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RESUMEN

Ana T. Vielma M.

“Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNP’s) y su aplicacion como
barrera antimicrobiana en dispositivos médicos de naturaleza

polimérica”

Tutor Académico: Ramén Armando Caballero, U. C. V. Facultad de
Ingenieria, Escuela de Ingenieria MetalGrgica y Ciencia de los Materiales. Afio
2010, 146 péaginas.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata (AgNP’s), morfologia, tamafio de
particulas, Microscopia Electronica de Barrido (MEB), Dispersién Dindmica de Luz
(DLS), Espectroscopia de Rayos X (EDX), impregnacion, dispositivos médicos

intracorporales de naturaleza polimérica y actividad antibacteriana.

En el campo de las investigaciones cientificas, la nanotecnologia
resulta una tendencia novedosa y aplicable a mdltiples é&reas. En
biomedicina, ha llevado a mejorar propiedades de biomateriales y a
contrarrestar la accion de microorganismos patogenos. Un ejemplo de ello
ha sido el empleo de nanoparticulas de plata (AgNP’s).

La investigacion realizada se baso en la obtencion de AgNP’s por
medio de dos métodos convencionales (métodos del borohidruro con
adicion de agente dispersante (PVA) y el método del citrato de sodio) y uno
no convencional (disolucion anddica), para su posterior impregnacion en un
dispositivo médico de naturaleza polimérica (sonda Foley). Los
procedimientos de disolucion anddica buscaban evaluar la influencia de la
naturaleza de los electrodos, tiempo, distancia entre los electrodos,
corriente y onda sobre la sintesis de AgNP's.

Las soluciones de AgNP’s obtenidas fueron caracterizadas mediante

las técnicas de Microscopia Electronica de Barrido (MEB), Dispersion



Dinamica de Luz (DLS) y Microandlisis quimico por espectroscopia de
Rayos X (EDX). Para ello, se absorbieron las particulas en un hidrogel
(método propuesto por el profesor A. Caballero) o se soportaron en
portaobjetos. La actividad antibacteriana se comprob6 por medio de un
método convencional de evaluacién de Fagos, en un cultivo de E.coli
CVCM 126.

Se obtuvieron suspensiones de AgNP’s de morfologia aparentemente
esférica. Las nanoparticulas obtenidas presentaron diametros promedios
de 96,50nm y 453,00nm para los métodos del borohidruro y citrato de sodio
respectivamente. Como agente dispersante el PVA tuvo mayor control
sobre el tamafio de particula que el citrato de sodio.

En los procedimientos de disolucion anddica se observd un
incremento de la intensidad de corriente, y se obtuvieron particulas de
apariencia esférica con un didmetro alrededor de 200nm y tendencia a
aglomeracion. La naturaleza de los electrodos al igual que la distancia entre
ellos sdlo afectd la velocidad de reaccién. El tiempo de reaccion favorecia
el crecimiento de particula, segun el mecanismo propuesto por Michael
[1].Los ensayos con onda cuadrada favorecieron la formacion de
aglomerados (clusters) y los procedimientos realizados con el método
comercial (corriente constate), no presentd influencia sobre la morfologia
de las particulas.

Se realizé la impregnaciéon de los dispositivos por medio de una
sintesis In Situ, aplicando el método del citrato de sodio. Se comprobé la
presencia de plata en las superficies interna y externa mediante la técnica
de MEB y EDX.

La actividad antibacteriana fue mayor para las soluciones obtenidas
por los métodos escogidos que para las suspensiones obtenidas por el
método comercial. Dando como resultado sustancias alternativas para la

inhibicion del crecimiento de ciertos microorganismos.
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1. INTRODUCCION

Actualmente las nuevas tecnologias abarcan muchas areas de
investigacion y aplicacion. Con el fenédmeno de la globalizacion mundial, el
area de investigacion para el desarrollo de nuevos materiales, resulta un
espacio de inclusion para profesionales de todas las especialidades. La
nanotecnologia es un ejemplo de ello.

La nanotecnologia es el estudio de la materia en dimensiones de una
millonésima de metro. Esta es la tendencia mas novedosa en el campo de
las investigaciones cientificas. Se aplica en roboética, medicina, biologia,
medioambiente, fisica, etc. La aplicacion en biomedicina ha tenido grandes
adelantos para la inhibicion de la actividad de microorganismos patdgenos.
La produccion de nanoparticulas de plata (AgNP’s) ha contribuido a
contrarrestar células malignas y a evitar la mutacion de virus y bacterias.

Histéricamente la plata ha servido como un material capaz de inhibir la
accion de bacterias. Con la creacién de los antibidticos y la evolucién de la
ingenieria de los materiales el uso de la plata decrecié. Sin embargo, las
bacterias y virus tienen la capacidad de hacerse resistentes a los
antibiéticos y mutar, generando asi cepas mucho mas agresivas y de las
cuales puede no tenerse la cura inmediata.

La estadistica de morbilidad a nivel internacional, establece que los
pacientes post quirdrgicos tienden a presentar infecciones. En muchos

paises resulta en un serio problema de salud [2]. La infeccion se debe a
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que durante o luego de las intervenciones quirdrgicas se colocan sondas
ylo catéteres. De igual manera los pacientes con insuficiencia renal u otra
patologia nefrolégica estan expuestos a la contaminaciéon. Los dispositivos
médicos utilizados, son un puente entre el organismo y el medio ambiente.
Los microorganismos ingresan al cuerpo humano por esta via.

La investigacién realizada se propuso sintetizar e incorporar
nanoparticulas de plata a un material polimérico utilizado para la fabricaciéon
de dispositivos intracorporales (catéteres y sondas). Para ello se produjeron
nanoparticulas aplicando dos métodos convencionales (Métodos del
borohidruro de sodio y del citrato de sodio) y uno no convencional
(electroquimico, disolucion andédica). En los primeros, se pretendi6 evaluar
un agente dispersante que tuviera un buen control sobre el crecimiento de
las particulas. En el segundo se estudiaron las variables naturaleza de los
electrodos, utilizando celdas con anodos de plata deformada y plata
recocida; distancia entre los electrodos, tiempo de reaccion, corriente y
onda sobre la obtencion, tamafio y morfologia de las nanoparticulas.

Las suspensiones obtenidas fueron caracterizadas via Microscopia
Electronica de Barrido, Dispersién Dinamica de Luz y andlisis quimico
elemental por Espectroscopia de Rayos X (EDX).

La caracterizacion del material impregnado se realiz6 mediante las
técnicas de MEB y EDX para garantizar la incorporacion de las AgNP’s al

polimero. Fue necesario verificar la actividad antibacteriana por medio de
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cultivos de Staphylococcus aureus y/o Escherichia coli, microorganismos
comunes en el medio clinico que afectan la funcién renal.

El desarrollo de estos materiales en el pais y su incorporacién en el
sistema de salud publica, podria mejorar el tratamiento de los pacientes,
disminuira la tasa de morbilidad, ayudard a las recuperaciones
postquirtrgicas y disminuira los riesgos de contagio infeccioso en las
instalaciones hospitalarias. El apoyo a las investigaciones sobre los
biomateriales es inminente y contribuiria al desarrollo de la industria médica

nacional.
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2. MARCO TEORICO

2.1. NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia trata sobre las diferentes estructuras de la materia
con dimensiones del orden de una millonésima parte de metro, asi lo
definen Charles P. Poole y Frank Owens en Introducciébn a la
Nanotecnologia [3]. Aun cuando éste término es nuevo, la aplicacion de
nanoparticulas no es exclusiva de este siglo. Se ha determinado que en el
arte gotico, en la metalurgia asiatica antigua, asi como en la naturaleza, las
nanoparticulas han dado diferentes propiedades 6pticas, como los colores
en los vitrales, la resistencia mecénica de herramientas y las caracteristicas
estructurales del caparazon de cierto molusco respectivamente.

