimicas pueden influenciar su actividad antibacterial, éstas caracteristicas incluyen
el tamario, la forma, el recubrimiento y la carga superficial. En relacion al tamafio, mientras
mas pequefas sean las NPs, mejor es su poder bactericida. EI recubrimiento superficial puede
reducir la liberacion de iones de plata, lo que controla su efecto antibacterial. La forma de las
Ag-NPs también influye, ya que se ha podido demostrar que las NPs triangulares truncadas
presentan el mayor poder antibacterial, seguidas de las nanoesferas y posteriormente los

nanobastones (Hong et al., 2016).

R*

\;ﬂ /@!,‘-- cell
9 {. Bacteria \/membrane

; R*
@ Endocytosis, u Mt A Mt @

Trojan-horse

O \O ; M Mt
mechanism M
/ Metal ion
\ mechanism
Mt
h /

Membrane
damaged

@ : Metal nanoparticle R*: Free radicals

: Anchored nanoparticle Mt"™*: Metal ions

Figura 11. Mecanismo de actividad bactericida de las Ag-NPs en bacterias

Fuente: (Palza, 2015).

2.2 COMPOSITOS POLIMERICOS

Los compositos son materiales naturales o sintéticos que estan formados por dos o
mas componentes, los cuales la mayoria de veces difieren en su composicion quimica y/o

fisica, y que como objetivo se unen para generar un nuevo material con mejores propiedades
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que las que tendria cada uno por separado (Forestieri, 2013). En su mayoria los materiales
compdsitos estan fabricados a partir de dos elementos: el material base llamado matriz, y una
carga que esta dispersa en dicho material. La matriz es conocida como la fase continua y la
carga como la fase dispersa, ambas tienen una interface que las separa, pero a pesar de ello
tienen una gran capacidad de adhesion. La matriz tiene el propoésito de proteger a la carga del
ambiente externo, evitando su deterioro; mientras que la rigidez y resistencia estan dadas por
la carga ya que esta formada de particulas. Las propiedades del composito dependen de las
caracteristicas de la carga (cantidad, tamarfio, forma y distribucion), y de las caracteristicas
de la matriz (Fontoura, 2009).

La ciencia de los materiales procura la interaccidon de nuevas tecnologias en funcion
del avance de los materiales y su perfeccionamiento, por lo que la introduccion de la
nanotecnologia encaja perfectamente para el desarrollo de nuevos materiales con propiedades
superiores. Los nanocompositos son materiales en los cuales su fase dispersa estéa constituida
por particulas en la escala nanométrica, y las caracteristicas que proporcionan son totalmente
diferentes en comparacién con los compdsitos poliméricos convencionales. Los
nanocompositos ofrecen una mejora en las propiedades mecéanicas, eléctricas, dpticas,
térmicas y médicas, en comparacion con los microcompositos, ya que los primeros precisan

de poco volumen de carga para alterar significativamente las propiedades (Fontoura, 2009).

La preparacion de los compositos poliméricos con cargas metalicas esta dividida en
dos enfoques: el primero, in situ en el cual se utiliza la matriz polimérica como medio de
reaccion; y el segundo, ex situ en donde la nanoparticula se sintetiza antes de ser incorporada
a la matriz polimérica como se muestra en la Figura 12. La preparacion in situ se utiliza
principalmente para nanocompdsitos de hidrogel, en cual se mejora la estabilidad y la
dispersion del metal. La preparacion ex situ se utiliza para compuestos termoplasticos, donde

la matriz mejora la dispersion de las nanoparticulas (Palza, 2015).
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Figura 12. Preparacion in situ y ex situ de compositos poliméricos con

nanoparticulas metalicas
Fuente: (Palza, 2015).

Los nanocompdsitos emergen como una alternativa para modificar las propiedades
eléctricas, Opticas y bactericidas de las NPs. En este contexto, la industria ha visto la
necesidad de combatir a las bacterias para evitar su proliferacion principalmente en hospitales
y en la industria alimenticia. Los polimeros antimicrobianos son altamente demandados
como una estrategia para evitar posibles infecciones en los consumidores, de esta forma la
adicion directa del agente antibacteriano en los polimeros ha recibido considerable atencion,
ya que la incorporacion de nanoparticulas en matrices de polimeros podria ser la via mas
rapida para tomar ventaja comercial y mejorar la calidad de vida de los humanos (Palza,
2015).

2.2.1 Compositos poliméricos con Ag-NPs

Las Ag-NPs son la carga mas utilizada, cuando se trata obtener una accion
antibacterial ya que la plata presenta una actividad antibacterial contra 650 tipos de bacterias
(Lietal., 2011). Se ha desarrollado una extensa investigacion de compositos de hidrogel con

nanoparticulas de plata, donde se ha obtenido éptimos resultados en inhibicion bacteriana.
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Ademas, las dispersiones de Ag-NPs en poliéster, lana o algoddn, ha generado la capacidad
de obtener tejidos antibacteriales para aplicaciones biomédicas (Palza, 2015).

Existen una gran cantidad de polimeros que se han utilizado como matriz de NPs, en
ambos tipos de preparacion, como la celulosa, el polivinil alcohol (PVA), el quitosano, poli
(etilenglicol-dimetacrilato-co-acrilonitrilo), entre otros, con excelentes resultados en su
accion antibacterial y fungicida, en este contexto podemos evidenciar que la actividad de las

Ag-NPs se mantiene a pesar de estar dispersas en polimeros (Palza, 2015).

2.2.2 Mecanismo de accién antimicrobiana de los compdsitos poliméricos con Ag-NPs

Los polimeros antibacterianos han sido ampliamente estudiados Gltimamente, ya que
la incorporacion de material biocida (Ag-NPs) en polimeros ha presentado una importante
accion antibacteriana (Beltran, 2013). Los mecanismos de accion de dichos compdsitos son
tan similares como los mecanismos propios del agente, pero la ruta exacta dependera de las
caracteristicas especificas del polimero utilizado, ya sea hidrogel o termoplasticos (Palza
2015). Varios estudios realizados en compésitos con polimeros termoplasticos, han podido
confirmar la hipdtesis de la liberacion de iones de plata de las nanoparticulas mediante
espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), siendo este el principal mecanismo
mediante el cual se presenta la accidn antibacterial. Sin embargo, cuando nos referimos a
hidrogeles, el principal mecanismo que se ha podido sefalar es la liberacion de las particulas
(Palza, 2015).

Los mecanismos de nanocompasitos a base de polimeros termoplasticos o polimeros
duros, representan el sistema de accion mas complejo. Mediante estudios realizados con XPS
se ha podido notar que las NPs que se encuentran presentes, no estan en la superficie del
polimero, sino incrustadas dentro del él. En este contexto, el inico mecanismo adecuado para
la liberacion de iones de plata, es la corrosion del metal. La corrosién es un fenémeno de
oxido-reduccidn, en el cual se ven involucrados: el metal en cuestion, el agua y el entorno.
La corrosion del metal ocurre debido a la difusion de moléculas de agua con oxigeno disuelto

(procedentes del medio bacteriano), en la masa del polimero; incluso las matrices no-polares
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permiten la difusion de agua a través de él. Una vez que el proceso de corrosion ha iniciado,
la liberacidn de iones de plata comienza. Los iones se difunden por la matriz polimérica hasta

liberarse y llegar a la célula bacteriana (Palza, 2015).
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Figura 13. Mecanismo antibacterial de los compdsitos poliméricos con Ag-NPs en

matrices termoplasticas.

Fuente: (Palza, 2015).

En los hidrogeles, el mecanismo bactericida es la liberacion de las NPs de la matriz,
debido a que los espacios entre sus redes son mucho mayores en comparacion con los
termoplasticos; ademas, la difusion de agua dentro y fuera de la matriz puede ser evitada
debido a la naturaleza del hidrogel. Por lo tanto, los mecanismos de los hidrogeles se

asemejan a los mecanismos propios de las nanoparticulas puras (Palza, 2015).
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2.3 ANALISIS ECOTOXICO DEL SOPORTE DE IMPRESION

Actualmente las investigaciones estan encaminadas a la fabricacion de productos que
sean menos agresivos y contaminantes con el medio ambiente, por lo que la produccion de

materiales biodegradables es una tendencia actual (Armelin, 2002).

La celulosa es el polimero méas abundante en la naturaleza, debido a lo cual, sus
derivados han sido investigados como potenciales materiales biodegradables. La celulosa
como tal no es procesa con facilidad, pero las modificaciones quimicas en su estructura
altamente ordenada pueden convertirla en un material biodegradable; el acetato de celulosa
(AC), es un ejemplo de un polimero natural modificado que se ha estudiado como biomaterial
(Armelin, 2002).

El AC se prepara generalmente a partir de la celulosa natural, la cual se obtiene de fuentes
maderables o de las fibras cortas de algodon ya que presentan un alto contenido de a-celulosa
(95% en peso o superior), mediante una reaccion de acetilacién con acido acético (Pérez et
al., 2013).
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Figura 14. Estructura quimica del acetato de celulosa

Fuente: (Armelin, 2002).

El AC, es un éster de acido acético que presenta una amplia gama de propiedades y
aplicaciones. Es comunmente utilizado como base para las peliculas fotogréficas, realizacion
de juguetes, filtros de cigarrillos, marcos de gafas, produccién de membranas de separacion,
mango de herramientas, entre otros, dependiendo del grado de sustitucion de grupos hidroxilo
en la unidad monomérica de la glucosa (Pérez et al., 2013).
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Los ésteres de celulosa estdn siendo revaluados como una fuente natural de
termoplasticos biodegradables y generar biomateriales con ellos, ya que mediante estudios
realizados se ha podido demostrar que pueden ser biodegradables y generar productos

ambientalmente seguros (Pérez et al., 2013).

Las sustancias quimicas que van a ser empleadas en alguna produccion para su
posterior uso, como el AC, deben ser evaluados previamente mediante bioensayos para
confirmar la posible toxicidad que pueda generar sobre un ecosistema. Los efectos toxicos
que se evallan generalmente son mortalidad, inmovilidad, alteracién de comportamiento,
entre otros; los cuales nos permiten observar si la sustancia quimica utilizada genera o no

impactos ambientales (Bartolomé & Sanchez, 2007).

Uno de los organismos utilizados como biosensores de toxicidad es la Artemia
franciscana, la cual es uno de los biomodelos que mas se ha utilizado en etapas preliminares

de investigaciones de nuevos productos desde 1982 (Sanchez &Neira, 2005).

2.3.1 Artemia franciscana

Artemia franciscana es un crustaceo pequefio que vive en ambientes acuaticos de
elevada salinidad. Es un elemento fundamental en el conjunto del zooplacton, principalmente
en ambientes de estuario, siendo un importante factor dentro de la cadena tréfica. La Artemia
franciscana se considera propia de agua salobres continentales y se encuentra en América

del Norte, del Centro y Sudamérica. (Bartolomé & Sanchez, 2007).
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Tabla 1.

Taxonomia de Artemia Franciscana

Taxonomia de Artemia franciscana
Reino Animalia
Filo Artrépoda
Clase Crustacea

Subclase Branquiopoda
Orden Anostraca
Familia Anostraca
Género Artemia

Especie A. franciscana

Fuente: (FAO, 1986).
Adaptada por Barrera & Guerrero, 2017

Distintos autores, como Persoone, Van de Vell, Van Steetegem y Nayer B (1989),
han podido demostrar que dicho organismo se comporta como un biosensor de
contaminacion acuatica en ambientes marinos, y como resultado se ha convertido en un
elemento fundamental para los estudios de toxicidad. Artemia franciscana es un organismo
que pueden adquirirse como huevos encapsulados, los cuales requieren de una posterior
rehidratacion en el laboratorio, y de esta manera se puede obtener poblaciones homogéneas
de individuos muy capaces de ser utilizados en estudios de toxicidad, ademas de ser una
alternativa poco costosa, facil de cultivar, sencilla y rapida en comparacién con peces
(Bartolomé et al., 2007).

Las artemias son organismos de gran movilidad, poseen un aspecto transltcido y
brillante, su color puede estar entre casi transparente hasta rojo intenso, lo que depende de la
alimentacion suministrada y el grado de oxigenacion del agua en donde se encuentre. Son

visibles y por ello faciles de atrapar para realizar los ensayos de toxicidad (Lopez, 1997).

Artemia franciscana ha sido utilizada en numerosos ensayos de toxicidad para

medicamentos (Castro et al., 2009), contaminantes de agua como hidrocarburos (Rojo et al.,



29

2012), productos de limpieza (Bartolomé et al., 2007), algunos compuestos y elementos
quimicos (Hadjispyrou et al., 2001; Blust et al., 1991) e incluso para evidenciar la toxicidad

de nanoparticulas (Bergami et al., 2016).

El cultivo de artemias presenta varios pardmetros criticos para obtener una dptima

eclosion de sus huevos:

e Temperatura: la temperatura debe oscilar entre 25 y 30 °C ya que la eclosion por
debajo de 25 °C se considera extremadamente lenta y por encima de los 30 °C el

metabolismo de los quistes se detiene de forma irreversible (FAO, 1986).

e Salinidad y pH: el agua de mar es usada para su 6ptima eclosion, sin embargo la
salinidad puede variar desde 35 hasta 170 g/L dependiendo de las condiciones de
cada laboratorio (Castro et al., 2009). En relacion al pH, se considera un rango

recomendable de 8 a 10 para su eclosion (FAO, 1986).

e Oxigenacién: se considera adecuada una oxigenacién de 2 mg/L hasta la

saturacion de oxigeno para una 6ptima eclosion (FAO, 1986).

e lluminacion: la iluminacion en las primeras horas de hidratacion de los quistes,
es esencial para lograr una méaxima eclosién, por lo tanto es recomendable
mantener una iluminacién entre 1000 y 2000 lux en la superficie del agua (FAO,
1986).

El ciclo de vida de las artemias comienza con la eclosion del huevo que ha sido
hidratado en el laboratorio, el primer estado larvario se conoce como nauplios, el cual se
desarrolla dentro de 24 a 36 horas después de eclosion del huevo y miden de 300 a 400
micras. Las artemias adultas pueden llegar a medir entre 1 y 1.5 centimetros de largo (Lopez,
1997).

La evaluacion ecotoxica con Artemia franciscana consiste en la exposicion de nauplios
a la muestra durante 24 y/o 48 horas a diferentes concentraciones, y el anlisis se realiza

mediante la mortalidad de individuos en dicho periodo de exposicion (Pimentel et al., 2010).
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Figura 15. Artemia franciscana, A. nauplio (48 horas); B. Artemia adulta.