La nanotecnologia busca compaginar la produccién y aplicacion de
sistemas fisicos, quimicos y biolégicos a gran escala a partir de atomos
individuales o moléculas con dimensiones menores al micrén, para obtener
como resultado grandes sistemas nanoestructurados [4]. El desarrollo
actual y el auge en la investigacion de esta nueva tecnologia tienen gran
diversidad de aplicaciones. La preparacion de polvos nanoestructurados
con diferentes propiedades puede llevar a la obtencion de nuevos
materiales mas resistentes, con propiedades Opticas, paramagnéticas,
ferromagnéticas, piezoeléctricas o superconductoras. Otras aplicaciones de
la nanotecnologia son en la catalisis, en la industria de proteccion al medio

ambiente, con la fabricacion de filtros o tamices moleculares que sirven
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para la recoleccion de material fino perjudicial para la salud de las
personas, en biomedicina y en materiales compuestos.

En biomedicina se busca utilizar nano particulas que puedan ser
colocadas directamente sobre células malignas, y éstas inhiban el
desarrollo de las células cancerigenas. Con la incorporacién de
nanoparticulas se desea obtener materiales mas resistentes a la corrosion,
al desgaste, a la fatiga, en resumen obtener un material con mejores
propiedades quimicas y mecanicas. Si combinamos la aplicacién biomédica
con la ingenieria de materiales, se pueden obtener materiales compuestos
gue sean de utilidad en el area de la medicina. Con la tecnologia
manomeétrica se han logrado una diversidad de adelantos para tratamientos
preventivos de posibles patologias como melanomas. Estudios han
demostrado, que es posible lograr la inhibicion del desarrollo de
microorganismos, bacterias o virus, que afectan a la humanidad por medio
de la fabricacion de sustancias y materiales con la incorporacion de nano
particulas.

Existen diversos métodos para la obtencion de estructuras a escala
nanométrica. Las variables mas importantes a controlar son el tamafio de
las particulas y la pureza. La aglomeracion descontrolada conlleva a la
generacién de cumulos y a una disminucion del area superficial. Al
disminuir el area superficial la propiedad caracteristica de la particula se

vera disminuida [5].
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Dependiendo del método de obtencion se emplearan mecanismos o
reactivos que inhiban la atracciébn entre las particulas. Los reactivos
utilizados tienden a envolver a la particula formando sobre ella una
“pelicula” que disminuira considerablemente las fuerzas de atraccion.

El método de sintesis dependera directamente de la propiedad que se
desee obtener en el material nanoestructurado y de la naturaleza de éste.
Para ello se han desarrollado diversos procesos:

Por via humeda: precipitacion-coprecipitacion, evaporacién vy
extraccion de solventes, procesos sol-gel, etc. Tales como Reacciones en
fase vapor, plasma, Descomposicibn de sales, Sintesis organica,
Reacciones hidrotérmicas, Procesos electroquimicos, etc.

Cuando se desea obtener polvos de metales, los procesos generalmente
se realizan en presencia de: agentes fuertemente reductores, solventes,
dispersantes, surfactante, etc. En aquellos casos en que se desee acoplar
la nanoparticula a otro material generalmente se sintetiza el polvo en una
disolucion del material o se incorpora por medio de un proceso de sol-gel
con un agente tensoactivo.

Entre las propiedades de las nanoparticulas individuales es posible
resaltar la geometria de la nanoestructura. La estructura cristalina de las
nanoparticulas grandes es la misma que la de la macroestructura, adn
cuando presentan algunas diferencias en los parametros de red. Sin

embargo, si son muy pequefias, tienen todos, o casi todos sus atomos en la
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superficie. En el exterior los &tomos estan menos restringidos en su
capacidad para vibrar que los que se encuentran en el interior y son
capaces de realizar mayores desplazamientos desde sus posiciones de
equilibrio, lo cual puede conducir a cambios en la estructura de la particula
[3].

Con respecto a la estructura electrénica, cuando los atomos forman un
reticulo, sus niveles discretos de energia se dispersan en bandas de
energia. Para un metal, la banda de energia superior no se encuentra
totalmente llena. Cuando una particula metélica se reduce al tamafio de
unos cientos de atomos, la banda superior que contiene electrones y sus
estados de densidad (niveles de energia presentes en un intervalo dado),
cambian considerablemente. En ellos se presentan niveles de energia
discretos que se traducen en un espaciamiento a niveles de energia
mayores a la energia térmica. En los cumulos metalicos pequefios, los
niveles de energia se igualan a los de un metal voluminoso con orbitales
enlazantes y antienlazantes. En ocasiones se alcanzan tamafos en los
cuales las superficies de las particulas se encuentran separadas por
ordenes de las longitudes de onda de los electrones. Esto se puede
explicar mediante el principio de incertidumbre de Heisenberg, el cual
plantea que mientras mas confinado se encuentre un electron, mayor sera
su intervalo de momento. La energia promedio viene determinada tanto por

la naturaleza de los atomos como por la dimension de la particula [3]
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Los cumulos de diferentes tamafios presentan diferentes estructuras
electrénicas, con diferentes niveles de energia. Cuando éstos interactdan
con una luz a determinada longitud de onda, son capaces de absorber la
energia luminosa y los fotones inducen a los electrones a efectuar
transiciones entre los orbitales llenos inferiores con los no llenos mas
externos, generando asi coloraciones especificas para cada dimension de
nanoparticulas. De igual manera, dado que la estructura electronica
depende del tamafio de particula, la capacidad del ciimulo para reaccionar
con otras especies también dependerd de su propia dimension.
Experimentalmente se ha demostrado esta relacion [3].

El tamafio de las nanoparticulas o de los cumulos afecta directamente
la morfologia, las propiedades Opticas, asi como la reactividad de las
particulas. El control de éste parametro es de gran importancia para la

produccién de materiales nanoestructurados con aplicaciones especificas

[6].

2.2. RESENA HISTORICA
e Laplatay su aplicacién en medicina
La plata es un elemento metalico de brillo intenso que generalmente
esta oscurecido por una patina negruzca debido a alteracién superficial. Es
buen conductor de calor y electricidad. Se encuentra en estado nativo
(generalmente aleada con cobre y oro), formando minerales como la

argentita, que es sulfuro de Plata. Es mucho mas abundante que el oro, se
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encuentra mezclada con sulfuros o en zonas de oxidacion de otros
depositos.

En el sistema periédico se denota con el simbolo Ag, nimero atdmico
47, valencia uno (1) y estado de oxidacion +1. Su configuracion electronica
[ Kr ] 4d* 5s' . Sistema de cristalizaciéon cubico centrado en las caras
(FCC). Dureza 2,5 en la escala de Moss. Densidad de 10,5 g/mL[7].

La plata es estable en el aire y en el agua, pero se ennegrece en
presencia de pequefias cantidades de sulfuros, por formacion de sulfuro de
Plata. Quimicamente es bastante inerte debido a su potencial
electroquimico [7]

Uno de los agentes que ha ganado un lugar establecido en el
tratamiento tépico de quemaduras severas es la plata. Muchas sustancias
han sido desarrolladas para el tratamiento de afecciones de la piel. El
manejo farmacolégico para quemaduras de alto grado se aplica desde
1799. Sin embargo después de la segunda guerra mundial el interés por la
actividad antibacteriana de las soluciones de plata en aplicaciones
cutaneas se desvanecio [8].

En 1965, Moyer revitalizo el interés por la solucion de nitrato de plata.
Popularizé el tratamiento con nitrato de plata y fue responsable de un
adelanto en el tratamiento de guemaduras [9]. Sin embargo, enfatiz6 en sus

trabajos que su propuesta para utilizar plata no fue original. Dada esta
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observacion, existen numerosas referencias al uso terapéutico de
compuestos de plata [8].