Fuente: (Sanchez & Neira, 2005).

2.4 IMPRESION DE FLUIDOS

El desarrollo de nuevos dispositivos con microfluidica se ha incrementado desde la
década de 1980, pero actualmente las nuevas tecnologias de impresion DoD, especificamente
DMP™ ha generado gran interés para el desarrollo de una serie de dispositivos con diferentes
funciones (Fernandez, 2011). DMP™ permiten el desenvolvimiento de productos
innovadores en el campo de la nanotecnologia mediante la microfluidica, para poder

aprovechar las propiedades de materiales micro y nanométricos (Fernandez, 2011).

La microfluidica es la ciencia que estudia los sistemas que permiten manipular
cantidades muy pequefias de fluido (10 a 108 litros), estos sistemas emplean canales desde
pocas a cientos de micras (Lapizco, 2008). La microfluidica es una ciencia multidisciplinar
que engloba la Quimica, Fisica, Biologia, Ciencias de los materiales, Biotecnologia,
Mecanica, entre otros; para la generacion de dispositivos que contribuyan al mejoramiento

de la calidad de vida de los humanos (Fernandez, 2011).

Esta ciencia presenta una serie de ventajas como el bajo consumo de muestra y
reactivos, una alta resolucion y sensibilidad, bajo costo y tiempos de analisis cortos. Los
sistemas de microfluidica poseen dos atributos que permiten el mejor control de los procesos:

el pequefio tamafio y el flujo laminar. Los microcanales presentan un nimero de Reynolds
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muy pequefio (generalmente menor a 100), lo que evita las turbulencias y permite un mejor

manejo del fluido (Lapizco, 2008).

La impresion de fluidos requiere un método de preparacion que permita controlar la
generacion de los materiales en escala nanométrica, lo cual se realiza gracias a efectos
cuanticos asociados a las interacciones entre a&tomos, si no se mantiene este control en los
materiales utilizados en la impresion asi como en los parametros recomendados, se puede
generar cambios en los fluidos de interés (Souza, 2015). Para evitar estos dafios se
recomiendan los siguientes parametros de impresion que garantizan la calidad y la

reproductividad de la impresion:

Tabla 2.
Parédmetros recomendados para la impresion
Parametro Medida
Viscosidad 0.01 — 0.012 Paes la temperatura de goteo
Tension superficial 0.00028 — 0.00033 Newton a temperatura de goteo
Baja volatilidad Puntos de ebullicion sobre 100 °C
Densidad Gravedad especifica mayor a 1
Gases disueltos Los fluidos no pueden tener altas concentraciones de gases
disueltos
Tamafio particular Particulas menores que 0.2 pm
Acidez y alcalinidad Valores de pH entre 4 - 9

Fuente: (Souza, 2015).

Otros parametros importantes para una éptima impresion son la solubilidad, la
densidad y el punto de ebullicién de los materiales y los solventes de impresion; ademas del

volumen de la gota formada y la adherencia de esta al sustrato (Souza, 2015).

La tecnologia de impresion DoD ha tenido muchos avances en la ciencia, debido a la
gran variedad de materiales que pueden ser impresos para generar dispositivos con una gran

variedad de aplicaciones (Souza, 2015).
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Figura 16. Ejemplos de materiales imprimibles mediante impresoras DoD

Fuente: (Souza, 2015).

Actualmente, uno de los campos de investigacion que mas se encuentra en desarrollo
es el uso de nanoparticulas en nuevos dispositivos. Los materiales en nanoescala presentan
un sin numero de aplicaciones e innovaciones, involucrando nuevos materiales para varias
industria como la textil y alimenticia con prendas y empaques con Ag-NPs por su funcion
antibacterial y tecnologias de sensores como nanotubos de carbono para dosificar la radiacion
UV (Lopez et al., 2016).

La impresién de fluidos que contienen nanoparticulas necesitan tener algunas
caracteristicas como una buena dispersion y una buena solubilidad de NPs y compdsitos
poliméricos en el fluido de impresidn, para lo cual se realiza un andlisis de termodinamica,
de solubilidad y de la interaccion polimero-solvente, con la finalidad de determinar el mejor
solvente para la impresion y de esta manera poder cumplir con los parametros requeridos por

la impresora (Souza, 2015).

En el mecanismo DoD el control de los pardmetros fisico-quimicos del fluido es muy
importante para la obtencion de buenos goteos en el sustrato de impresion lo cual garantiza
la presion, reproducibilidad y estabilidad del patron de impresion (Souza, 2015). Ademas de
los pardmetros detallados con anterioridad, es importante definir el diferencial del potencial
eléctrico (DPE) en los eyectores de impresion y conductividad eléctrica del fluido, que
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afectard directamente a la frecuencia méxima y a los algoritmos de control como bases y
decaimientos en la curva de calibracion, que se construye para poder generar el goteo

requerido y obtener la impresion deseada (Souza, 2015).

La formacién de las gotas en el mecanismo DoD se genera mediante un pulso
eléctrico suministrado a un actuador de tipo piezoeléctrico que transforma la energia eléctrica
en energia mecanica, a través de cristales piezoeléctricos, como el cuarzo. El paso de
corriente eléctrica provoca la expansion del cristal, causando el pulso de presion en la cavidad
de eyector, lo que genera la expulsién del fluido en forma de goteo sin alterar las
caracteristicas del fluido, lo que no ocurriria si se utilizara un actuador térmico, que puede

aglomerar y precipitar las nanoparticulas presentes en fluido (Souza, 2015).

:—I Actuador

IJ piezoeléctrico

—Inyector de fluido
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™
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Figura 17. Actuador piezoeléctrico del eyector de fluido de la impresora

Fuente: (Souza, 2015).
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El tamafio de las gotas dependera del tamafio del eyector de impresion, pero es posible
obtener un control de ajuste fino de goteo, ademas de un control de la velocidad de inyeccién
de goteo por el impulso eléctrico administrado para formar las gotas. La expulsion inicial del
fluido forma una columna liquida, la cual a medida que se extiende y actla la tension
superficial, se produce la ruptura de la columna y la posterior formacion de la gota como se
muestra en la Figura 17.

El comportamiento de los fluidos afecta la formacion de la gota. Los fluidos pueden
ser newtonianos o0 no-newtonianos. Los fluidos newtonianos son aquellos en los que su
viscosidad no se ve afectada por la naturaleza fisicoquimica de ellos mismos, por lo tanto son
independientes del esfuerzo cortante que pueda aplicarse sobre ellos. Su viscosidad variara
en funcion de su presidn y temperatura, de esta forma se considera que la viscosidad es una

constate de la ley de Newton de la viscosidad (Martin et al., 2011).

dv,
Tyx = U E

Los fluidos no-newtonianos son aquellos que no cumplen con la ley de Newton de la
viscosidad, por lo tanto la viscosidad de estos fluidos depende del valor del esfuerzo cortante
y el gradiente de la velocidad, obteniendo una viscosidad aparente (Martin et al., 2011).

Se considera que los fluidos que se comportan como fluidos newtonianos generan
solamente un gota. Sin embargo, la utilizacién de fluidos basados en soluciones de polimeros,
dispersiones de elevada concentracién o suspensiones coloidales se comportan como fluidos

no newtonianos (Souza, 2015).

Los fluidos no newtonianos logran ser fluidos imprimibles mediante un control de
parametros de impresion, que da como resultado la generacion de gotas satélites en conjunto

con la gota principal, sin perjudicar la impresion (Souza, 2015).
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Figura 18. Formacion de gotas en una impresora DoD. A. Goteo de fluidos

newtonianos. B. Goteo de fluidos no newtonianos

Fuente: (Souza, 2015).

El control de los parametros de impresién se realiza a través de una interfaz de PC,
manipulando los datos en la plataforma como la diferencia de potencial eléctrico, la
frecuencia de salida del fluido y los ciclos de impresidn que se desean. La impresora contiene
una cdmara digital que permite observar la formacién de las gotas seglin los pardmetros
aplicados antes de realizar la impresion, y de esta manera asegurar la precision y repetibilidad

de la impresion (Souza, 2015).
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2.5 ANALISIS MICROBIOLOGICO

La microbiologia es la ciencia que se encarga del estudio de organismos diminutos
(entre 0.5 y 2 pm), que individualmente no son percibidos a simple vista, llamados
microorganismos. Los microorganismos son seres vivos que incluyen a las baterias, los
hongos y mohos, los protozoos y las algas microscopicas. También se incluyen a los virus,
que aun cuando no son entidades celulares, llevan material genético protegido por una

envoltura proteica (Tortora et al., 2007).

Las bacterias forman parte de los microrganismos mas estudiados y se caracterizan por
ser células unicelulares cuyo material genético no posee una membrana nuclear especial por
lo que pertenecen al reino procariota. Las bacterias son de tamafios y formas muy variables,
la mayoria de ellas miden entre 0.2 y 2 um de didmetro y entre 2 y 8 um de largo. Estos
microorganismos pueden clasificarse comunmente segun su forma en: bacilos (en forma de
baston), cocos (forma esférica u ovalada) y espirilares (formas curvas o espiraladas) (Tortora
et al., 2007; Stanier et al., 1992).

Las bacterias pueden mantenerse unidas unas con otras después de la division celular,
pero siempre conservando su individualidad como célula. Los planos de division determinan
las diferentes disposiciones de las bacterias. Las disposiciones de las bacterias en forma de
cocos son: diplococos o estreptococos, que presentan un Unico plano de division. Si los
planos de division son muchos, los cocos pueden agruparse en tétradas (dos planos), sarcinas
(tres planos) o estafilococos (multiples planos) (Pirez &Mota, 2008).

Aungue la mayoria de bacilos se observan como bastones aislados, estos pueden
dividirse a través de sus ejes menores para formar diplobacilos (unidos en pares), y
estreptobacilos (formacion de cadenas). Otros bacilos pueden presentar otras formas como
hebras de paja, otros con extremos afinados y los cocobacilos (bastones ovalados). Las
bacterias espirilares presentan formas curvas como los vibriones, los espirilos y espiroquetas
(Tortora et al., 2007).
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Figura 19. Clasificacion de las bacterias segun su forma y sus asociaciones.

Fuente: (Tortora et al., 2007).

Comunmente las bacterias estdn agrupadas en dos grandes categorias segun la
estructura de su pared celular: bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas. Esta
clasificacion se realiza mediante la técnica de tincion Gram, la cual se basa en las diferencias
de la estructura de la pared celular y en la forma en como reaccionan a diversos reactivos
para que las bacterias puedan tefiirse de violeta (Gram positivas) o rosado (Gram negativas).
Las bacterias Gram positivas presentan una pared celular compuesta por varias capas de
peptidoglucano, las cuales forman una estructura gruesa y rigida. Ademas su pared celular
contiene acidos teicoicos gque regulan el movimiento de cationes al interior o exterior de la
célula y son los responsables de la especificidad antigena de la pared celular (Tortora et al.,
2007).

Las bacterias Gram negativas poseen una 0 muy pocas capas de peptidoglucano, una
membrana externa, un alta concentracion de lipopolisacaridos y un espacio periplasmatico
con un elevada concentracién de enzimas degradantes y proteinas de trasporte. Ademas la
pared celular de estas bacterias no presenta acidos teicoicos lo que la hace mas susceptible a
ruptura mecanica. La membrana externa presenta un elevada carga negativa lo que dificulta

la fagocitosis y el paso de ciertos antibioticos (Tortora et al., 2007).
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Figura 20. Diferencias entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas en su

pared celular

Fuente: (Sanchez, 2006).

Entre las bacterias, existen algunas que son perjudiciales para la salud y que deterioran
productos de comercio con facilidad y rapidez, pero también existen bacterias beneficiosas
que ayudan a la industria a obtener productos que mejoran la calidad de vida de los seres
vivos. Aungue solo pocos microorganismos son patdgenos, el conocimiento de cada uno de

ellos es esencial para la medicina y otras ciencias e investigaciones relacionadas con la salud
y los alimentos (Tortora et al., 2007).

2.5.1 Escherichia coli

Escherichia coli es la especie mas representativa de los bacilos gramnegativos y se
encuentra predominantemente en la microbiota del aparato digestivo en la mayoria de
mamiferos y del hombre. Aunque la mayoria de cepas son inofensivas, algunas pueden llegar
a causar una grave enfermedad a través del consumo de alimentos contaminado con esta
bacteria, lo que la vuelve un blanco de estudio. Estas bacterias no generan esporas, la mayoria

son maviles y la mayor parte de ellas fermentan lactosa (Gibert, 2010; Puerta & Mateos,
2010).
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Tabla 3.
Taxonomia de Escherichia coli

Escherichia coli
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: E. coli

Fuente: (Gibert, 2010).

E. coli es la enterobacteria mas importante debido a la virulencia que presenta, ya que genera
patologias en los seres humanos. Su cubierta celular es de tipo didermo constituida de una
membrana citoplasmatica externa, formada por una capa de fosfolipidos con proteinas
intercaladas, y sobre esta membrana se sitla una capa fina de peptidoglicano. Entre ambas
capas se encuentra el espacio periplasmico, y hacia la parte externa de la bacteria se encuentra
una bicapa de fosfolipidos intercalada con lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas y porinas
(Hernéndez, 2010).

Figura 21. E. coli en Tincién Gram

Fuente: (Barrera, 2014).
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E. coli es un microorganismo patdgeno que al estar presente en el tracto digestivo y
al ser eliminado por las heces, se convierte en un indicador de contaminador fecal,
permitiendo determinar la sanidad de aguas y de alimentos, asi como control de estudios

epidemioldgicos (Larrea, 2013).

Esta bacteria flagelada es susceptible al efecto antibacterial de las nanoparticulas
metalicas, y con respecto a las nanoparticulas de plata se ha evidenciado una inhibicion
inmediata y persistente de E. coli. Se ha podido determinar que las Ag-NPs influyen sobre
las proteinas de membrana externa, la proteina peripladsmica de union al oligopéptido,
también sobre la lipoproteina de unién a D-metionina y la subunidad S6 del ribosoma 30S.
Ademas influye en el potencial de membrana generando casi una pérdida completa de potasio
celular y agotan el contenido de ATP, debido a la demanda de energia requerida para la
translocacion de precursores de proteinas de membrana durante el contacto con las

nanoparticulas de plata (Lok, 2006).
Para el crecimiento de esta bacteria se requiere:

1. Medio de cultivo: esta bacteria puede crecer en medio Agar Mueller-Hinton de forma
Optima si es cultivada a partir de un inéculo puro, y de esta forma aplicar el método
de difusion en disco Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014).

2. Temperatura: la temperatura 6ptima de crecimiento para esta bacteria es de 37 °C
(Amro, 2000).

3. Tiempo de incubacion: se estima que el tiempo de incubacion debe ser entre 18 y
24 horas (Larrea, 2013).

2.5.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria habitual en los seres humanos y animales en
la flora normal del tracto respiratorio y la piel, se considera un representante de los cocos

Gram positivos (Flores, 2014).
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Tabla 4.
Taxonomia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: S. Aureus

Fuente: (Gibert, 2010).

El estudio de S. Aureus es muy importante ya que se considera como la mas virulenta
de su especie, siendo la responsable de un amplio espectro de enfermedades que van desde
infecciones cutaneas hasta infecciones graves que amenazan la vida. Este microorganismo
posee pigmentacion amarilla asociada a patologias como pustulas, neumonia, meningitis y
artritis y es una de las causas principales de la formacion de los focos infecciosos en implantes
médicos (Flores, 2014).

S. aureus tienen 0.5 — 1 pum de diametro, su pared celular estd compuesta de
peptidoglicanos, acidos teicoicos o polisacaridos A, y proteinas de unién a la capa externa
del peptidoglicano como: proteinas fijadoras de coladgeno y de fibronectina, factor de
agregacion bacteriana y proteina A. En su estructura también posee una cépsula externa o

glucocalix (Borraz, 2006).

La colonizacion de esta bacteria es méas frecuente en un ambiente hospitalario,
sobretodo en pacientes que reciben hemodialisis, pacientes con diabetes tipo I, con lesiones
cuténeas, infectados con VIH y en pacientes adictos a drogas por via parenteral, por estos

motivos es muy importante combatirla (Borraz, 2006).
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Figura 22. S. aureus en Tincion Gram

Fuente: (Barrera, 2014).

Se ha evidenciado que S. aureus tiene una susceptibilidad a los efectos bactericidas
de las Ag-NPs, ya que al ser una bacteria Gram positiva tiene una pared celular constituida
por un heteropolimero que es un peptidoglicano llamado mureina, y también presenta acidos
teicoicos. La disposicion de estas moléculas de pared celular forman una capa permeable, lo
cual favoreceria el ingreso del material nanoparticulado y se generaria asi el efecto

antibacteriano (Paredes, 2011).
Las condiciones adecuadas para su crecimiento son:

1. Medio de cultivo: su crecimiento puede ser 6ptimo en medio Agar Mueller-Hinton
cultivada a partir de un indculo puro, con el fin de realizar analisis de difusion en
disco (CLSI, 2014).

2. Temperatura: la temperatura optima de crecimiento para esta bacteria es de 37 °C
(Feng, 2000).

3. Tiempo de incubacion: se estima que el tiempo de incubacion debe hasta 24 horas
(Borraz, 2006).
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2.5.3 Meétodo de difusion en agar con discos de Kirby-Bauer

El método de difusion en agar con discos basado en el trabajo de Bauer, Kirby y sus
colaboradores, es un método cualitativo que se ha caracterizado por ser facilmente
estandarizable y permitir el crecimiento de microorganismos no exigentes de rapido
crecimiento. Este método es uno de los recomendados por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), para determinar la sensibilidad de bacterias a los
antimicrobianos. Para la utilizacion de este método se necesita que el microorganismo de

estudio, esté previamente aislado y puro (Taroco et al., 2008; Garcia et al., 2000).

El antibiograma disco-placa consiste en colocar, directamente en la superficie del
medio de cultivo inoculado previamente con el microorganismo de estudio, discos
impregnados con el antimicrobiano. Una vez que el disco se ponga en contacto con la
superficie humeda del medio, este absorbe agua y de esta forma el agente antibacteriano se
difunde en la superficie del medio alrededor del disco, teniendo una difusion de forma radial

que va disminuyendo hacia la periferia del medio (Alvarado, 2012).

Trascurridas de 18 a 24 horas de incubacion de la bacteria, los discos apareceran
rodeados de una zona sin crecimiento bacteriano, llamado halo de inhibicion. El
comportamiento del halo de inhibicion se desarrolla por efecto de la concentracion de la
droga, sensibilidad bacteriana, coeficiente de difusién de la droga en el agar, tiempo y
temperatura de incubacion, pH, composicion del medio, profundidad del medio en las placas
y el tamafio del indculo. La lectura del antibiograma se realiza mediante la medicion de los
halos de inhibicion (Alvarado, 2012; Garcia et al., 2000).

Este método se realiza generalmente en Agar Mueller — Hinton, que es un medio de
cultivo aceptado por el comité de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para pruebas
de susceptibilidad de rutina de bacterias, ya que se puede obtener una reproducibilidad
adaptable lote a lote, posee una baja inhibicion de antibioticos, y ademas el crecimiento
bacteriano es satisfactorio para la mayoria de los patdégenos, lo que ayuda a la estandarizacion
entre los laboratorios (CLSI, 2014).
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El indculo se prepara segun la escala de McFarland, la cual es una serie de estandares
de turbidez que se utilizan como referencia para suspensiones bacterioldgicas y asi poder
conocer el nimero de unidades formadoras de colonias que van a ser inoculadas, la escala se
encuentra entre 0.5 hasta 10 UFC/mL. EIl patrén en la escala de McFarland para pruebas de

sensibilidad antimicrobiana como difusion en disco, es de 0.5 (CLSI, 2014).

2.5.3.1 Coeficiente de difusion de nanoparticulas de plata en el medio de cultivo

La técnica de difusion en agar es el método que se utiliza comiUnmente para
cuantificar la capacidad antibacterial de los nanomateriales. Los resultados se basan el en
modelo de difusion libre de antibidticos en el medio, los cuales generan halos de inhibicion
que pueden ser medidos. El coeficiente de difusion del antimicrobiano es muy importante
para determinar su alcance en el medio. Actualmente no existe un coeficiente de difusion (D)
de nanoparticulas de plata que esté establecido, pero puede ser calculado con la siguiente

ecuacion:

D kT
~ 3mnd(H)

donde d(H) es el diametro hidrodindmico, D es el coeficiente de difusion, k es la
constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y 7 la viscosidad dinamica. EI diametro
hidrodinamico se calcula con equipo de DLS, ya que otros equipos como el TEM determina
solo el diametro de la particula sin electrones o estructuras que estén en la superficie de la

nanoparticula (Guzman, 2015)
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Figura 23. Radio hidrodindmico determinado por DLS

Fuente: (Barrera & Guerrero, 2017).

El medio de cultivo Mueller — Hinton se comporta como un fluido no-newtoniano
reopéctico, en el cual aumenta su viscosidad con el tiempo y con la velocidad de deformacion
aplicada. Al aplicarse una fuerza, ésta conlleva a la formacion de enlaces intermoleculares
gue generan el aumento de la viscosidad y al retirar esta fuerza se destruyen los enlaces y
disminuye la viscosidad; por lo tanto la viscosidad del medio aplicada para encontrar D, sera

un viscosidad aparente (Cabrejos, 2011).
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3 CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 PARTICIPANTES
El desarrollo del proyecto se realizé bajo la direccion de Petrus Santa Cruz D” Amorim
Ph.D.y Alexis Debut Ph.D. y con la colaboracion de la Master Carolina Mojica, el Lic. Felipe

Souza y de Norma Buarque de Gusméo Ph.D.

3.2 ZONA DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en la Universidad Federal de
Pernambuco UFPE - Brasil, en el Laboratorio LANDFOTON, Laboratorio de
Nanodispositivos Fotonicos donde se realizan investigaciones para la produccion de
nanomateriales bioinspirados en mejorar la calidad de vida de los seres humanos, en
colaboracion con el laboratorio del Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT)

de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

Tabla 5.
Ubicacion del sitio experimental

Pais Brasil

Regién Nordeste

Estado Pernambuco

Ciudad Recife

Barrio Cidade Universitaria
Sitio UFPE, LANDFOTON
CEP 50670-901

Fuente: (Prefectura de Recife, 2017).
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3.3 REVISION BIBLIOGRAFICA

El desarrollo investigativo se inicid con una revision bibliogréfica en el area de
métodos de sintesis e inmovilizacion de nanoparticulas y sus aplicaciones, también se analizé
el tipo de sustrato de impresion que se utilizara junto con su analisis ecotoxico, asi como los
parametros de impresion adecuados. Finalmente se considerd las especies bacterianas que se
utilizarian para comprobar el efecto antibacteriano del dispositivo. Toda la revision se realizo

en bases de datos en inglés, espafiol y portugués.

34 MATERIALES Y REACTIVOS

Se especifican los materiales, reactivos y equipos utilizados de la investigacién. En la
Tabla 6 y en la Tabla 7 se encuentra la contribucion por parte de LANDFOTON, Laboratorio
de Nanodispositivos Fotonicos de la Universidad Federal de Pernambuco UFPE y del
Laboratorio de Caracterizacion de Nanomateriales del Centro de Nanociencia y
Nanotecnologia CENCINAT.

Tabla 6.
Aporte de LANDFOTON (materiales, equipos y reactivos).

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS PROVISTOS POR

LANDFOTON
EQUIPOS
item Detalle Cantidad
1 Hot Plate 1

Microondas CEM Discover monomode

Termdmetro automatico

Lampara de luz blanca

o O | W DN

1
1
Luximetro 1
1
1

Balanza analitica




7 Impresora Dimatix Materials Printer™ 1
8 Espectrofotémetro UV-VIS 1
9 pHmetro 2
10 Camara de flujo laminar vertical 2
11 Estufa 1
12 Incubadora 1
13 Escalimetro digital 1
14 Ultrasonido UNIQUE® 1
MATERIALES
15 Matraz Erlenmeyer 50 mL 1
16 Bal6n 1000 mL 1
17 Pipeta 5 mL 1
18 Pipeta 10 mL 1
19 Agitador magnético 2
20 Tubo de ensayo 10 mL 5
21 Gradilla para tubos de ensayo 1
22 Espatula 5
23 Vidrio de reloj 2
24 Acetato de celulosa
25 Placa de microtitulacion de 24 pocillos 1
26 Pinza 2
27 Tijeras 2
28 Perforadora sacabocados 1
29 Caja petri plastica estéril 6
30 Botella 10 mL 6
31 Papel parafilm
32 Papel aluminio
33 Papel toalla
34 Celda de cuarzo 1
35 Vaso precipitacion 1000 mL 2
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36 Piseta 2
37 Portaobjetos 2
38 Micropipeta 1000 mL 1
39 Micropipeta 100 Ml 1
40 Caja de puntas para micropipeta 1000 mL 1
41 Caja de puntas para micropipeta 100 mL 1
REACTIVOS
42 Nitrato de plata
43 Citrato de sodio
44 Borohidruro de sodio
45 N,N-dimetilformamida
46 Polivinilpilorridona
47 Etanol
48 Etilenglicol
49 Agua destilada
50 Sal en grano
51 Alcohol isopropilico
52 Polivinilbutiral
MATERIAL BIOLOGICO
53 Huevos de Artemia franciscana
54 Cepa pura de Escherichia coli
55 Cepa pura de Staphylococcus aureus

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Tabla 7.

Aporte de CENCINAT (materiales, equipos y reactivos).

CENCINAT

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS PROVISTOS POR

EQUIPQOS

item

Detalle

Cantidad

49



1 Hot Plate 2
2 Espectrofotdmetro UV-VIS 1
Equipo de Rayos X
3 PANalytical Empyrean 1
Equipo de Dispersion Dindmica de Luz
HORIBA LB-550 Dynamic Light Scattering
4 Nanoparticle Size Analyzer 1
Microscopio Electronico de Transmision
5 FEI-TECNAI G20 SPIRIT TWIN 1
Microscopio Electronico de Transmision y Barrido
6 Tescan MIRA 3 FEG SEM 1
MATERIALES

7 Papel parafilm

8 Papel aluminio

9 Papel toalla

10 Celda de cuarzo 1

11 Piseta 1

12 Portaobjetos 2

13 Tubo Eppendorf 2 mL 16

14 Micropipeta 100 mL 1

15 Caja de puntas para micropipeta 100 mL 1

16 Filtro de 0,2 um 2

17 Jeringa 10 mL 2
REACTIVOS

18 Agua destilada

19 N,N-dimetilformamida

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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3.5 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

3.5.1 Meétodo quimico

Para la sintesis de Ag-NPs (Q) en disolucién coloidal se realiz6 una fusion entre el
método de Lee-Meisel y el método de Creighton hasta estandarizar un nuevo protocolo.
Como ya fue mencionado anteriormente, el método de Creighton permite la obtencién de
Ag-NPs mediante la reduccion del AgNOs con NaBHa, y el método de Lee-Meisel usa como
precursor metalico al AGNOz y como agente reductor al CeHsNazOv, sin embargo estos dos
métodos por separado requieren mayor estabilidad, por lo que para este trabajo de
investigacion se utiliz6 NaBHs como agente reductor y CsHsNasO; como agente

estabilizante.

Siguiendo esta modificacion se colocd en agitacion constante 25 mL de NaBH4 3 mM
(2.8 mg de NaBH4en 25 mL de agua destilada) en un matraz Erlenmeyer de 100 mL, a esta
solucidn se adicion6 10 mL de AgNOz 1 mM (8.5 mg de AgNOz en 50 mL de agua destilada)
en una velocidad de una gota por segundo, y se observé el color amarillo caracteristico de las
Ag-NPs. Seguidamente se goteo a la misma velocidad 5 mL de CsHsNazO7 0.05 M (0.32 ¢
en 25 mL de agua destilada) para estabilizar las nanoparticulas sintetizadas. Finalmente se
afiadi6o 200 puL de PVP 3% p/v (0.75 g de PVP en 25 mL de agua destilada) como un agente
estabilizante adicional, en velocidad de una gota por segundo como se muestra en la Figura
24. Toda la reaccion se realiz6 a temperatura ambiente. El coloide obtenido se vertié en
frascos ambar de 10 mL cubiertos de papel aluminio para evitar la fotosensibilidad de la

disolucién coloidal.