El principal problema era el crecimiento de microorganismos patégenos
y su penetracién en el cuerpo. El estudio se concentré6 en generar un
agente antiséptico para prevenir la infeccién invasiva. Los investigadores
concluyeron que sales atdmicas de plata y plata tenian los requisitos para
ser considerados como un agente antiséptico. También determinaron que
la plata metalica en forma coloidal es estable en agua, con 0,9% de
formacion salina; desarrollaron la solucién de Locke y también que el
nitrato, lactato y acetato de plata, son hidrosolubles [10].

En base a estudios in vitro, Moyer concluyd que una concentracion de
0,5% de AgNO; es la cantidad minima necesaria para establecer accion
antibacteriana contra microorganismos como Estafilococo aureus,
Pseudomonas aeruginosa y E. coli. El acetato de Mafenida se desarroll6 al
poco tiempo de la reintroduccion de nitrato de plata, sustituido
posteriormente por sulphadiazina de plata la cual fue introducida por C.L.
Fox. Asi, en un periodo de tiempo corto, tres medicamentos aparecieron en
el mercado. Esto representd un cambio radical en el tratamiento topico de
quemaduras [10].

Otra metodologia fue utilizar la propiedad antibacteriana de la plata,
generando un flujo continuo de iones de plata independiente del tiempo.

Para ello se emplearon dos hilos de nylon de plata (SN), con un contenido
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en 26% de plata metalica. Estudios in vitro demostraron que el
procedimiento  fue  efectivo contra  muchos  microorganismos.
Posteriormente los estudios fueron dirigidos a la posibilidad de aumentar la
concentracion de iones de plata en la superficie de herida por medio de la
electrélisis. La combinacién de corriente eléctrica y los hilos de nilén
revestidos de plata fue investigado. El poder antibacteriano del nilébn de
plata resultd ser aumentado notablemente por aplicacion de una corriente
continua débil, debido a un aumento en la liberacion de plata del material.
Schmalzel et al. y Chu et al, también estudiaron el efecto de la corriente
eléctrica en materiales que contenian plata. Experimentaron con animales
cuyas quemaduras habian sido infectadas con una dosis mortal de P.
aeruginosa. Crearon un circuito eléctrico, insertando una aguja de plata
bajo la herida de quemadura y la conectaron, a través de un electrodo, a
una corriente regulada por una fuente. El voltaje maximo varié entre 0,1 y
0,86 V en miliamperios (mA) 0,4+40, durante 5 dias. El nylon de plata fue
utilizado como anodo en la superficie y la aguja de plata como céatodo, y se
generd una terapia antibacteriana mas efectiva. Utilizando el nilén de plata

como catodo no se obtuvo el mismo efecto [10].

2.3. NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP’s)
Actualmente, la atencion de la industria como de los investigadores
hacia las nanoparticulas de plata se debe a sus propiedades Opticas,

fisicas y quimicas. Algunos de sus campos de aplicacién son: catalisis,
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fotoelectronica, biologia por su actividad antibacteriana, etc. Debido a sus
morfologias definidas y alta distribucion en el tamafio de particulas, resultan
interesantes para la industria de la electronica. Generalmente son
integradas en circuitos eléctricos que requieren o seran empleados para
alta densidad de corriente y conductividad térmica, asi como una alta
resistencia a la corrosién. Otra de sus principales aplicaciones ha sido en el
area de la medicina debido a su poder antibacteriano [11].

La plata ha sido ampliamente aplicada en medicina debido a su baja
toxicidad en células animales, pero con una actividad letal en
microorganismos y bacterias como Escherichia coli y staphylococcus
aureus. [12] . Materiales poliméricos y ceramicos fabricados con
recubrimientos de plata nanométrica [13], plata coloidal y polvos
nanoestructurados de oxido de plata son empleados y reconocidos por su
amplio espectro de inhibicion de la actividad bacteriana. Las nanoparticulas
de plata tienen un alto poder en sus propiedades cuando se obtienen en
soluciones coloidales, debido a su mayor &rea superficial; pueden
garantizar mayor efectividad en sus aplicaciones como recubrimientos [14].

Alrededor del mundo se ha buscado producir nanodispersados por
diversos métodos. Los métodos acuosos por medio de procesos de
reducciéon quimica han sido los mas efectivos. Otros procedimientos como

el procedimiento de pirolisis, no han tenido altos rendimientos y resultan
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costosos, con tendencia a aglomeracion y morfologias irregulares del
producto [11].

Las nanoparticulas de plata pueden ser aplicadas a diversos campos.
Sin embargo, sus propiedades las hacen muy atractivas y eficientes en la
biomedicina. Investigadores han tratado de incorporarlas en materiales
quirtrgicos o implantes médicos, que los lleven a obtener biomateriales o
equipos de aplicacion médica [15] que puedan inhibir la contaminacién de

pacientes por bacterias patégenas.

2.3.1. Propiedades fisicas y quimicas [16]

Dentro de las propiedades fisicas de las nanoparticulas de plata,
sobresalen sus propiedades Opticas. Estas se deben a la agrupacion de
oscilaciones producidas por electrones libres, resultantes de las
interacciones con la radiacion electromagnética. ElI campo eléctrico
producido por la radiacién, induce la formacion de un dipolo en la
nanoparticula; en su interior aparece una fuerza compensadora del efecto,
y como resultado se obtiene una Unica y caracteristica resonancia a una
longitud de onda determinada. La longitud de onda de absorcién de las
nanoparticulas de plata, depende de factores como el tamafio de particula,
morfologia, la naturaleza del medio que le rodea, asi como la distancia
promedio entre nanoparticulas vecinas.

Uno de los métodos mas utilizados para la caracterizacion de las

nanoparticulas de plata ha sido el espectrofotémetro de absorcién de luz,
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asi como el microscopio electrénico de transmision. Segun la teoria de Mie,
el espectro de absorcion UV-visible, aumenta en la intensidad del pico de
absorcion al incrementar el tamafio de las nanoparticulas, acompafado de
un decrecimiento en el ancho de banda. En el caso de nanoparticulas muy
pequenfas, el espectro de absorcién es menas intenso y con un incremento
en su ancho de banda.

Las nanoparticulas de plata poseen diversas propiedades cataliticas. Al
disminuir el tamafio de ellas, el area superficial incrementa marcadamente.
La superficie es mas reactiva, debido a que la mayoria de los atomos
guedan expuestos y la actividad catalitica se hace mas eficiente. Un
ejemplo de ello, es su habilidad catalitica para disociar moléculas de
oxigeno, CO y CO,, por lo gque poseen una potencial aplicacibn como
descontaminantes atmosféricos.

Debido a sus atractivas propiedades fisicoquimicas y la fuerte toxicidad
para un amplio espectro de microorganismos, a diferencia de su forma
ionica, las AgNP’s se han considerado como una promesa contra nuevos
agentes microbianos y virales. Se ha demostrado que el efecto bactericida
de las nanoparticulas de plata, estd intimamente relacionado con su

morfologia y distribucion de tamafio.

e Propiedades épticas ™”

Un rasgo caracteristico de las nanoparticulas metélicas es la

interaccion fuerte y especifica con la radiacion electromagnética.
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Soluciones altamente dispersas de metales presentan una paleta intensa
de color. El color de la soluciéon depende del tamafio de particula, de la
transmision y dispersion de luz. No es casualidad que la primera aplicaciéon
practica de NP se relacione con la preparacion de pigmentos para la
produccién de vidrieras y ceramica.

Las propiedades Opticas de las AgNP’s dependen fuertemente de las
caracteristicas de las particulas individuales (su tamafio, forma,
composicion, la presencia de capas de adsorcion y su estructura) y su
medio ambiente incluyendo el orden espacial de particulas. Un rasgo
caracteristico de la absorcién y espectros de dispersién de metal NP con
tamafnos por encima de 2 nm, es la presencia de una banda intensa y
amplia en la gama visible (Fig.1) o cercano al IR y - valores de UV. Esta
banda se denomina la banda de resonancia de superficie plasman (SPR) o,
mas frecuentemente, la resonancia de Mie (después de que Gustav Mie
realizara la mas importante contribucién a la interpretacion teérica de este

fenébmeno).

016 /)

008

000 '

Figura 1. Bandas de resonancia caracteristicas de las nanoparticulas de plata.
Espectros: 1) extincion, 2) absorcién y 3) dispersién. a) 44nmy b) 76 nm. [18]
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De todos los metales, la plata tiene la mayor intensidad de banda SPR;
para el oro y el cobre, la intensidad es mucho méas débil. La plata exhibe la
mas alta proporcién de extincion en el pico de la banda SPR, no sélo entre
metales, sino también entre otros materiales conocidos que absorben en el
mismo intervalo espectral. La aparicion de una banda SPR es el resultado
de la interaccion de la luz incidente en la superficie de NP con los
electrones de conduccién del metal. De conformidad, con la teoria de gas
de electrones, los electrones de las capas interiores (cercanos al nicleo)
estan localizados en el ndcleo atémico, mientras que los electrones de las
capas de valencia exteriores son libres para moverse dentro de una
particula de metal y ser la razén de su alta conductividad.

Bajo el efecto del campo eléctrico alternante de un haz de luz, los
electrones de conduccién moviles se desplazan. Si el tamafio de la
particula es mucho menor que la longitud de onda de luz incidente (ver Fig.
2a), el movimiento de electrones conduce a la aparicién de un dipolo que
oscila con la frecuencia del campo eléctrico. Si la frecuencia de
oscilaciones de luz incidentes coincide con la frecuencia intrinseca de los
electrones de conduccidn cerca de la superficie de la particula, entonces
hay resonancia, absorcion de luz y se observa dispersion, lo que se conoce
como SPR. Para particulas no esféricas, o aquellas fijadas en un soporte,
presentan diferentes orientaciones del dipolo con respecto a la onda

incidente (ver Fig. 2b).
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Figura 2. Interaccién de la radiacién electromagnética con las particulas de metal.
[18].

Las regiones de carga positiva y negativa se forman cerca de la
superficie de la nanoparticula (NP) como resultado de un cambio de
resultado de electrones de conduccion en la polarizacion del medio
ambiente en el que se encuentra la particula de metal. Esta polarizacion
reduce la amplitud y la frecuencia de las oscilaciones de dipolo inducido vy,
como consecuencia, desplaza la banda de la SPR a largo de las longitudes
de onda. Esto efecto se ve pronunciado cuando existe una fuerte
susceptibilidad del medio a polarizacion, es decir, para la mayor
permitividad dieléctrica del medio (ey).

Cuantitativamente, PARA calcular la posicion de pico y el ancho de una
banda SPR, es necesario conocer la permitividad dieléctrica de la plata £).
En el caso general, para un material isétropo, el pardmetro e es una

cantidad compleja y depende de la frecuencia variable del campo eléctrico

(w):



26

3(0)): el(a)) +ig, (a)) (Ec. 1)
La parte imaginaria de cero de € se asocia con la resistencia eléctrica del
medio y da lugar a un cambio de fase entre las oscilaciones del dipolo y la
intensidad de campo eléctrico. La €(w) de la funcién puede ser determinado
experimentalmente o calculado en términos de diferentes modelos de la
estructura de la materia. En comparacién con otros metales capaces de
oscilaciones de plasmon, la Plata tiene la menor parte imaginaria de la
permitividad dieléctrica, que es responsable de la disipacion de la energia
del campo eléctrico. Por lo tanto, la eficiencia de la excitacion de la
superficie plasmon en NP plata es el mas alto. Segun la teoria de Mie, el
corte total transversal de la absorcion de la luz y la dispersion por una
particula (Cext) esta representado por la siguiente ecuacion:

_ 247°Re, % &
o y) (6, +2¢, ) +¢,

(Ec. 2)

donde R es el radio de la particulag \ es la permitividad dieléctrica del
medio (su parte real; la parte imaginaria se puede omitir en esta
derivacion), A es la longitud de onda de luz incidente y teniendo en cuenta
el hecho de que para la plata, €, depende débilmente la longitud de onda.

Una ventaja esencial de la teoria de Mie es que el problema de calcular
el espectro de absorcion de una particula se divide en dos partes

independientes. La dependencia del espectro con el tamafio de particula se
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evidencia en el aumento en la intensidad de la banda con el aumento en el
radio de la particula. Datos experimentales han demostrado que, ademas
del incremento de la absorcién, el crecimiento de las particulas de plata es
acompafiado por la ampliaciéon de la banda SPR y el corrimiento de su
maximo hacia el color rojo (en el espectro electromagnético). Al mismo
tiempo, con un aumento en el tamafio de particula, la banda SPR de NP se
desplaza hacia longitudes de onda mas cortas. El tamafio de la particula
tiene efecto en la posicion de la banda SPR y la anchura y depende de la
permitividad dieléctrica de la plata

Cabe mencionar que el razonamiento y los calculos anteriores son
adecuados para el caso mas simple, donde una longitud de onda
electromagnética induce un dipolo. Cuanto mayor tamafo tenga una
particula, mayor serd la probabilidad de que los sistemas desarrollen
multipolos. Esto es acompafiado por la aparicion de las bandas SPR
adicionales correspondientes en el espectro. La contribucién de
quadrupoles en la absorcion de la luz en general se hace notable si el

tamafo de particula plata supera 50 nm.

2.3.2. Propiedad antibacteriana [19]

Las propiedades antibacterianas de la plata metalica y sus compuestos
se conocen desde tiempos inmemoriales. En pequefias concentraciones, la
plata es segura para las células humanas, pero letal para la mayoria de las

bacterias y los virus y, por tanto, ampliamente utilizado en la desinfeccién
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de agua y alimentos en la vida cotidiana y en el control de infecciones en
medicina. Las propiedades U(nicas antimicrobianas y antivirales de
compuestos de plata fueron estudiadas exhaustivamente. Parece
improbable que los microorganismos sean capaces de desarrollar
resistencia a la plata por mutaciones, porque los iones de plata atacan un
vasto numero de diversas proteinas en una célula. Esta valiosa
caracteristica ha tomado especial importancia, debido al aumento del
namero de especies de bacterias patdégenas que son resistentes a los
antibioticos de espectro estrecho y presentar un grave peligro para la salud
y vida humana.

Los célculos de las distribuciones de tamafio de NP's ubicado dentro de
una bacteria para que se mantenga en su membrana debe tener un
diametro entre 5y 2 nm. Por lo tanto, esto hace evidente la suposicion de
gue accion bactericida de NP depende directamente de su tamafo y
aumenta con la disminucién del mismo. Las NP solo con didmetros mas
pequefios (< 10nm) son las que pueden interactuar directamente con una
bacteria. Esto se debe a fendmenos fisicoquimicos de superficie en las
nanoparticulas de plata.

La interaccion entre la nanoparticula con la bacteria o virus, provoca
imperfecciones en procesos respiratorios y de division celular, ocasionando
la muerte de la célula. EI mecanismo mediante el cual las nanoparticulas de

plata, penetran al interior de la bacteria, no esta totalmente entendido. Se
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conoce que la membrana de la bacteria posee muchas proteinas ricas en
sulfuro y fésforo, los que podrian ser sitios de afinidad bioquimica para las
nanoparticulas de plata e inhibir su actividad. Uno de los mecanismos
propuestos es que la NP se fija a la membrana celular. Las AgNP’s son
capaces de penetrar a través de ella y distribuirse dentro de una bacteria

(ver Fig. 3).
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Figura 3. Propuesta de mecanismo de accién de las AgNP’s sobre un
microorganismo. [20].