! AgNQO3 2 CeHsNa3zO7 3 PVP
%// OM 3M

NaBH4 Ag-NPs (Q)
3 mM
T W « W

Figura 24. Sintesis de nanoparticulas de plata por método quimico.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

3.5.2 Meétodo de irradiacion por microondas

En este método de sintesis se colocd 5 mL de DMF como agente reductor en un tubo
de ensayo de 10 mL, se adicioné 1 mL de AgNOs 4 mM (17 mg de AgNOzen 25 mL de agua
destilada) como precursor metalico, y el agente estabilizante que se utilizé fue 200 pL de
PVP 3% p/v (0.75 g de PVP en 25 mL de agua destilada), como se resume en la Figura 25.
La reaccion de sintesis se realiz6 en el microondas CEM Discover monomode a una
temperatura de 90 °C, con potencia de 150 W y presion de 250 Psi, por un tiempo de 30
segundos en agitacion constante. El coloide de Ag-NPs (M) obtenido se vertié en frascos
ambar de 10 mL, previamente cubiertos con papel aluminio para evitar una reaccion de

fotosensibilidad y se los almaceno a temperatura ambiente.
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1 2 4
AgNO3 PVP
4 mM 3% p/v

3

Microondas
Ag-NPs (M)

==,

DMF

Figura 25. Sintesis de nanoparticulas de plata por irradiacion microondas.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

3.6 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS SINTETIZADAS

3.6.1 Analisis por espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-VIS)

El anélisis espectroscdpico se realiz6 directamente de las muestras sin diluir de las
nanoparticulas obtenidas por sintesis quimica, y de las nanoparticulas sintetizadas por

irradiacion de microondas.

3.6.2 Anadlisis de Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La Dispersion Dinamica de Luz se llevd a cabo en el equipo HORIBA LB-550
Dynamic Light Scattering Nanoparticle Size Analyzer, con las muestras filtradas con un filtro

de 0,2 um para realizar el analisis del total nanoparticulas y de hasta de 200 nm de tamafio.
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3.6.3 Anadlisis por Difraccion de Rayos X (XRD)

Este andlisis se realizd en el equipo PANalytical Empyrean, a partir de las muestras
filtradas colocando capas de muestra sobre placas portaobjetos, la adicién de cada capa se
realizé tras la evaporacion del solvente de la capa anterior a temperatura de 60 °C como

indica la Figura 26.

1 2
4 ,\i\’
* 60°C O * 60°C O (- 60°C O)

Ag -NPs

Ag-NPs (Q)

| Ag-NPs (M)

Calentamiento (60°C)

Figura 26. Preparacion de la muestra para el andlisis por Difraccion de Rayos X.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

3.6.4 Analisis de Microscopia Electrénica de Transmision y Barrido (STEM) y de
Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La evaluacion microscopica de las nanoparticulas obtenida en los equipos SEM
Tescan MIRA 3 FEG SEM y TEM FEI-TECNAI G20 SPIRIT TWIN, también se realizé de

las muestras filtradas con un filtro de 0.2 pum, y se analizaron mediante el software de analisis
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desarrollado por Carlos Arroyo Ph.D., Director del laboratorio de Caracterizacion de
Nanomateriales del CENCINAT vy profesor de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE
(Arroyo et al., 2016).

3.7 ANALISIS ECOTOXICO DEL POLIMERO POLIVINILBUTIRAL Y DEL
SOPORTE DE IMPRESION

3.7.1 Preparacion del polimero por evaporacion

La matriz polimérica en los compdsitos se realizd6 mediante la adicion de 6 mg del
polimero PVB en 10 mL de etanol en un matraz de 50 mL, e inmediatamente someter a la
mezcla a ultrasonido UNIQUE® por 30 minutos a temperatura de 50 °C para su disolucién.
Posteriormente para agilizar la evaporacion del solvente se coloco en agitacion a 60 °C por
2 minutos, y se vertio la solucién en soportes de silicon en la estufa a 100 °C, lo que gener6

la formacidn del polimero después de aproximadamente 5 h como se resume en la Figura 27.

4
oy
U U Estufa O
309?225 (100°c)  Polimero
e silicon formado

Polimero
liquido

Polimero formado Soporte de silicon

Figura 27. Preparacion del polimero por evaporacion.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017



3.7.2 Eclosién de Artemia franciscana

Se prepard agua salina al 35% de concentracion, agregando 35 g de sal en grano en 1
L de agua destilada en un balon de 1000 mL, y se agité manualmente con vigorosidad hasta
conseguir la disolucién de la sal. Se determind un pH 8.9, valor que se encuentra dentro del

rango Optimo para el crecimiento de los individuos.

En una incubadora Artemio JBL se adicion6 50 mg de huevos de A. franciscana en
500 mL de la solucion salina preparada para iniciar su eclosion, manteniendo temperatura
constante de 26 + 1 °C mediante aireacion acondicionada, y con ayuda de una ldmpara de luz

blanca se expuso a los organismos vivos a 1000 lux de iluminacién.

Todas las condiciones se conservaron por 48 horas, y al término de este tiempo se
evidenci6 eclosion de los huevos de A. franciscana. Finalmente los individuos eclosionados
se vertieron en placas Petri estériles, y se tomaron con una pipeta Pasteur para llevarlas a las
placas de microtitulacion, en cada pocillo se coloc6 1 mL de solucion salina y 5 artemias,

como se resume en la Figura 28.

Salen
grano

Agua destilada

Pipeta Pasteur

Placa Petri

pHmetro

pH=89

/

| 111

” Placa de

microtitulacion

A franc:sca /

Y

Incubadora
Artemio JBL

57

Pocillo
(5 artemias)

Incubadora

Artemio JBL R

Motor de
aireacion

Figura 28. Proceso realizado para la eclosion de Artemia franciscana.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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3.7.3 Test ecotoxico en Artemia franciscana

El anélisis ecotoxico del soporte de impresion se realizé al exponerlo a A. franciscana
viva. El test del AC (esterilizado con alcohol al 70%) y del polimero, se efectud en funcion

del tamafio y del peso del disco del material de analisis.

Los discos fueron obtenidos mediante una perforadora sacabocados estéril. Cada
disco de AC tuvo un peso aproximado de 1 mg. Como se muestra en la Figura 29, se
distribuyé 1, 2 y 3 discos con ayuda de una pinza estéril dentro los pocillos con 5 artemias
en la placa de microtitulacion. De la misma forma cada disco de polimero PVB peso6 0,4 mg
aproximadamente, y se realizaron las mismas evaluaciones. Cada ensayo fue controlado por

dos blancos, en los cuales solamente se colocé 5 artemias.
Se conservaron los mismos pardmetros de la eclosion de Artemia franciscana:

e Concentracion salina: 35%

pH: 8.9
Temperatura constante: 26 + 1 °C

lHluminacion: 1000 lux

La cuantificacion de supervivencia y mortalidad de Artemia franciscana en contacto
con el AC y PVB, se realiz6 mediante la cuantificacion de organismos vivos y muertos con

respecto a los individuos blanco durante 24 horas.

Perforadora 1000 lux

sacabocados

Discos A
L 5 artemias 5 artemias S5 artemias
Placa Petri 1disco  2discos 3 discos Placa de

microtitulacién

Figura 29. Proceso realizado para el test ecotdxico del acetato de celulosa y del

polimero PVB en Artemia franciscana.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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3.8 IMPRESION DE LAS NANOPARTICULAS Y DE LOS NANOCOMPOSITOS
POLIMERICOS

3.8.1 Analisis de afinidad solvente de impresion - material de impresion

Inicialmente se realizd pruebas de combinacion de las nanoparticulas sintetizadas por
ambos métodos, con etanol y etilenglicol como solventes de impresion, para determinar la
afinidad del solvente con las NPs al ponerlas en contacto directo, y asi ver si la combinacién
de estos materiales es estable. Se realizo 7 diferentes relaciones de concentracion solvente —

material iniciando desde 1 mL de fluido, como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8.
Relaciones de concentracion solvente — material de impresion, con respecto a las Ag-
NPs (Q) (obtenidas por método quimico y Ag-NPs (M) (obtenidas por irradiacion

microondas)

Material de impresion
Siﬂ‘éiggfé‘?]e Ag-NPs (Q) | Ag-NPs (M)
11 11
1:2 1:2
1:3 1:3
Etanol 2:1 2:1
2:3 2:3
31 31
3:2 3:2
11 11
1:2 1:2
Etilenglicol L3 13
2:1 2:1
31 31
2:3 2:3 1
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3:1 3:1
3:2 3:2

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

La preparacion del polimero se realizé con etanol, por lo tanto se observo la afinidad

del solvente etilenglicol con el polimero PVB preparado como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9.

Relaciones de concentracion solvente - PVB

Material de impresion

Solvente de

. - PVB preparado en etanol
impresion

1:1
1:2
1:3
2:1
3:1
2:3
3:1
3:2

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Etilenglicol

3.8.2 Fijacion de parametros e impresion de nanoparticulas sintetizadas mediante

el método quimico.

En la preparacion previa a la impresion de Ag-NPs (Q) se ubico el soporte de AC
esterilizado con alcohol al 70% y se fijé a la superficie de la impresora con cinta adhesiva. A
continuacion se colocé 1.5 mL de la muestra filtrada en el cartucho y se limpio
cuidadosamente la superficie de los eyectores del cartucho de impresion, con alcohol
isopropilico usando una pipeta Pasteur. Finalmente utilizando el software Dimatix Drop

Manager se asegur0 el cartucho dentro de la impresora DMP™, mediante la herramienta
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Replace Cartridge, y se realiz6 una primera limpieza de la superficie de los eyectores del
cartucho de impresion, usando la almohadilla de limpieza Cleaning Pad.

Por otro lado, en la impresion de Ag-NPs (M) / PVB, tras la colocacion del soporte
de impresion esterilizado con alcohol al 70% vy fijado a la superficie de la impresora con cinta
adhesiva, se prepar6 una mezcla de concentracion 1:1 entre el polimero PVB y las Ag-NPs
(M) para formar el nanocomposito polimérico. Seguidamente se coloc6 1.5 mL de la mezcla
en el cartucho, y se limpio cuidadosamente la superficie de los eyectores como se menciona

anteriormente con alcohol isopropilico con ayuda de una pipeta Pasteur.

A continuacion se selecciono el patron de impresion mediante la herramienta Select Pattern,
donde se escogio el disefio de impresion en el cual se establecio tres nimeros diferentes de
capas: 5, 15 y 30 para ambos fluidos. Ademas el tiempo de secado designado entre cada capa

que fue de 5 minutos, como indica la Figura 30.

Subsrate | Pacement/Ting | Retesence Poet

oy | amme | e || Nimero de capas
{ 6B "'-,' 2000 - S L3 ]
|.. ¥ Head bl ‘.| Gee No‘n';-_o_:!‘n et )
%m0/ [0 - (6]
TN\ Erathe ~ T Tiempo de secado
~ Dimensiones del disefio de impresion ___entre capa y capa

Ful it | Zoom Pan Tied Prevew W Use Relecance Pont

Inera)

Figura 30. Seleccion del Patron de Impresion

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Posteriormente se ajusto la técnica al vacio en la herramienta Load/Unload Sustrate
con la finalidad de evitar que el soporte de AC tenga movimiento durante la impresion,
garantizando una mayor calidad del dispositivo impreso. En esta herramienta también se
puede modificar la temperatura a usar durante el proceso, sin embargo la impresion se realizo
a temperatura ambiente para evitar problemas de aglomeracion de las Ag-NPs, como se
resume en la Figura 31.

= Dimatix Drop Manager

Temperatura

Figura 31. Herramienta Load/Unload Sustrate

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Los pardmetros de impresion se establecieron con la herramienta Print Set-up, dentro
de la cual se encuentran las opciones Cartridge Settings y Drop Watcher. En el interior de la
primera esta la herramienta Waveform que cuenta con la opcion Firing Voltage, donde se
fijo el diferencial de potencial eléctrico de 18 Volts (Ag-NPs (Q)) y 20 Volts (Ag-NPs (M) /
PVB) para los 16 eyectores del cartucho de impresion y asi obtener una correcta relacion

entre el volumen y forma de la gota sin turbulencia, como indica la Figura 32.

"'; LA AR AR R R AR E R A2
{h"lp-u‘--.-nonla:—:‘. -

~ ( Load / Unload &3‘
| Substrate | setup

Select the cartridge settings.

Print Pattenm:
[ Oimatsc Amenns
Substrate Settings:

[Thcknessfnmcmml [ o0 3 Vacuum
¥

emgperature [degrees C) I——E @@

Cartridge Settings:

2 Caticion Setsrgs S'hd’ Eait ’

Figura 32. Herramienta Print Set-up

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

La opcién Select Waveform permite seleccionar una curva de calibracion creada o
editar una nueva curva de calibracion, por lo tanto se edit6 por separado las nuevas curvas de
calibracién especifica tanto para el fluido con Ag-NPs (Q) y para Ag-NPs (M) / PVB con la
herramienta Waveform Editor, tomando en consideracion:
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1. Ajuste de la base del diferencial de potencial eléctrico del fluido sin flujo.

2. Ajuste de la base y pendientes de llenado de la antecamara de goteo.

3. Ajuste de la base y pendientes para el aumento del diferencial de potencial
eléctrico que da inicio a la eyeccion del fluido.

4. Ajuste de la base y pendientes para la disminucion controlada del diferencial de
potencial eléctrico, que garantiza la formacion de la gota con turbulencia minima

y la finalizacion de la eyeccion del fluido.

En esta herramienta también se fijé la frecuencia maxima de goteo de 23 kHz para el control
de la vibracion de los actuadores piezoeléctricos tanto para Ag-NPs (Q) y para Ag-NPs (M)
/ PVB, como se muestra en la Figura 33.

Waveforn | Cartridge | Cleaning Cycles |
Select \Waveform -

l [wave fom - PVB-Ag NP %

(~Jetting Voltage: ——————————
| i Adjust All

Reset ‘ Increment ‘1031 Voits ﬂ

1 2 3 4

{20.00=] [20.00=1 |2000=] |20.00=
5 3 7 8

(0004 (0003 [20003 [0 |
i 10 1n 2.

120004 [2000= 2000 {2000
12 14 15 16

{2000=] [2000=] |2000- 200024

Tickle Control
Enabled  Frequency: 23 kHz
I ¢

Figura 33. Fijacion la frecuencia maxima de goteo y el control de la vibracion de los

actuadores piezoeléctricos

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Dentro de la herramienta Cartridge Settings también se encuentra la opcidn
Cleaning Cycles, donde se programd una limpieza de la superficie de los eyectores del

cartucho cada 10 segundos, con un tiempo de purga de 2 segundos como se muestra en
la Figura 34.

rj&iﬂ“'Nttlxv«; : e

Editing: Gz - FVE-ag NP |
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While ldle ————————————

[ide

Run every:

Figura 34. Opcion Cleaning Cycles

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Finalmente con la herramienta Drop Watcher se visualiz6 el goteo y se verifico
que el diferencial de potencial eléctrico aplicado fue el adecuado, dando paso al inicio
de la impresion como indica la Figura 35.

La impresion de cada fluido (Ag-NPs (Q) y Ag-NPs (M) / PVB) se realizé por
separado debido a que la impresora solo acepta un cartucho a la vez. Las impresiones se
Ilevaron a cabo en oscuridad para evitar la degradacion fotosensible de las Ag-NPs y
posteriormente se retird los dispositivos impresos, los cuales se colocaron en un lugar

oscuro y fresco para concluir con su secado.
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Figura 35. Herramienta Drop Watcher

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Figura 36. Resumen del proceso de impresion

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

3.9 ANALISIS DEL EFECTO BACTERICIDA DE LOS DISPOSITIVOS
IMPRESOS EN Escherichia coli Y Staphylococcus aureus.

3.9.1 Preparacion de los dispositivos impresos

Se obtuvo discos a partir de los dispositivos impresos sobre el AC como soporte de
impresion, con el fin de realizar posteriormente el test antibacteriano por difusion en agar.
Los discos fueron obtenidos con ayuda de una perforadora sacabocados y una pinza esteril,
la perforacion se realizo de forma en que el material impreso se mantuvo intacto sin contacto
con ningun objeto. Se perforaron 5 discos para cada tratamiento como se muestra en la Tabla

10 y se clasificaron en cajas Petri estériles como indica la Figura 37.



Tabla 10.

Distribucion de discos para cada tratamiento con las bacterias seleccionadas
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Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

E. coli S. aureus
AG-NPs (Q) Ag-NPs (M) / AG-NPs (Q) Ag-NPs (M) Total
-NPs -NPs
’ PVB : /| PVB parcial
Blanco Acetato ) ) ) ) )
5 discos 5 discos 5 discos 5 discos 20 discos
de celulosa (CAE)
Acetato con
polimero impreso ] ] )
- 5 discos - 5 discos 10 discos
5 camadas
(CB5)
Acetato con
polimero impreso _ ) )
- 5 discos - 5 discos 10 discos
15 camadas
(CB15)
Acetato con
polimero impreso _ ) )
- 5 discos - 5 discos 10 discos
30 camadas
(CB30)
5 capas impresas 5 discos 5 discos 5 discos 5 discos 20 discos
15 capas _ _ ) ) )
_ 5 discos 5 discos 5 discos 5 discos 20 discos
impresas
30 capas ) ) ) ) )
_ 5 discos 5 discos 5 discos 5 discos 20 discos
impresas
Total 110 discos




Ag-NPs Perforadora
impresas
sacabocados
Pinza Q& ’\S‘/ N\
\
Discos .,
Placa
Petri

Figura 37. Obtencion mediante perforacion de los discos con material impreso.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

3.9.2 Preparacion del estandar 0.5 del nefelometro de McFarland
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La escala que utilizada fue de 0.5 que corresponde a la concentracion de 1.5 x 10°

UFC/mL, para lo cual se colocd 0.5 mL de una solucion de bario al 1% (1 g de bario en 100

mL de agua destilada) en un tubo de ensayo de 10 mL y se adicion6 9.5 mL de una solucion

de &cido sulfurico al 1% (1 mL de H.SO4 en 100 mL de agua destilada). Al medir la turbidez

del nefelémetro de McFarland por densidad Optica en el espectrofotometro a 625 nm, se

obtuvo una absorbancia de 0.09, como se observa en la Figura 38.

1 2
Kﬂé piv <04 1% viv

3 5

4
U Espectrofotémetro U

Turbidez 1,5 x 109 UFC/mL|
0,5 McFarland

Figura 38. Preparacion del estdndar 0.5 del nefelémetro de McFarland que equivale a
1.5 x 10° UFC/mL.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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3.9.3 Preparacion de los indculos bacterianos

La preparacion de los indculos bacterianos de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus se realizaron y ajustaron a la escala de McFarland preparada previamente.
Inicialmente se prepar0 una solucion de 6.5% p/v (65 g de medio en 1000 mL de agua
destilada) de medio Mueller-Hinton en un matraz Erlenmeyer de 1000 mL, dicha mezcla se
coloco en agitacidn constante a 60 °C para posteriormente se agreg6 20 g de agar. El medio
preparado se autoclavd a 15 psi de presion a 121 °C. A continuacion, dentro de la camara de
flujo laminar, se vertio el medio de cultivo listo en las cajas Petri previamente autoclavadas

en un volumen de 25 mL por caja y se esperd a su solidificacion.

Se realiz6 una primera siembra bacteriana de cada microorganismo por separado, para
obtener las bacterias puras en el medio de cultivo Mueller-Hinton preparado anteriormente.
Se cultivo de manera uniforme con ayuda de un hisopo en toda la superficie de la caja Petri,
y se incubd por 24 horas a 37 °C. Posteriormente se tom6 material bacteriano a partir de
colonias puras y se realizé una dilucién en 10 mL de una solucion salina de NaCl 0.9% (0.45
g de NaCl en 50 mL de agua destilada) hasta llegar a la turbidez deseada de 05 en la escala
de McFarland, como resume la Figura 39.

1 Medio 2 4
Mueller-Hilton Agar

3

Autoclave

15 psi;121°C
— = IS —|
Placas Petri
Agua destilada
] ]
5 ‘“ ﬂ 7 8 9
E. coli | | S. aureus Colonia Asa de

U i bacteriana | Siembra
S U U
Siembra _—
con hisopo Incubadora U -
24137 °C Turbidez 1,5 x 10° UFC/mL
NaCl 0,9% McFarland
Placas Petri

Figura 39. Preparacion de los indculos bacterianos segun el estandar 0.5 del

nefelémetro de McFarland que equivale a 1.5 x 10° UFC/mL.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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3.9.4 Medicion de la viscosidad aparente del medio de cultivo Mueller-Hinton —

Agar

Se realiz6 diluciones del medio de cultivo, para ello recalentd el medio de cultivo en
un matraz Erlenmeyer a 60 °C, con agitacion constante hasta llegar a su estado liquido, se
afor6 el medio en una probeta de acuerdo a la alicuota necesaria, y a continuacion se colocé
en un vaso de precipitacion y se adiciond agua en agitacion constante y 60 °C de temperatura,
finalmente se realizo las mediciones en el viscosimetro de Brookfield, como indica la Figura

40, y de esta forma se llego a las concentraciones que se indican en la Tabla 11.

5

Viscosimetro de Brookfield

1 2 3 4

Medio

Medio Mueller-Hinton - Agar Agua destilada
Mueller-Hinton - Agar
Medio diluido

Mueller-Hinton - Agar

%l [Sages
S
O
g| S
(s]
O)

Probeta

Figura 40 . Medicion de la viscosidad aparente del medio de cultivo Mueller-Hinton -

Agar.
Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Tabla 11.
Concentraciones obtenidas de medio de cultivo

Concentraciones . _ ) )
Ecuacion aplicada | Concentraciones finales

iniciales
Cwm-H=0.5% p/v
Cagar = 0.154 % p/V
Cwm-H =6.5% p/v CvH=1%plv
=20 CixVyp =0Cy*V, = 0
CAgar - 2 A) p/V CAgar - 0308 /0 p/V

CmHu=15%plv
CAgar =0.462 % p/V

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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3.9.5 Test de inhibicién bacteriana

Se procedio6 a sembrar los microrganismos Escherichia coli y Staphylococcus aureus
en las cajas Petri donde previamente se vertio el medio preparado. Se tomd E. coli de la
dilucion salina con ayuda de un hisopo y se realizo la siembra en toda la superficie de la caja
Petri. A continuacion con ayuda de una pinza estéril se coloco los discos sobre la superficie
de la siembra, de forma que el material impreso tenga contacto directo con la bacteria y se
realizd el mismo procedimiento con S. aureus. Las cajas selladas con parafilm se incubaron
a 37 °C por 24 horas.

Después del tiempo de incubacion se realizd la medicion de la inhibicion generada
por los discos de dispositivos impresos con Ag-NPs (Q) y con Ag-NPs (M) / PVB, la

medicion se realiz6 con un escalimetro digital.

[ Siembra i?‘lg-rgspass . 5 Halo de
\ con hisopo P ‘ Incubadora inhibicion
H % 37°C:;24h

U s "

Bacteria Discos Escalimetro
NaCl 0,9% Y dagttal
' Placa Ag-NPs
Petri (superficie inferior)

Figura 41. Test de inhibicion bacteriana en E. coli y S. aureus.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

3.10 ANALISIS ESTADISTICO

3.10.1 Supervivencia de Artemia franciscana

3.10.1.1 Disefo experimental

En disefio experimental que se aplicd en un disefio factorial 2X3 ya que se evaluara la

combinacion de dos niveles: Tipo de material (PVB y AC) y Concentraciones de ambos. El
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PVB se evalud en tres concentraciones diferentes: 0.4, 0.8 y 1.2 mg/mL, mientras que el AC
seevalubal, 2 y3mg/mL. En la Tabla 12 se indica la matriz con el arreglo factorial 2X3.

3.10.1.2 Tratamientos

Se llevo a cabo seis tratamientos (2X3) debido a la combinacién de los niveles mencionados.

Tabla 12.

Tratamientos en la fase de supervivencia en Artemia franciscana

Tratamiento | Tipo de material Concentracion del material (mg/ml)
T1 PVB 0.4
T2 PVB 0.8
T3 PVB 1.2
T4 Acetato 1
T5 Acetato /
T6 Acetato 3

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

3.10.1.3 Repeticiones

Como se menciono anteriormente, para este ensayo se realizo cinco repeticiones para

cada tratamiento con dos controles.

3.10.1.4 Variables

Variable de respuesta: La variable de respuesta la supervivencia que presenten las
artemias en contacto con los diferentes materiales y sus concentraciones, para lo cual se

necesitd de lupas para contar los individuos que han muerto.
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3.10.1.5 Modelo estadistico

Para un modelo a x b tratamientos que se replican n veces, el disefio se establecio

por:
Yije = o+ ai + B + (aB)ij + €iji
i=12,.a4j=12,..bkl,2,..n

Donde p es la media general, a; es el efecto debido al i -€simo nivel del factor A, f; es el
efecto del j -ésimo nivel del factor B, (af);; representa al efecto de interaccion en la
combinacion ij y ijk y & es el error aleatorio que se supone sigue una distribucion normal
con media cero y varianza constante a%(N(0, %)) y son independientes entre si.

Para las variables descritas, la evaluacion se realiz6 a las 24 horas de contacto entre los

materiales y las artemias. El andlisis estadistico se efectué con un analisis de varianza
(ANOVA).

3.10.1.6 Error aleatorio y error experimental

Se considerd error aleatorio a la variabilidad producida por: temperatura, luz y
aireacion. El error experimental se considerd debido a la manipulacion de los individuos

durante el proceso por parte de las investigadoras.

3.10.1.7 Andlisis

El analisis de los resultados se Ilevo a cabo en el programa estadistico IBM SPSS®

(Student vertion).

3.10.1.8 Interpretacion

Los resultados se interpretaron con el fin de crear el dispositivo més favorable posible,

es decir, que pueda ser confiable e inocuo con respecto al soporte y polimero utilizados.
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3.10.1.9 Conclusiones

De acuerdo con la supervivencia de las artemias en contacto con los materiales, se
pudo determinar la toxicidad de éstos, y asi indicar si los dispositivos son aptos para usarse

en alguna industria sin generar toxicidad.

3.10.2 Test de inhibicién bacteriana

3.10.2.1 Disefio experimental

En disefio experimental que se aplicd en un disefio factorial 2X3 para la evaluacion
de la combinacion de dos niveles: Tipos de bacterias y Nimeros de capas de impresion para
las Ag-NPs (Q). Se evaluaron dos factores de tipo cualitativo: Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, frente a tres factores cuantitativos segun el nimero de capas de impresion
de cada dispositivo: 5, 15 y 30 capas de impresion con Ag-NPs (Q). En la Tabla 12. A se

indica la matriz con el arreglo factorial 2X3 descrito.

Para los nanocompasitos poliméricos formados de Ag-NPs (M) / PVB, de igual forma
se utiliz6 un disefio factorial 2X3 para evaluar la combinaciéon de dos niveles: Tipos de
bacterias y Numero de capas de impresion. Los dos factores de tipo cualitativo son S. aureus
y E. coli y estos se evaluaron frente a tres factores cuantitativos referidos al nimero de capas
de impresion por dispositivo: 5, 15 y 30. En la Tabla 12. B se indica también la matriz

factorial 2X3 explicado.

3.10.2.2 Tratamientos

Se llevd a acabo seis tratamientos (2X3), debido a la combinacion de niveles segun
tipo de bacteria y el nimero de capas de impresion con Ag-NPs (Q) (Tabla 13. A), y seis
tratamientos (2X3) determinados también por la combinacion del tipo de bacteria y el nUmero

de capas de impresién Ag-NPs (M) / PVB, como indica la Tabla 13. B.



Tabla 13.

Tratamientos en la fase de inhibicion bacteriana

soporte de impresion

(A) Dispositivo con Ag-NPs (Q) impresas sobre acetato como

Tratamiento

Tipo de bacteria

NuUmero de capas

T1 E. coli 5
T2 E. coli 15
T3 E. coli 30
T4 S. aureus 5
TS5 S. aureus 15
T6 S. aureus 30

(B) Dispositivo con Ag-NPs (M) /PVB impresas sobre acetato

como soporte de impresion

Tratamiento

Tipo de bacteria

NUmero de capas

Tl E. coli 5
T2 E. coli 15
T3 E. coli 30
T4 S. aureus 5
TS5 S. aureus 15
T6 S. aureus 30

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

3.10.2.3 Repeticiones
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Para el ensayo de la actividad antibacteriana de los dispositivos impresos con Ag-NPs

(Q) y con Ag-NPs (M) / PVB, se realiz6 cinco repeticiones para cada tratamiento, incluyendo

un control que son los discos de acetato de celulosa puro esterilizado con alcohol al 70%,

para Ag-NPs (Q) y para Ag-NPs (M) / PVB se uso los discos de acetato de celulosa puro

esterilizado con alcohol al 70%, y los discos de polimero PVB.
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3.10.2.4 Variables

Variable de respuesta: La variable de respuesta fue el halo de inhibicion bacteriano
generado, por cada dispositivo impreso segun el nimero de capas de impresion, en cada tipo

de bacteria.