Esta capacidad es inherente en NP independientes, en lugar de sus
aglomerados. Ademas, como regla general, el tamafio de la particula no
debe exceder el tamafio de la membrana para que ésta se pueda encontrar

dentro de la célula. Este hecho, ha llevado a concluir que soélo los cllsteres
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capaces de interactuar con la membrana celular, son capaces de
incorporarse en el espacio citoplasmatico. De esta manera al ingresar la NP
a la célula, interacciona con su ADN lo cual inhibe su capacidad de réplica
y de ésta manera contribuir a la muerte de la célula [18].
Independientemente de que el dafio a la célula puede ser causado por la
interaccion de las AgNP’s con el fosforo y azufre, compuestos contenidos el
ADN [21], los iones Ag® interactian fuertemente con los grupos —SH
disponibles de la biomolecula para inactivar las bacterias [22]. Las
interacciones en la membrana celular evitan las replicaciones de ADN y
esto conduce a la muerte bacteriana. La actividad antibacteriana del ion Ag*
bajo condiciones anaerdbicas es menos potente que en ambientes ricos en

oxigeno [6].

2.3.3. Métodos de obtencion. Antecedentes.

Las nanoparticulas de plata pueden ser sintetizadas por diversos
métodos. Algunos investigadores han realizado una clasificacion de los
mismos en funcion de los procedimientos empleados, otros en funcion de la
morfologia obtenida.

Se puede decir que existen métodos convencionales y no
convencionales de obtencion de nanoparticulas. A continuacion se

presenta un esquema correspondiente a la clasificacion:
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Métodos convencionales:

eMétodo del Turkevich (citrato)
*Método del borohidruro
eSintesis en dos fases

eReduccién por agentes
organicos

eMiscela inversa

Métodos no
convencionales

eRadiacion laser

Sintesis iy ol
e [ ]
de AgNP's étodos radioli |c.c,>s
\ > eElectrocondensacion
4 eBiosintesis

eElectroquimicos

eMétodos de cinética
controlada

Figura 4. Clasificacion de los métodos de sintesis para obtener nanoparticulas de
plata
(Elaboracion propia)

Cada procedimiento presenta una caracteristica propia que lo hace
especifico para la obtencibn de las nanoparticulas. Los métodos
convencionales se caracterizan por ser por via himeda y por la utilizacion
de agentes quimicos reductores. Los métodos no convencionales son

notables por su innovacion en el procedimiento, como son radiacién laser,
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radioliticos y electrocondensacion. Sin embargo dentro de éstos ultimos se
puede introducir las llamadas sintesis verdes (green syntesis) como las
biosintesis que involucran microorganismos especificos en los procesos de
reduccién, o los métodos con azucares y/o polisacaridos. Los métodos de
cinética controlada se realizan para obtener nanoestructuras especificas
como tubos, aros, prismas, entre otros.

A continuacién se desarrollan los métodos de sintesis utilizados para la
realizacién de este trabajo. Dos procedimientos catalogados como métodos

tradicionales y el método electroquimico.

2.3.3.1. Método de Turkevich (sintesis del citrato)

En 1951, Turkevich et al, describi®6 una sintesis hidrofilica de
nanoparticulas de oro. El procedimiento se basaba en la reduccion en
solucién acuosa a ebullicion, de acido cloroaurico con citrato de sodio. La
caracterizacion de las particulas por microscopia electrénica de transmision
(TEM), arrojo que el producto sintetizado era esférico, con una distribucion
de tamafio estrecha y el diametro promedio de 20 +1.5 nm. Posteriormente,
el método de Turkevich fue aplicado para la preparacion de AgNP’s. Sin
embargo, considerando que Turkevich logré obtener AuNP's esféricas, con
una distribucién de tamafo estrecho, para el caso de la plata, se obtuvo
sintetizados de diversas formas, asi como agregados, con una diametro

promedio en un intervalo de 60 -200 nm. A pesar de sus inconvenientes, el
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método de citrato fue usado para la sintesis de plata NP. La particularidad
del método, es la capacidad del i6n citrato para actuar como agente
reductor y dispersante o estabilizador simultaneamente [23].

Sin embargo, la doble actividad del reductor condujo a dilucidar la
concentracion o6ptima del mismo. La concentracion de citrato afecta
simultdneamente a la tasa de reduccion, nucleacion y crecimiento de las
particulas. Ademas, los productos de oxidacion de citrato de aniones
(acidos acetonedicarboxylicos e itaconicos) pueden absorberse en la

superficie de las NP, afectando asi su mayor crecimiento.

A bajas y altas concentraciones de citrato (5x10®° mol/L y 1,5 x10° mol/L
respectivamente), se formaron agregados gruesos de plata (15 a 30 nm de
diametro). Sin embargo, a una concentracion intermedia entre 1-5 x10™
mol/L, se obtuvieron particulas esféricas con didmetros promedios de 8 a
11 nm. Los estudios realizados, hicieron posible suponer diversos

mecanismos para describir el crecimiento de NP (ver Fig. 4).
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Figura 4. Mecanismos de formacion de AgNP’s.
a) Obtencion de aglomerados con concentraciones limites de citrato. b) Particulas de

20 nm, obtenidas con la concentracién intermedia.[18]

2.3.3.2. Método del borohidruro

En la actualidad, la reduccion de sales de plata con borohidruro de
sodio es el método méas usado de sintesis de plata NP. Es empleado en
sistemas homogéneos y heterogéneos. Su aplicacion se debe a la alta
reactividad del borohidruro (en comparacion con citrato y carbohidratos), su
habilidad (en comparacién con hidrégeno gaseoso y meétodos fisicos) y
“baja” toxicidad (en contraposicién a la hidracina y hidroxilamina). Uno de
las primeras publicaciones sobre la preparacion de NP plata por el método
de borohidruro, describi6 la reduccion de un AgNOz a 8 °C con un exceso
de seis veces de solucion de NaBH, en vigorosa agitacion. El diametro de
particulas formadas estuvo en el intervalo de 1 a 10 nm. Debido a sus

propiedades Gpticas, se registré una banda con el maximo en A= 400 nm en
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el espectro de absorciéon. Posteriormente se realiz6 la sintesis de plata NP
estabilizado por poly(vinyl alcohol) (PVA) [24].

Los mecanismos de crecimiento de NP quedaron claros durante mucho
tiempo, y se suponia que todos los procesos obedecian a una u otra
medida al modelo de LaMer-Dinegar. En él se afirma que el niumero de
particulas coloidales en solucion es estable durante un periodo corto de la
nucleacién. El mayor crecimiento de particulas se produce por la reduccién
de iones en la superficie de clusteres formados. En la década de 1980, se
mostré que el paso de la agregacién de cluster podria desempefiar un
papel clave en la formacion de particulas coloidales.

La formacién de NP esféricas en la reduccién de soluciones acuosas de
perclorato de plata con borohidruro de sodio fue estudiada. La reduccién
involucraba varias etapas, cada una correspondiente a un determinado
color de solucién. En la primera etapa (0,5 a 1 s), la solucién era fangosa,
verde oscuro (con una banda de absorcion caracteristico a A = 220 nm). La
segunda etapa (duracion: 45 min) el color cambiaba a amarillo clake (
400 nm) y, en la fase final, la solucién se oscurecié nuevamente (A=500 nm
a 800 nm). En los experimentos participan diversos parametros, como la
relacion molar [NaBH,]: [AgCIO,] (de 2 a 12) y la temperatura (de 5 a 25
°C). En la primera etapa se determiné que los aniones de borohidruro eran
absorbidos por los primeros clusteres de plata formados. Sin embargo, no

se identificaron las estructuras de estos. En la segunda etapa, la
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absorbancia aument6 bruscamente en una longitud de onda de 390 nm y
hubo una disminucién de A= 220 nm. Esto fue explicado por el aumento en
el tamafio de plata NP causada por la Asociacidbn de cllusteres en
agregados mas gruesos (7-9 nm). Para comprobar el mecanismo de
crecimiento de NP, se estudio la pérdida de iones de plata en el curso de la
sintesis. Muestras tomadas en diferentes momentos de crecimiento fueron
sometidas a andlisis elemental para el contenido de iones Ag"; la cantidad
de iones Ag” resultd ser el mismo en todos los casos.