3.10.2.5 Modelo estadistico

Se realizé el mismo modelo estadistico para el test de ecotoxicidad con Artemia
franciscana. En este caso, la evaluacion se realiz6 a las 24 horas de inoculacion de las
bacterias con los dispositivos. El analisis estadistico consistié en efectuar un analisis de
varianza (ANOVA).

3.10.2.6 Error aleatorio y error experimental

Se consideré como error aleatorio a la variabilidad producida por: temperatura y luz.
El error experimental se consider6 debido a la siembra de los microorganismos durante el

proceso por parte de las investigadoras.

3.10.2.7 Andlisis

El analisis de los resultados se llevé a cabo en el programa estadistico IBM SPSS®
(Student vertion).

3.10.2.8 Interpretacion

Los resultados se interpretaron con el fin de determinar el dispositivo con el mejor
efecto bactericida, observado en relacion con el nimero de capas de impresion y con el tipo

de microorganismo bacteriano.
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3.10.2.9 Conclusiones

De acuerdo con la inhibicion bacteriana obtenida, se determiné el mejor dispositivo

con efecto antibacterial en relacion al nimero de capas de impresion y al tipo de bacteria.

3.11 HIPOTESIS
3.11.1 Hipdtesis para la Supervivencia de Artemia franciscana

Ho: Existe influencia en la supervivencia de Artemia franciscana frente al contacto

con el polimero PVB vy el soporte de impresion AC en diferentes concentraciones.

Hi: No existe influencia en la supervivencia de Artemia franciscana frente al contacto

con el polimero PVB y el soporte de impresion AC en diferentes concentraciones.

3.11.2 Hipotesis para la Inhibicion bacteriana

Ho: Presencia inhibicién bacteriana con ambos tipos de dispositivos impresos (Ag-
NPs (Q) y con Ag-NPs (M) / PVB), segln el nmero de capas en ambos tipos de bacterias
(E. coliy S. aureus).

Hi: Ausencia inhibicion bacteriana con ambos tipos de dispositivos impresos (Ag-
NPs (Q) y con Ag-NPs (M) / PVB), segun el nimero de capas en ambos tipos de bacterias
(E. coliy S. aureus).



3.12 OPERATIVIDAD DE LAS VARIABLES

La operatividad de las variables y sus factores determinados se indican en la Tabla
14:

Tabla 14.
Operatividad de Variables

Variables Factor a determinar

Numero de artemias sobrevivientes
Supervivencia en artemias después de 24 horas de contacto con PVB

y con acetato de celulosa.

o _ Halo de inhibicion (mm) después de 24
Inhibicion bacteriana ] .
horas de contacto con los dispositivos.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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4 CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 NANOPARTICULAS DE PLATA SINTETIZADAS

Las nanoparticulas de plata obtenidas tanto por el método quimico como por
irradiacion microondas se tornaron de color trasparente a amarillo intenso al finalizar la
sintesis, como indica la Figura 42. Cabrera y sus colaboradores (2008), mencionan que el
color amarillo es un indicativo caracteristico de las suspensiones coloidales con la formacién

e nanoparticulas de plata de 30 nm aproximadamente.

Figura 42. Sintesis de Ag-NPs, A. Por método quimico. B. Por microondas.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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4.1.1 Caracterizacion de nanoparticulas

4.1.1.1 Espectroscopia ultravioleta — visible (UV-VIS)

En este analisis se confirmé la presencia de nanoparticulas de plata tras las sintesis
realizadas. En la Tabla 15 se detalla los resultados de la espectroscopia UV-VIS de las
nanoparticulas sintetizadas por el método quimico Ag-NPs (Q), donde se incluyen tres
repeticiones de la medicion, con los valores de la longitud de onda maxima de la resonancia
del plasmén de superficie de la plata que representan los picos maximos de absorcién y la

absorbancia, siendo el promedio de la absorcion méxima 425.3 nm (Madrid, 2017).

Tabla 15.

Espectros UV-VIS obtenidos en la sintesis de Ag-NPs por el método quimico

Pico maximo _
Ag-NPs (Q) | Absorbancia
de absorcion
Muestras (S.U.)
(nm)
1 425.3 1.778
2 425.3 1.789
3 425.3 1.757
Promedio 425.3 1.775

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

En la Figura 43 se muestra una medida realizada con el espectro UV-VIS de las Ag-NPs
(Q) sintetizadas.
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Figura 43. Espectro UV-VIS de la sintesis de Ag-NPs por el método quimico.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Las mediciones realizadas de las nanoparticulas sintetizadas por irradiacion microondas
Ag-NPs (M) se encuentran detalladas en la Tabla 16, de la misma forma se ejecutaron tres
repeticiones de la medicion, con los valores de la longitud de onda méaxima de la resonancia
de plasmén de la superficie de la plata y la absorbancia, donde el promedio de la absorcién
maxima obtenida fue 421.2 nm (Madrid, 2017).
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Tabla 16.

Espectros UV-vis obtenidos en la sintesis de Ag-NPs por irradiacion microondas

Pico méaximo ]
Ag-NPs (M) y Absorbancia
de absorcion
Muestras S.U.
(nm)
1 421.2 0.895
2 421.2 0.892
3 421.2 0.894
Promedio 421.2 0.894

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

En la Figura 44 se muestra una medida realizada con el espectro UV-VIS de las Ag-NPs
(M) sintetizadas.
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Figura 44. Espectro UV-VIS de la sintesis de Ag-NPs por irradiacion microondas.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Segun Escobar (2015), los datos obtenidos del UV-VIS pueden determinar el tamafio
aproximado de la particula, ya que esta intimamente relacionado con el valor del pico
maximo de absorcion, como indica la Tabla 17.
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Tabla 17.
Relacion entre la posicion del pico maximo de absorcion y el tamafio aproximado de

nanoparticulas formadas

Tamafno de particula (nm) | Posicion del pico (nm) | Color observado
5-10 380 — 390 Verde
10-14 395 - 405 Amarillo
35-50 420 — 435 Amarillo
60 — 80 438 - 450 Amarillo

Fuente: (Journal of Chemical Education, 2007).
Adaptada por Barrera & Guerrero, 2017.

El valor promedio del pico maximo de absorcion de 425.3 nm, obtenido en la medicion
de la longitud de onda de Ag-NPs (Q) por espectroscopia, se encuentra proximo a la posicion
del pico 430 nm, y segun Escobar (2015), esto indica un tamafio aproximado de 35 — 50 nm
de diametro de las nanoparticulas sintetizadas por el método quimico. De igual forma, al
comparar el valor promedio de 421.2 nm del pico maximo de absorcion de Ag-NPs (M) con
los valores de la Tabla 17, el tamafio aproximado de las nanoparticulas sintetizadas por
irradiacion microondas es de 35 — 50 nm (Escobar, 2015).

Segun Morales y colaboradores (2009), las longitudes de onda medidas que se
encuentran entre 400 y 450 nm, indican la presencia de nanoparticulas metalicas de 30 nm

de didmetro aproximadamente.

4.1.1.2 Dispersion dinamica de luz (DLS)

Mediante la utilizacion del DLS HORIBA LB-550 Dynamic Light Scattering
Nanoparticle Size Analyzer, se determinaron los diferentes didmetros hidrodindmicos de las
nanoparticulas sintetizadas por ambos métodos, a travées de histogramas de distribucion como

se observa en la Figura 45.
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Figura 45. Andlisis de DLS para nanoparticulas de ambas sintesis, A. Ag-NPs (Q). B.

Ag-NPs (M).

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Con los datos obtenidos se estableci6 el diametro promedio y la desviacion estandar
del area bajo la curva, tanto para Ag-NPs (Q) y Ag-NPs (M), los cuales son 59.59 + 15.8 nm
y 64.29 + 8.62 nm respectivamente. En ambos histogramas se pudo observar que la mayoria
de nanoparticulas son menores de 100 nm, teniendo un 65.6% de Ag-NPs (Q) y 58% de Ag-

NPs (M) menores a 100 nm.

Seguin Avalos y colaboradores (2013), los radios hidrodindmicos permiten conocer
un valor aparente del diametro de las nanoparticulas, ya que éste incluye no solo el nicleo de
plata sino también la capa de estabilizante y/o la capa eléctrica adquirida en la superficie de
la particula, debido a lo cual se estima que el diametro promedio de las nanoparticulas
obtenidas por ambos procesos sintesis es menor a 80 nm; lo que se determinara con el STEM
y TEM.

El coeficiente de difusion, depende de la viscosidad dindmica como fue explicado
anteriormente. A pesar de que el medio de cultivo tiene un comportamiento de fluido no
newtoniano, debido a la naturaleza del mismo, se realizé diluciones del medio con el fin de
extrapolar datos hasta la concentracion utilizada Cm.n = 6.5% p/vV Yy Cagar = 2 % p/v en el
cultivo bacteriano, como indica la Tabla 18, y de esta forma determinar la viscosidad a esa
concentracion a la temperatura de 35.4 °C, que fue la temperatura mas aproximada que
permitid el viscosimetro Brookfield Ametek®, con respecto a la temperatura de incubacion
de 36 °C (Guzman, 2015).

Tabla 18.
Mediciones de la viscosidad dinamica del medio de cultivo Mueller-Hinton preparado

con agar.

Viscosidad dinamica calculada del medio de cultivo, tomando como referencia el

porcentaje de concentracion del medio de cultivo Mueller-Hinton

Concentraciones utilizadas |  Viscosidades medidas Viscosidades medidas

(% piv) (cP) ( J.s )

nm3

Cm1=05 n=4 n = 4x10°%
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CAgar =0.154
Cvnu=1
1 =333 1 = 3.33x10%
CAgar =0.308
Cmv-nw=15
n=518 n= 5.18x10%
CAgar =0.462

Viscosidad dinamica calcula del porcentaje de concentracion del medio de cultivo

Mueller-Hinton

Cm-u=6.5

CAgar =2

ns = 292.6

Ns = 2.926x1028

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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VIISOCIDAD DINAMICA MEDIDA EN J.s/nm3
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Figura 46. Relacion entre la concentracion del medio de cultivo Mueller-Hinton y la

viscosidad dinamica del medio usado para la siembra bacteriana.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Figura 47. Relacion entre la concentracion del agar en el medio de cultivo usado para

la siembra bacteriana y su viscosidad dinamica.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

En la Figura 46 el coeficiente de determinacion R? en la relacion entre la
concentracion del medio de cultivo Mueller-Hinton y la viscosidad dinamica del medio usado
para la siembra bacteriana, tiene un valor de 0.9996, lo que indica un ajuste al modelo que
satisface la variabilidad de la viscosidad, y lo mismo ocurre en la Figura 47, donde el
coeficiente de determinacion R? en la relacion entre la concentracion del agar en el medio de
cultivo usado para la siembra bacteriana y su viscosidad dindmica es 0.9997 (Martinez,
2005).

Los diametros hidrodinamicos obtenidos por DLS junto con la viscosidad dindmica y
los demas pardmetros descritos, permitieron conocer el coeficiente de difusion de las
nanoparticulas tanto para aquellas sintetizadas por el método quimico, asi como por

irradiacién microondas, estos didmetros se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19.
Coeficientes de difusién de las Ag-NPs sintetizadas en el medio de cultivo Mueller-
Hinton
Coeficientes de difusién en el medio de cultivo Mueller-Hinton
Tipo de
; Coeficiente de Coeficiente de
Ag-NPs Formula L L
Difusion nm?/s Difusion cm?/s
(nm)
Ag-NPs (Q) D kT
g-NFs = oA
3md(H)n D = 19068.99973 | D = 1.906899973x10°
d(H) = 80.97 donde:
k = 1.38064852 x 102 JK1
Ag-NPs (M)
T=298 K D =17577.60597 | D = 1.757760597x108
d(H) = 87.84

n = 2.926x10%8 J.s/nm?

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Es importante recalcar que el coeficiente de difusion calculado depende de la viscosidad

dindmica, y como el medio de cultivo Mueller-Hinton mezclado con agar tiene un

comportamiento de fluido no Newtoniano reopéctico, la viscosidad encontrada es una

viscosidad aparente, que depende de la velocidad de la deformacién aplicada y del tiempo

(Cabrejos 2011).

4.1.1.3 Difraccién de Rayos- X (XRD)

La estructura cristalina de la plata segun Callister (2007) es cubica centrada en las

caras FCC como se indica en la Tabla 20.




Tabla 20.
Radios atomicos y estructuras cristalinas de 16 metales
Metal Estructura | Radio atomico a | Radio atomico a
cristalina (nm) (A)
Aluminio FCC 0.1431 1431
Cadmio HC 0.1490 1.490
Cromo BCC 0.1249 1.249
Cobalto HC 0.1253 1.253
Cobre FCC 0.127/8 1.278
Oro FCC 0.1442 1.442
Hierro (o) BCC 0.1241 1.241
Plomo FCC 0.1750 1.750
Molibdeno BCC 0.1363 1.363
Niquel FCC 0.1246 1.246
Platino FCC 0.1387 1.387
Plata FCC 0.1445 1.445
Téantalo BCC 0.1430 1.430
Titanio HC 0.1445 1.445
Tungsteno BCC 0.1371 1.371
Zinc HC 0.1332 1.332

Fuente: (Callister, 2017).
Adaptada por Barrera & Guerrero, 2017
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En la Figura 48, se observa el resultado del analisis hecho en XRD PANalytical

Empyrean para las Ag-NPs (Q), donde se indican picos de angulo 20: 32,12°, 39,07° y 64,4°

que segun Amutha (2014), corresponde al conjunto de planos (101), (111) y (220)

respectivamente.
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Figura 48. Andlisis XRD para Ag-NPs (Q)

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Para las Ag-NPs (M) se obtuvieron los picos de angulo 26: 32,12° y 38,02° que
corresponden a los planos (101), (111) respectivamente (Amutha, 2014), y segin Marslin

(2017), el pico de 67,43° corresponde al conjunto de planos (220) como indica la Figura 49.
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Figura 49. Andlisis XRD para Ag-NPs (M)

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

4.1.1.4 Analisis de Microscopia Electronica de Barrido en modo Transmision
(STEM) y Microscopia Electronica de Trasmision (TEM)

Con el fin de observar el tamafio promedio y la forma de las NPs sintetizadas por
ambos metodos (tanto quimico como por irradiacion microondas), se realizd la
caracterizacion de las Ag-NPs mediante STEM Tescan MIRA 3 FEG SEM y TEM FEI-
TECNAI G20 SPIRIT TWIN. Tanto Ag-NPs (Q) como Ag-NPs (M), la morfologia

observada es esférica y se encuentran dispersas sin presencia de aglomerados como se puede
observar en la Figura 50.
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Figura 50. Imagenes de TEM / STEM para ambos métodos de sintesis. A. TEM de Ag-
NPs (Q). B. STEM de Ag-NPs (Q). C. TEM de Ag-NPs (M). D. STEM de Ag-NPs (M)

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

La Figura 50 B y la Figura 50 D fueron analizadas en el Software NanoSize™ para
determinar el didmetro promedio de las Ag-NPs obtenidas por ambos métodos de sintesis,
asi como el area promedio que ocupan; dicho Software fue desarrollado en el CENCINAT
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perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE (Arroyo et al., 2016). Para la
obtencion de los histogramas de distribucion, se tomd una zona de cada imagen y de esta
manera realizar un conteo de aproximadamente 100 NPs. En la Figura 50 B fueron analizadas
132 Ag-NPs (Q), en la cual se obtuvo un diametro promedio de 18.9 + 12.28 nm y un area

promedio de 264.6 + 357.69 nm? como se muestra en la Figura 51.
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Figura 51. Histograma de distribucion de Ag-NPs (Q) obtenido por el Software

NanoSize™,

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

En la Figura 50 D se analiz6 113 Ag-NPs (M), en la cual se obtuvo un diametro
promedio de 17.83 + 7.3 nm y un area promedio de 205.77 + 139.65 nm? como se muestra

en la Figura 52.
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Figura 52. Histograma de distribucion de Ag-NPs (M) obtenido por el Software

NanoSize™,
Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
4.2 ANALISIS ECOTOXICO EN Artemia franciscana

421 Mortalidad

Tabla 21.
Mortalidad de A. franciscana con AC en diferentes concentraciones

Mortalidad de A. franciscana con AC 1 mg/mL (24 horas)

Artemias
Blanco 1
Blanco 2
% supervivencia o
mortalidad
Pocillo 1
Pocillo 2
Pocillo 3
Pocillo 4
Pocillo 5
% supervivencia o

mortalidad
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Vivas 5 5 100% 5 5 5 3 5 92%
Muertas 0 0 0% 0 0 0 2 0 8%
Mortalidad de A. franciscana con AC 2 mg/mL (24 horas)
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Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Como se observa en la Tabla 21, al comparar el porcentaje de supervivencia de los
individuos blancos con respecto a los individuos de estudio, se puede evidenciar claramente
que la supervivencia en cada concentracion de sustrato de impresion, dista minimamente con
respecto al porcentaje de supervivencia de los individuos blanco, por lo que de forma
porcentual se determind que no existe influencia del soporte de impresién AC, sobre la

supervivencia de A. franciscana (Borroto et al., 2011).



Tabla 22.

Mortalidad de A. franciscana con PVB en diferentes concentraciones

Mortalidad de A. franciscana con PVB 0.4 mg/mL (24 horas)
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Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Lo mismo ocurre en la Tabla 22, donde se observa una diferencia minima entre el
porcentaje de supervivencia de los individuos blanco, y el porcentaje de supervivencia de los
individuos de estudio, por lo tanto porcentualmente no existe influencia del polimero PVB

en la supervivencia de Artemia franciscana (Borroto et al., 2011).

Segln Borroto y sus colaboradores (2011), la toxicidad de sustancias expresada en
porcentaje de mortalidad de artemias tiene cuatro categorias: de 0 a 10 % no tdxico; 11 a
50% medianamente tdxico; 51 a 90 % altamente toxicos y 100 % extremadamente toxicos,
por lo cual el acetato de celulosa en una concentracion de 1 mg/mL y el PVB en las tres

diferentes concentraciones (0.4; 0.8 y 1.2 mg/mL) se consideran como no tdxicos.

El AC en las concentraciones de 2 y 3 mg/mL, dentro de la escala, se considera como
medianamente tdxico, pero hay que tomar en cuenta que la manipulacion de las artemias es
de vital importancia para su supervivencia. La FAO (2016), recomienda utilizar una pipeta
de vidrio de 1 mL, en la cual se corte la punta para evitar provocar dafios en las artemia, y
asi generar errores de operador que afecten los ensayos. Ademas, la brusca manipulacién de
las artemias con las pipetas, como tomarlas y soltarlas rapidamente puede causar su muerte
temprana. Los errores experimentales o de operador se consideraron con un margen de error
méaximo del 5%, por lo tanto el error presente en esta investigacion (2%), permite determinar

que el resultado obtenido no fue afectado por el acetato de celulosa.

4.2.2 Andlisis estadistico

El andlisis se realizé mediante un andlisis de varianza ANOVA de un disefio factorial
2X3, en el programa estadistico IBM SPSS® (Student vertion). En la Tabla 23 se observa los
p_valores, cada uno de ellos indica el valor de significancia mas pequefio posible, que puede
escogerse para que aun se acepte la hipétesis nula, esto quiere decir que a través de pruebas
de hipotesis, se puede cuantificar hasta que punto la variabilidad de la muestra de estudio es
responsable de los resultados obtenidos, por lo tanto los p_valores para los dos niveles: Tipo
de sustrato (0.865) y Concentracion de cada sustrato (0.523), son superiores al p_valor 0.05,

lo que quiere decir que con una seguridad del 95%, se acepta la hipétesis alternativa, esto
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indica que no existe influencia de estos sobre la supervivencia de las artemias (Gutiérrez &

de la Vara, 2012).

Tabla 23.

Analisis de varianza ANOVA del disefio factorial 2X3 de la supervivencia de Artemia

franciscana

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Supervivencia
Tipo 111 de _
: Media
Origen suma de gl - F p_valor
cuadratica
cuadrados
Modelo corregido 0.469 2 0.234 0.581 0.566
Interseccion 110.857 1 110.857 | 274.657 | 0.000
Tipo de Sustrato 0.012 1 0.012 0.029 0.865
Concentracidn de sustrato 0.169 1 0.169 0.419 0.523
Error 10.898 27 0.404
Total 637.000 30
Total corregido 11.367 29

Elaborada en IBM SPSS® (Student vertion) por Barrera & Guerrero, 2017

En cuanto al p_valor de la interseccion entre el factor Tipo de sustrato y la covariable

Concentracion de sustrato es inferior al p_valor 0.05, por lo tanto si existe influencia entre

estos dos parametros pero no influyen en la supervivencia de Artemia franciscana (Gutiérrez

& de la Vara, 2012).
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Tipo + Concentracion de sustrato vs Supervivencia
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Figura 53. Relacién de la supervivencia de Artemia franciscana y el tipo y

concentracion de sustrato.

Elaborada en IBM SPSS® (Student vertion) por Barrera & Guerrero, 2017

Como se observa en la Figura 53, la supervivencia del crustaceo es mayor al tener
contacto con PVB, sin embargo al estar en contacto con AC la supervivencia disminuye de
forma minima, por lo tanto, la supervivencia se ve vagamente afectada (Gutiérrez & de la
Vara, 2012).

Debido a que los dos tipos de materiales por separado, no tuvieron influencia en la
supervivencia de A. franciscana, los dispositivos impresos con ambos materiales pueden ser
utilizados en la industria sin provocar toxicidad frente a un individuo vivo (Borroto et al.,
2011).
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4.3 AFINIDAD SOLVENTE - MATERIAL DE IMPRESION NANOPARTICULAS
DE PLATA POR SISTESIS QUIMICA

Las pruebas realizadas de combinacion de Ag-NPs (Q) en contacto directo con etanol
como solvente de impresion presentaron precipitacion de las NPs dentro de las siguientes 24
horas de realizada la mezcla en cada una de las siete relaciones solvente-material evaluadas
(Figura 54), como lo corrobora Diaz (2013), quien obtuvo la misma precipitacion al dia

siguiente de preparada la solucion (Ag-NPs / etanol).

. — '!., .
&7 _ ‘ B

Figura 54. Ag-NPs (Q) con etanol. A. relacion 1:1 (Ag-NPs (Q) / Etanol) al instante de

la mezcla. B. relacion 1:1 (Ag-NPs (Q) / Etanol) al dia siguiente de la mezcla.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

La combinacion de Ag-NPs (Q) con etilenglicol genero la precipitacion de las NPs a
los 14 dias de realizada la mezcla (Figura 55). El etilenglicol es uno de los reductores de NPs
mas utilizados, por lo que con el paso del tiempo las Ag-NPs (Q) continuaron su proceso de
reduccion hasta llegar a la aglomeracién y su posterior precipitacion (Pérez, 2010).
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Figura 55. Ag-NPs (Q) con etilenglicol. A. relacion 1:1 (Ag-NPs (Q) / Etilenglicol) al
dia 7. B. relacion 1:1 (Ag-NPs (Q) / Etilenglicol) al dia 14.

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

El PVB en etanol se combind con etilenglicol como solvente de impresion, pero en
cada una de las relaciones evaluadas polimero-solvente, se gener6 una masa densa en el
centro de la solucion, que segin Seymour y Carraher (2002) esto se debe a una
polimerizacion mediante reacciones quimicas entre el PVB y etilenglicol por sus grupos

funcionales.

4.4 CURVA DE CALIBRACION WAVEFORM PARA LA IMPRESION

La curva de calibracion es la funcion mas importante del software de control de
fluidos, en ella se controla el pulso aplicado por cada eyector para expulsar la gota. La
calibracién de la curva se realizd mediante el control de cuatro segmentos individuales (A,
B, Cy D), a traves de tres ajustes en cada uno de los segmentos:
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1. Nivel: es el porcentaje de amplitud en relacion con la altura de la pantalla Jetting
Waveform mostrada.
2. Decaimientos: es la pendiente que forma las curvas durante las rampas de voltaje.

3. Duracion: es la duracion o longitud del segmento.

Cada uno de los segmentos representan una fase de control, asi el segmento A
representa el diferencial de potencial eléctrico constante, B simboliza la inyeccion del fluido,

C la eyeccion del fluido y D la disminucion del diferencial de potencial.

La curva de calibracion para la impresion de las Ag-NPs (Q) se determind mediante
el control de los ajustes de los cuatro segmentos como se muestra en la Tabla 24 y en la
Figura 56.

Tabla 24.
Ajustes de control de los cuatro segmentos para la elaboracién de la curva de
calibracion para la impresion de Ag-NPs (Q).

Fase de control (segmento) | Nivel % | Decaimientos | Duracién (ls)
A 0 0.55 3.456
B 87 0.90 4.416
C 67 0.60 2.816
D 40 0.73 0.768

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Figura 56. Curva de calibracién para Ag-NPs (Q)

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

La curva de calibracion para la impresion de las Ag-NPs (M) / PVB se determin6

mediante el control de los ajustes de los cuatro segmentos como se muestra en la Tabla 25y

en la Figura 57.

Tabla 25.

Ajustes de control de los cuatro segmentos para la elaboracion de la curva de

calibracion para la impresion de Ag-NPs (M) / PVB.

Fase de control (segmento) | Nivel % | Decaimientos | Duracién (us)
A 0 0.40 3.586
B 93 1.05 4.864
C 67 0.59 3.392
D 40 0.73 0.768

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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Figura 57. Curva de calibracién para Ag-NPs (M) / PVB

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

45 ANALISIS BACTERIOLOGICO

45.1 Halos de inhibicion

Previamente se evidencio el efecto bactericida de los coloides de Ag-NPs (Q) y Ag-
NPs (M), sin impresion y sin PVB en el caso de las nanoparticulas de plata sintetizadas por
irradiacion microondas, en los cultivos bacterianos de E. coli y S. aureus como se muestra en
la Figura 58. Ay 58. B y en la Figura 59. A y 59. B, donde se observo claramente el halo de

inhibicién formado en ambos casos como indica la Tabla 26.
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Tabla 26.
Efecto bactericida de los coloides Ag-NPs (Q) y Ag-NPs (M) en E. coli y S. aureus

E. coli S. aureus
Halo de Ag-NPs Ag-NPs Ag-NPs Ag-NPs
inhibicién Q) (M) Q) (M)
mm 2.48 3.75 1.91 2.01

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Figura 58. Efecto bactericida de los coloides en E. coli. A. Ag-NPs (Q). B. Ag-NPs (M).

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Figura 59. Efecto bactericida de coloides en S. aureus A. Ag-NPs (Q) B. Ag-NPs (M)

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017
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El andlisis bacteriolégico para Ag-NPs (Q) y Ag-NPs (M) se llevé a cabo con la
medicién del halo de inhibicion en ambas bacterias (E. coli y S. aureus) para los diferentes
discos realizados, como se muestra en la Figura 60. A y 60. B, en la Figura 61. A. y 61. B.,
en la Figura 62. A. y 62. B., en la Figura 63. A. y 63. B. yen la Tabla 27 y Tabla 28.

Figura 60. Efecto bactericida de Ag-NPs (Q) en E. coli. A. Inhibicion con A5. B.
Inhibicién con A15y A30

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Figura 61. Efecto bactericida de Ag-NPs (M) / PVB en E. coli. A. Inhibicién con
ACP5. B. Inhibicion con ACP15y ACP30

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017



Figura 62. Efecto bactericida de Ag-NPs (Q) en S. aureus. A. Inhibicién con A5. B.
Inhibicién con A15y A30

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Figura 63. Efecto bactericida de Ag-NPs (M) / PVB en S. aureus. A. Inhibicion con
ACPS5. B. Inhibicién con ACP15y ACP30

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017



Tabla 27.

Medicién del halo de inhibicién de Ag-NPs (Q) en E. coli y S. aureus
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Halo de inhibicion de Ag-NPs (Q) en E. coli

Disco Tamario del halo de inhibicion en mm Promedio
CAE 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
A5 0.42 0.52 1.16 1.97 0.89 0.99
Al5 221 1.20 0.00 0.00 1.53 1.65
A30 2.02 0.00 0.64 1.92 2.13 1.68
Halo de inhibicion de Ag-NPs (Q) en S. aureus
Disco Tamario del halo de inhibicion en mm Promedio
CAE 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
A5 0.00 0.29 0.21 0.36 0.14 0.25
Al5 0.00 0.56 0.52 0.52 0.58 0.55
A30 1.35 1.09 0.67 1.84 0.00 1.24

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Tabla 28.