Esto hizo establecer que toda la plata se redujo en los primeros
segundos del proceso, lo que hizo imposible el mayor crecimiento de NP
por reduccion de iones en su superficie. En la fase final, la agregacion de
las particulas se produjo debido a la descomposicion de borohidruro, que al
mismo tiempo actia como el agente reductor y el estabilizador de NP.
Posteriormente los procesos se afinaron, y se introdujo el nitrato de plata
como precursor de las reacciones, no sin considerar las variables y

parametros para obtener los clUsteres de material.

2.3.3.3. Método electroquimico (disoluciéon anédica)

El proceso de disolucibn anddica consiste en construir una celda
electrolitica, dénde el anodo empleado es un alambre de plata pura (99,9%)
contrapuesto con un catodo, que puede ser plata u otro metal de mayor

nobleza. Es una sintesis empleada para producir soluciones acuosas de
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nanoparticulados sin necesidad de involucrar algin agente dispersante
como PVA, o involucrar alguna sal como electrolito; solo se utiliza agua.

Por medio de este procedimiento sélo se obtienen particulas de plata
suspendidas en solucion acuosa. Para activar la celda, ésta se conecta a
una fuente que permite un paso de corriente en un intervalo de 5 a 50
voltios. Cuando la corriente eléctrica pasa a través del anodo de plata, los
atomos de plata que estan en contacto con la interfaz anodo-electrolito,
pierden un electron y son transformados en iones Ag*. En este proceso
electroquimico, los iones mas cercanos al catodo son capaces de aceptar
un electrén del paso de corriente y se reducen a plata metalica Ag®. La pata
metalica en forma atémica, atrae a otros 4&tomos por medio de las fuerzas
de atraccién de Van der Waal's para formar los nanoclusters. Por otra
parte, el flujo de corriente eléctrica viaja a través de la plata reducida y hace
migrar los iones plata (Ag®) hacia el otro electrodo a través del electrolito

(ver Fig.5) [1].
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Figura 5. Mecanismo de produccion de AgNP’s por el método electroquimico

a) Disolucion anddica, b) reduccién (nucleacion), c) clusters de plata. [1]
2.3.4. Técnicas de caracterizacion de nano particulas

2.3.4.1. Microscopia electrénica

La potencia amplificadora de un microscopio 6ptico esta limitada por la
longitud de onda de la luz visible. ElI microscopio electronico utiliza
electrones para iluminar un objeto. Dado que los electrones tienen una
longitud de onda mucho menor que la de la luz pueden mostrar estructuras
mucho mas pequeiias. La longitud de onda mas corta de la luz visible es de

alrededor de 4.000 angstroms (1 angstrom es 0,0000000001 metros). La
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longitud de onda de los electrones que se utilizan en los microscopios
electrénicos es de alrededor de 0,5 angstroms.

Todos los microscopios electrénicos cuentan con varios elementos
basicos. Disponen de un cafion de electrones que emite los electrones que
chocan contra el espécimen, creando una imagen aumentada. Se utilizan
lentes magnéticas para crear campos que dirigen y enfocan el haz de
electrones, ya que las lentes convencionales utilizadas en los microscopios
Opticos no funcionan con los electrones. El sistema de vacio es una parte
relevante del microscopio electronico. Los electrones pueden ser desviados
por las moléculas del aire, de forma que tiene que hacerse un vacio casi
total en el interior de un microscopio de estas caracteristicas. Por ultimo,
todos los microscopios electrénicos cuentan con un sistema que registra o
muestra la imagen que producen los electrones.

Hay dos tipos basicos de microscopios electronicos: el microscopio
electrénico de transmision (Transmission Electron Microscope, TEM) y el
microscopio electrénico de barrido (Scanning Electron Microscope,

SEM).

e Microscopia electrénica de barrido (MEB o SEM) [25]

En un microscopio electronico de barrido se barre la superficie del
sélido con un haz de electrones de energia elevada. Como consecuencia
en la superficie del sélido se producen diversos tipos de sefales, tales

como electrones retrodispersados, secundarios y Auger, fotones debido a
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la fluorescencia de rayos X y otros fotones de diversas energias. EIl MEB se
fundamenta en los electrones retrodispersados y secundarios, y en la
emision de rayos X (EDX) que es empleado en el analisis con microsonda
de electrones.

La instrumentacién consta de un microscopio electrénico de barrido y
una microsonda electronica de barrido. El microscopio utiliza un cafién de
electrones y un sistema focalizador de electrones. Sin embargo la
microsonda utiliza un detector de rayos X . Trabaja a alto vacio y requiere
de una fuente de energia.

El microscopio consta de un sistema de lentes condensadoras
magnéticas y un objetivo. Las lentes condensadoras son las responsables
de que el haz de electrones llegue a las lentes objetivo, quienes a su vez
determinan el tamafio del haz que incidir4 sobre la muestra (de 5 a 200nm).

El barrido se lleva a cabo mediante dos pares de bobinas localizadas
entre las lentes objetivas (ver Fig.6). Uno de los pares desvia el haz en la
direccién x a lo largo de la muestra y el otro lo desvia en la direccion y. El
barrido se controla mediante aplicacién de una sefal eléctrica a uno de los
pares de bobinas de barrido, de manera que el haz de electrones alcanza
la muestra a un lado del eje central del sistema de lentes. La imagen de la
muestra se obtiene utilizando la salida de un detector que permiten
controlar la intensidad en un punto determinado con el tubo de rayos

catodicos.
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El tipo de detectores mas utilizado es el de centelleo de rayos X.
Consiste en un vidrio dopado o placa de plastico que emite una cascada de
fotones visibles cuando es alcanzado por un electrén, los fotones son
guiados por un conducto de luz a un fotomultiplicador que esta alojado
fuera de la regién de alto vacio del instrumento. También se emplean
detectores semiconductores. Cuando un electron de alta energia alcanza el
detector, se producen unos pares hueco-electron que dan lugar a un
aumento de la conductividad. Este fendmeno permite tener una alta

eficacia.

Cafidn de electrones Fuente de alimentacion de
alta tensidn variable

|
Haz de electrones —__ |

-

Lentes -
condensadoras §S
magnéticas

Contrales de [as bobinas
de barrido {(amplificacidn}

Lentes abjetiva
magnéticas

Dietector de rayos X

A las bombas de vacio =-=—

Cimara de muestra

Figura 6. Esquema de microscopio electrénico de barrido
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Se ha mencionado, que la versatilidad de la técnica proviene de la
amplia variedad de sefiales que se generan cuando el haz de electrones
interacta con el solido. Las interacciones del haz con el sdlido se divide en
dos categorias: elasticas e inelasticas. Las primeras afectan a las
trayectorias de los electrones en el haz sin que se alteren
significativamente sus energias. Las segundas resultan de la transferencia
total o parcial de la energia de los electrones al sélido.

Cuando un electrdn colisiona elasticamente con un atomo se produce
un cambio en la componente de direccion del electron, pero se mantiene
intacta la energia cinética. El angulo de desviacion es aleatorio y puede
variar desde 0 hasta 180°. La energia que se asigna al haz es de 20keV.
Los electrones penetran hasta una profundidad minima de 1,5um. Adn
cuando algunos electrones pierden su energia en la colisién, otros
experimentan numerosas colisiones y como resultado, acaban saliendo de
la superficie como electrones retrodispersados. Es importante sefalar que
el haz de electrones retrodispersados tiene un didmetro mayor al haz de
incidencia. El didmetro del haz retrodispersado es uno de los factores que
limita la resolucion del microscopio.