Medicion del halo de inhibicion de Ag-NPs (M) / PVB en E. coliy S. aureus

Halo de inhibicion de Ag-NPs (M) / PVB en E. coli

Disco Tamario del halo de inhibicién en mm Promedio
CAE 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
CB
5. 15. 30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
A5 0.89 1.06 1.09 0.00 1.24 1.07
Al5 2.27 1.59 0.00 1.51 0.00 1.79
A30 0.00 2.06 1.19 2.27 2.21 1.93
Halo de inhibicion de Ag-NPs (M) / PVB en S. aureus
Disco Tamaiio del halo de inhibicién en mm Promedio
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CAE 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
CB
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5,15, 30
A5 0.45 0.36 0.26 0.00 0.25 0.33
Al5 0.59 0.62 0.00 0.59 0.67 0.62
A30 1.42 1.17 1.75 0.00 2.01 1.59

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

Los datos obtenidos permiten comprobar el poder antibacterial que presentan las
nanoparticulas de plata, al compararlas con los controles CAE y CB, y al comparar los tipos
de dispositivos se evidencia mayor halo de inhibicion en Ag-NPs (M) / PVB (Malegwd et
al., 2016). Sin embargo segun Paredes (2011), en los dos casos se puede evidenciar el efecto
antibacteriano de las nanoparticulas de plata sobre las cepas analizadas, indicando que su

actividad se genera sobre un amplio espectro bacteriano (Awad, 2016).

Por otro lado se puede evidenciar que el efecto antibacterial es mayor en E. coli con
respecto a S. aureus, esta relacion es corroborada por Malegwd et al., (2016), donde se
demuestra la misma relacion, indicando que esto puede deberse a la diferencia entre las

paredes celulares de las Gram negativas y Gram positivas respectivamente.

También es importante destacar que segun la Norma Suiza (SN) 195920- ASTM E
2149-01, cualquier compuesto que genere una zona de inhibicion mayor a 1 mm se considera
como un buen agente antibacteriano (Malegwd et al., 2016), y como en Ag-NPs (Q) para E.
coli, el promedio de halo de inhibicion respectivamente para A5, A15, y A30es 0.99, 1.65y

1.68, a estos dispositivos se los considera como buenos agentes antibacterianos.

Lo mismo ocurre en Ag-NPs (M) / PVB para E. coli donde el promedio del halo de
inhibicién para A5, A15 y A30 es 1.07, 1.79 y 1.93 respectivamente, por lo tanto a estos
dispositivos se los considera como buenos agentes antibacterianos segun (Malegwd et al.,
2016), sin embargo esto no ocurre en Ag-NPs (Q) ni en Ag-NPs (M) / PVB para S. aureus
debido a que Unicamente A30 tiene valores mayores a 1 mm, siendo estos 1.24 y 1.59

respectivamente.
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Por lo tanto, como indican los resultados y segin Malegwd et al., (2016), el tamafio
de la pared celular si tiene influencia sobre la accion antibacteriana de las Ag-NPs, y en
consecuencia de esto, se determind que se requiere imprimir dispositivos con 30 capas en

adelante para considerarlos como buenos agentes antibacterianos.

45.2 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de la inhibicion bacteriana generada por los dispositivos
impresos con Ag-NPs (Q), se realizé usando un analisis de varianza ANOVA de un disefio
factorial 2X3, con el programa estadistico IBM SPSS® (Student vertion), y se obtuvieron los
p_valores para los dos niveles: Tipo de bacteria y NUmero de capas de impresion, como se
muestra en la Tabla 29, donde se observa que el p_valor del modelo es 0.041, menor que
0.05, por lo tanto si tiene influencia en la inhibicion bacteriana, el tipo de bacteria tiene un
p_valor de 0.028 por lo que también influye en la inhibicién bacteriana, sin embargo la
cantidad de capas de impresion presenta un p_valor de 0.15 que es superior a 0.5, por lo que
estadisticamente se indica que no existe influencia significativa de este factor sobre la
inhibicién (Gutiérrez & de la Vara, 2012).

Tabla 29.
Analisis de varianza ANOVA del disefio factorial 2X3 de la Inhibicion bacteriana
frente a Ag-NPs (Q).

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Inhibicién
_ Tipo 111 de suma de Media
Origen gl ) F p-valor
cuadrados cuadrética

Modelo corregido 4.212 3 1.404 3.162 0.041
Interseccion 20.402 1 20.402 45.956 0.000
Tipo de bacteria 2.397 1 2.397 5.399 0.028
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NUmero de capas
_ » 1.815 2 0.907 2.044 0.150
de impresion
Error 11.543 26 0.444
Total 36.157 30
Total corregido 15.755 29

Elaborada en IBM SPSS® (Student vertion) por Barrera & Guerrero, 2017
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Influencia del numero de capas y del halo de inhibicion {(mm) sobre bacterias

Bacterias

E.cali
—S.aureus

Figura 64. Relacion entre el nUmero de capas impresas y los halos de inhibicion

generados al poner en contacto el dispositivo con Ag-NPs (Q) sobre los

microorganismos.

Elaborada en IBM SPSS® (Student vertion) por Barrera & Guerrero, 2017
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Como se observa en la Figura 64, existe influencia entre el nimero de capas impresas
en el dispositivo que contiene Ag-NPs (Q), y los halos de inhibicion formados tanto para E.
coli como para S. aureus, lo que indica que a mayor numero de capas impresas, se forma un

halo de inhibicion mayor en los dos microorganismos.

Tabla 30.
Analisis de varianza ANOVA del disefo factorial 2X3 de la Inhibicion bacteriana
frente a Ag-NPs (M) / PVB.

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Inhibicién
_ Tipo 111 de suma de Media
Origen gl . F P_valor
cuadrados cuadratica
Modelo corregido 5.609 3 1.870 4.077 0.017
Interseccion 25.245 1 25.245 55.045 | 0.000
Tipo de bacteria 1.747 1 1.747 3.810 0.062
NUmero de capas
_ . 3.862 2 1.931 4.211 0.026
de impresion
Error 11.924 26 0.459
Total 42.779 30
Total corregido 17.534 29

Elaborada en IBM SPSS® (Student vertion) por Barrera & Guerrero, 2017

Para los dispositivos impresos con Ag-NPs (M) / PVB, se realizo un analisis
estadistico de un disefio factorial 2X3 de un analisis de varianza ANOVA, en el programa
estadistico IBM SPSS® (Student vertion), y se obtuvieron los p_valores para los dos niveles:
Tipo de bacteria y NUmero de capas impresas, como se muestra en la Tabla 30, donde el
p_valor para el modelo es 0.017, menor que 0.05, esto indica que si tiene influencia en la
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inhibicidn bacteriana, y o mismo ocurre con el nimero de capas impresas con p-valor de
0.026, en cuanto al p_valor 0.062 del tipo de bacteria, es mayor que 0.05, sin embargo no
dista mucho de este, por lo que si se considero a este factor como influyente en la inhibicién
bacteriana considerando un nivel de confianza de 95% (Gutiérrez & de la Vara, 2012).

Influencia del namero de capas y del halo de inhibicion {mm) sobre bacterias
Bacterias
——E. coli
) :
/ 5. aureus
r
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—— _.f;;
— s
| = ;f =
2 /
2 /
0 A
= 1,007 -
= -
=
L -
2 I:_l' &
[}
I
iy
c
| I T
5,00 13,00 30,00
Capas

Figura 65. Relacion entre el nUmero de capas impresas y los halos de inhibicion
generados al poner en contacto el dispositivo con Ag-NPs (M) / PVB sobre los

microorganismos.

Elaborada en IBM SPSS® (Student vertion) por Barrera & Guerrero, 2017
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Como se observa en la Figura 65, también existe influencia entre el nimero de capas
impresas en el dispositivo que contiene Ag-NPs (M) / PVB, y los halos de inhibicion
formados tanto para E. coli como para S. aureus, lo que de igual forma indica que a mayor
numero de capas impresas, se forma un halo de inhibicion mayor tanto en E. coli como S.

aureus.

En base a los resultados obtenidos y analizados, se determind que el dispositivo
impreso con Ag-NPs (M) / PVB con treinta capas de impresion, es el mejor dispositivo con
efecto antibacterial, siendo levemente mas efectivo en E. coli con respecto a S. aureus.

46 RELACIONENTRE EL HALO DE INHIBICION Y EL COEFICIENTE DE
DIFUSION

En esta investigacion se considerd necesario relacionar el coeficiente de difusion de Ag-
NPs (Q) y Ag-NPs (M) calculado con el d(H) obtenido por DLS, con el halo de inhibicion

bacteriano generado por los dispositivos impresos.

Por lo tanto se relacion6 estos dos analisis como se muestra en la Tabla 31.

Tabla 31.
Relacion entre el halo de inhibicion y el coeficiente de difusion para Ag-NPs (Q) y
para Ag-NPs (M) / PVB.

Ag-NPs (Q)

c g Promedio de halo de | Coeficiente Calculo del halo de inhibicién minimo

apas de
_ P . inhibicion mm de Difusion | esperado segun el calculo del coeficiente de
impresién o

E. coli S. aureus cma/s difusion mm
A5 0.99+0.62|0.25+0.14
2 2
Al5 | 1.65+0097|055%025| 1.91x10° j pw L0 m, 360: Se24h | Amin: 0.41
1cm 1
A30 1.68+0.96|1.24+0.70
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Ag-NPs (M) / PVB

c g Promedio de halo de | Coeficiente Calculo del halo de inhibicion minimo
apas de
_ P y inhibicion mm de Difusion | esperado segun el calculo del coeficiente de
impresion : o
E. coli S. aureus cma/s difusion mm
A5 1.07+0.490.33+0.17
Al5  |1.79+1.02|0.62+0.28| 1.76x10° 102mm? 3600 s Aumin: 0.39
D x Sk *x 24 h
A30 | 1.93+0.97 | 159 +0.78 Lem®  1h

Elaborada por Barrera & Guerrero, 2017

De acuerdo a los calculos realizados, segun el coeficiente de difusion obtenido en Ag-

NPs (Q) y Ag-NPs (M), el halo de inhibicion minimo es de 0.41 mm y 0.39 respectivamente.

Como se menciond anteriormente, existe influencia de la doble capa lipidica presentada por

las Gram positivas sobre el efecto antibacterial de las Ag-NPs, y esto se puede evidenciar al

comparar el halo de inhibicion minimo calculado, con los promedios de halo de inhibicion

medidos (Malegwd et al., 2016). Como se indic6 anteriormente, segin Cabrejos (2011), el

coeficiente de difusion calculado depende de una viscosidad aparente para el medio de

cultivo usado, por lo tanto los valores obtenidos del halo de inhibiciéon minimo en ambos

Casos es aparente.
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5 CONCLUSIONES

La investigacion permitio la obtencion de nanoparticulas de plata mediante método
quimico y por irradiacion microondas, utilizando como precursor metalico nitrato de
plata (AgNO3). Se realizo la caracterizacion de las nanoparticulas por cinco técnicas:
espectroscopia UV-VIS, presentando una longitud de onda de 425 nm para Ag-NPs
(Q) y 421 nm para Ag-NPs (M), las cuales estan dentro de la banda caracteristica en
la cual la plata absorbe la luz; DLS, en el cual se obtuvo un didmetro hidrodindmico
de 80.9 £59.7 nm Ag-NPs (Q) y 87.8 + 122.3 nm para Ag-NPs (M); XRD, presentado
picos de difraccion en 32.12°, 39.07° y 64.40° que corresponden a planos
cristalogréficos (101), (111) y (220) respectivamente para Ag-NPs (Q), y 32.12°,
38.02° y 67.43° que corresponden a planos cristalograficos (101), (111) y (220)
respectivamente para Ag-NPs (M) y finalmente STEM y TEM que permitieron
obtener el didmetro promedio para cada caso, 18.9 + 12.28 nm para Ag-NPs (Q) y
17.83 £ 7.3 nm para Ag-NPs (M)). Ademas las Ag-NPs (Q) han sido estables por 7
meses y Ag-NPs (M) por 4 meses y ambas contintan estables hasta la actualidad.

Se determind que el acetato de celulosa y el polivinil butiral no influyen en la
supervivencia de Artemia franciscana, por lo que se puede concluir que no existe
toxicidad por parte del soporte de impresién ni del polimero utilizado.

Mediante la impresion se obtuvieron dispositivos antibacteriales replicables y
evaluados, a través de la estandarizacion de los pardmetro de nivel, decaimiento y
duracion en cada uno de los segmentos de las curvas de calibracion (A, B, Cy D). En
el segmento A, los parametros de nivel, decaimiento y duracion son: 0%, 0.55 y 3.456
Ks; en el segmento B son: 87%, 0.90 y 4.416 ys; en el segmento C son: 67%, 0.60 y
2.816 ps y en el segmento D son: 40%, 0.73 y 0.768 ps respectivamente para Ag-NPs
(Q). Por otro lado, para Ag-NPs (M), en el segmento A, los parametros son: 0%, 0.40
y 3.586 ps; en el segmento B son: 93%, 1.05 y 4.864 ps; en el segmento C son: 67%,
0.59y 3.392 us y en el segmento D son: 40%, 0.73 y 0.768 ps respectivamente.
Bajo la investigacion realizada y los resultados obtenidos, se determind que el mejor

dispositivo impreso tanto para las nanoparticulas de plata sintetizadas por el método



117

quimico, y para los compdsitos poliméricos compuestos nanoparticulas de plata
sintetizadas por irradiacion microondas y polivinil butiral, fueron aquellos

dispositivos que contienen treinta capas de impresion.
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RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos, recomendamos:

» Realizar analisis bacterioldgicos con los dispositivos antibacteriales obtenidos, en S.

aureus y E. coli resistentes a antibioticos.

» Analizar el medio de cultivo con los dispositivos impresos en ausencia de bacterias,
para observar si existe desprendiendo de las nanoparticulas o presencia de iones de

plata.

» Realizar un ensayo de ecotoxicidad con los dispositivos impresos (A5, A15 y A30),
en Artemia franciscana para poder analizar si existe efectos secundarios en los
microcrustaceos, y ademas analizar su habitat para determinar si contiene Ag-NPs

por desprendimiento o iones de Ag.

» Mejorar el método de medicion de la viscosidad del medio de cultivo para determinar
un coeficiente de difusion real, tomando en cuenta que el comportamiento del fluido

€S N0 newtoniano reopéctico.
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