De igual manera, cuando una superficie es bombardeada con un haz
de electrones, se observa que a lo largo de ella se emiten electrones en el
orden de los 50keV 0 menos, junto con los electrones retrodispersados. Los

electrones secundarios se producen como resultados de interacciones
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entre los electrones altamente energéticos del haz y los electrones de
conduccioén, débilmente enlazados, del sélido, lo que da lugar a la expulsion
de estos electrones de la banda de conduccién con energias de unos
pocos electron voltios. Los electrones secundarios se pueden producir a
una profundidad de 50 a 500 A tan solo y forman un haz que tiene un
diametro algo superior al haz incidente.

Un tercer efecto del bombardeo de electrones sobre un solido es la
obtencion de fotones de rayos X. Los espectros de lineas caracteristicos
como el espectro continuo de rayos X son producidos y emitidos desde la
superficie de la muestra.

El microscopio electrénico de barrido proporciona informacion
morfoldégica y topogréfica sobre la superficie de los sélidos que
normalmente es necesaria para entender el comportamiento de las

superficies.

2.3.4.2. Métodos de determinacién del tamario de particula.

e Difusién dindmica de luz (Dynamic light scatering, DLS)

La dispersion dinamica de Iluz, también es conocida como
Espectroscopia de correlacién del foton. Es uno de los métodos mas
populares que se utiliza para determinar el tamafio de particulas. En él, se
hace incidir un haz de luz monocromético, por ejemplo una luz laser, en
una solucion con particulas esféricas (en movimiento browniano) provoca

un cambio de Doppler cuando la luz incide en la particula en movimiento,



44

modificando asi la longitud de onda de la luz entrante. Este cambio esta
relacionado con el tamafio de la particula. Es posible calcular la distribucién
de tamafo (considerando particulas esféricas), y dar una descripcién del
movimiento de la particula en el medio y medir el coeficiente de difusion de
la particula y utilizando la funcién de autocorrelacion [26].

Este método tiene dos grandes ventajas, la duracion del experimento
es corta y esta automatizada, de manera que para las mediciones de rutina
no es necesaria una amplia experiencia. Ademas, este método resulta
economico [26]

La ventaja de utilizar la dispersién dinamica es la posibilidad de
analizar muestras que contiene amplias distribuciones de especies de
diferentes masas moleculares (por ejemplo, una proteina nativa y distintos
tamafnos de agregados), y para detectar cantidades muy pequefias de
mayor masa (de especies<0.01%) [26]

De acuerdo con la teoria de dispersién de la luz semi-clasica [27],
cuando la luz incide en la materia, el campo eléctrico de la luz induce una
polarizacién oscilante de electrones en las moléculas. Por lo tanto, las
moléculas proporcionan una fuente de luz secundaria y posteriormente
dispersion de luz. Los cambios de frecuencia, la distribucion angular, la
polarizacién y la intensidad de la dispersion de luz, se determinan por el
tamafio, forma y las interacciones moleculares en el material de dispersion.

Gracias a esto es posible, con la ayuda de la electrodinamica y la teoria de
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tiempo dependiente de la estadistica mecanica, es posible obtener
informacién sobre la estructura y la dinamica molecular de las
caracteristicas del medio, a través de la dispersion de luz en el sistema
[26].

Cuando la luz es dispersada por la interaccién de los electrones con
la radiacion incidente. EI campo eléctrico oscilante causa una vibracion en
los electrones convirtiéndolos en dipolos oscilantes. Los dipolos reemiten
radiacion (radiacion o luz secundaria). En la medida que los electrones se
mueven la frecuencia de radiacion secundaria es modificada a frecuencias
mas altas o mas bajas, dependiendo de su velocidad y direccién relativa al
detector (efecto Doppler). EI movimiento Browniano modifica las distancias
gue existe entre las particulas difusoras y el detector, que son ahora una
funcion del tiempo. En consecuencia, la luz difundida puede interferir
constructiva o destructivamente, dependiendo de la distancia que recorre
hasta el detector. El resultado es un valor medio de intensidad difundida
gue se registra, sobre la que se superpone una serie de fluctuaciones [28].

Los tiempos de relajaciéon de las fluctuaciones estan relacionados con
las constantes de difusion, y en consecuencia con los tamafios de las
particulas. Las particulas pequefias tienen menor tiempo de fluctuaciéon que
las grandes, debido a su movilidad. A este fendbmeno se le conoce como
dispersion de luz cuasielastica y su estudio se ha convertido en la

aplicacion del método clasico de determinacion de coeficientes de difusion
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traslacionales de macromoléculas en disolucion. En esencia los equipos de
difusion de luz cuasielastica tienen un disefio similar a los de difusion de luz
clasica (ver Fig. 7). Simplemente el fotomultiplicador es capaz de
transformar la variacibn de intensidad en variacion de voltaje y esta
conectado a un correlador numérico de mudltiples canales que permiten
realizar medidas en tiempos muy cortos (inferiores a las centésimas de

micro segundos) [28]

. Filtr Fotomultiplicador
Luz dispersada tro

——

Laser

Fotomultiplicador Interfaz

L Fotomultiplicador

Figura 7. Equipo de difusion dinamica de luz [26].

Un monocromador o filtro (interferometro o red de difraccion) se
coloca delante del fotomultiplicador (direccién 1) y se utiliza cuando la
escala de tiempo de las fluctuaciones esta por encima del microsegundo
(frecuencia por encima de 1 MHz). La salida de la densidad de corriente
promedio del fotomultiplicador es proporcional a la densidad espectral de la

luz dispersada en la frecuencia de filtro. A continuacion, en el filtro ocurre
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un barrido, a través de una gama de frecuencias para procesos mas rapido
gue un picosegundo (f > 10 GHz), rejillas de difraccién se utilizan como
filtro, y para las fluctuaciones lentas (entre picosecond y microsegundo), se
usa interferometros de Fabry - Perot. Se utilizan técnicas Opticas mixtas
cuando las fluctuaciones son mas lentas que microsegundo (f<1MHz) g
[28].
Para poder usar las fluctuaciones a favor, se representan a través de la
autocorrelacion. La autocorrelacibn es una técnica muy usada en el
procesamiento de sefales. En estadisticas la autocorrelacion de una serie
temporal es simplemente la correlacion de dicho proceso con una versién
desplazada en el tiempo. A ese desplazamiento temporal se le denomina
desfase. La variacién de la intensidad con respecto al tiempo contiene
informacién del movimiento aleatorio de las particulas y puede ser usado
para medir los coeficientes de difusién. Con la medida de los tiempos de
difusién se puede determinar el tamafio de la particula [28].

La técnica usada para determinar el tamafio de particula, esta basada
en dos suposiciones. La primera es que la particula se encuentre en
movimiento Browniano [26]. En esta condicion se puede conocer la funcion

de autocorrelacion como una funcion del radio y del tiempo:

P(r,t]0,0) = (4nDt) /2 e Ipe) (Ec.3)

Donde D es la constante de difusion.
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La segunda hipétesis es que las particulas son esféricas, con un
didmetro pequefio en comparacién con las dimensiones moleculares. Si es
asi, entonces es posible aplicar a la relacién de Stoke-Einstein y, por tanto,
tener una ecuacion sencilla para la constante de difusion:

D = kzT/6Tn0 (Ec.4)

Donde a es el radio hidrodinAmico de las particulas, ks es la
constante de Boltzmann, T es la temperatura en grados Kelvin y n es la
viscosidad del solvente. De la dispersion de la luz es posible obtener
informacidn sobre la posicion de las particulas, y su distribucion mediante
ecuaciones sencillas que relacionen el radio [26].

Para distribuciones anchas e incluso para distribuciones estrechas
(cuasi monodispersados) el valor de referencia de D, comiUnmente
conocido como coeficiente de difusion aparente puede cambiar con el

angulo de medida y la concentracion de la muestra.

2.4. BIOMATERIALES

La implantacion de dispositivos y 6rganos artificiales plantea un enorme
reto para el cientifico y el paciente. Para el paciente, la finalidad primaria es
la subsistencia mediante la funcion de su organismo por la implantacion de
dispositivos artificiales. Para el cientifico, el planteamiento de cuestiones
trascendentales, lo hace evaluar diversos aspectos. Para el disefio de

organos y dispositivos artificiales se deben plantear diversas preguntas
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como el tipo de material a utilizar, el tiempo de vida util del implante, la
biocompatibilidad, etc.[29]

Los biomateriales pueden ser de origen natural, como por ejemplo
colageno, fibras del tipo proteico (seda, lana, etc.), polisacéridos (algodén,
materiales celulésicos) que presentan una estructura y composicion
compleja, y sintéticos, denominados generalmente biomédicos para
diferenciarlos de los de origen natural, que incluyen metales cerdmicas y
polimeros [30].

El diccionario de la Lengua Espafiola define como 6rgano a “cada una
de las partes del cuerpo animal o vegetal que ejercen una funcion” [31]. En
funcion de ello, la gran mayoria de las partes del cuerpo humano pueden
considerarse como Organos y ser sustituidos parcial o totalmente por un
dispositivo protésico o biomédico. Esto implica un gran espectro de
funciones y propiedades especificas, por lo que los dispositivos disefiados
deben satisfacer condiciones selectivas. Si se considera que el cuerpo
humano esté disefiado milimétricamente para detectar, atacar y rechazar
cualquier cuerpo extrafio que se pone en contacto con sus tejidos, un buen
numero de materiales sintéticos no son biocompatibles [29].

En los dltimos treinta afios se han desarrollado materiales poliméricos
con propiedades especificas para cada tipo de aplicacion médica. Los

biomateriales de matriz polimérica son unos de los mas utilizados para
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reparar, restaurar o reemplazar tejidos u 6rganos humanos que han sufrido

dafos irreversibles.

2.4.1. Polimeros y composites

El uso de los polimeros y composites es prometedor en aplicaciones de
biomateriales. Los polimeros ofrecen grandes ventajas, como elasticidad,
resistencia a la corrosion, poca reactividad, etc., que les permiten ser
compatibles con los tejidos. Si a su vez estos materiales son reforzados
con fibras, se incrementan sus propiedades mecanicas [30].

Entre los biomateriales poliméricos mas inertes se incluyen el
politetrafluoroetileno (PTFE), polietileno tereftalato (PET),
polimetilmetacrilato (PMMA), polipropileno, polisulfona (PSF),
polidimetilsiloxano (PDS, o caucho de silicona (SR)), poliamidas, policloruro

de vinilo (PVC), entre otros [30].

2.4.1.1. Policloruro de vinilo [29]

Es un material de uso biomédico casi generalizado. Presenta buena
tenacidad, elevada resistencia mecanica y excepcional resistencia al agua
y otros compuestos quimicos como disolventes, lipidos, etc. La presencia
de atomos de cloro en su estructura lo hace autoextinguible ante el fuego.

El policloruro de vinilo es de naturaleza rigida, pero su grado de
flexibilidad puede modificarse con la incorporacibn de agentes
plastificantes, lubricantes, estabilizantes o mediante copolimerizacién con

mondémeros adecuados. ElI PVC flexible es muy empleado en la
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preparacion de conductos de drenaje, tubos endotragueales y como

conductos de transfusion sanguinea.

2.4.1.2. Siliconas [29]

Hoy en dia, una gran cantidad de dispositivos utilizados para implantes
se fabrican con cauchos de silicona debido a sus excelentes propiedades y
buena compatibilidad. La estructura basica de siliconas de uso clinico
corresponde a cadenas poliméricas de metilsiloxano con grupos metilo ( -
CHs) en sus extremos de cadenas. Normalmente se someten a un proceso
de entrecruzamiento o vulcanizacién para dar materiales elasticos tipo
caucho que presentan una inercia quimica mucho menor que la del caucho
natural, debido fundamentalmente a la fortaleza del enlace Si-O frente al
enlace C-C.

Las siliconas vulcanizadas mediante activacion térmica son las mas
empleadas en implantes artificiales. Se trata de polimeros a base de
dimetilsiloxano, que poseen unidades de metil-vinil-siloxano distribuidas al
azar en cadenas macromoleculares. Estos grupos favorecen el
entrecruzamiento dando lugar a materiales tipo caucho adecuados para la
confeccion de dispositivos cilindricos. También presentan una alta
permeabilidad a los gases (O,, CO,, etc.). Cuando se persigue resistencia
quimica pueden utilizarse derivados fluorados como el 3,3,3-trifluoropropil-
metiloxano. Estas son los mas empleados en catéteres de aplicacion

nefroldgica.
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2.4.1.3. Latex

Elldtex natural es una suspensién acuosa coloidal compuesta
de grasas, cerasy  diversas resinas gomosas obtenida a  partir
del citoplasma de las células laticiferas presentes en algunas plantas
angiospermas y hongos [32]. Es una sustancia con una composicion de
gran complejidad, puesto que entre sus elementos constituyentes se
encuentran gomas, aceites, azUcares, sales, minerales, proteinas,
alcaloides, terpenos, ceras, hidrocarburos, almidén, resinas, taninos y
balsamos [33]. Ademas, la cantidad de cada uno de estos compuestos que
existe en el latex varia ostensiblemente dependiendo de la especie vegetal.

Las particulas de caucho, que en estado natural aparecen en forma
de suspension coloidal en el latex de las plantas productoras, se
encuentran cargadas negativamente y tienen un diametro que se sitla
entre los 0,5 y los 3um. El caucho, que con frecuencia presenta un tono
blanquecino, también puede llegar a ser incoloro [34].

Quimicamente, el caucho natural se define como un polimero del
metilbutadieno o isopreno (CsHg) cuyo grado de polimerizacion es de 2500
a 4500. En el caucho natural se pueden hallar dos formas is6meras,
diferenciadas por el tipo de unién (que puede ser cis o trans) entre las
unidades isoprénicas fundamentales. Mientras la formacises la

constituyente del caucho normal, la trans es propia de la gutapercha y la
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balata, considerados cauchos de menor nobleza al tener propiedades
diferentes y una utilidad mas reducida [34].

El caucho puro es insoluble en agua, alcalisy acidos débiles, y
soluble en benceno, petroleo, hidrocarburos clorados vy disulfuro de
carbono. Conagentes oxidantes quimicos se oxida rapidamente, pero con
el oxigeno de la atmdsfera la oxidacion es mucho mas lenta [34].

Mediante tratamientos quimicos, el latex se procesa y vulcaniza. De
€l se obtienen materiales para la elaboracion de materiales y consumibles
médicos. Sin embargo, el latex no es inerte al cuerpo humano. Algunas
personas presentan alergias al material. Por ello en la mayoria de los
casos, en los cuales deben ser utilizados en dispositivos intracorporales, es

recubierto con materiales mas inertes como las siliconas [29].

2.5. EQUIPOS MEDICOS [2]

La ciencia y tecnologia médica ha avanzado en funcion del desarrollo de
nuevas técnicas, equipos y biomateriales que puedan facilitar el manejo de
pacientes, procedimientos médico-quirargicos e implantes o dispositivos,
respectivamente, que permitan un desempefio favorable para el paciente
como para el equipo de profesionales que los tratan. Existen infinidad de
consumibles que son utilizados cotidianamente para el tratamiento de
ciertas patologias.

Durante los procesos de hospitalizacion, cirugia, recuperacion, cuidados

intensivos, etc. Los humanos necesitan la aplicacion de tratamientos


http://es.wikipedia.org/wiki/Agua�
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81lcalis�
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_d%C3%A9bil�
http://es.wikipedia.org/wiki/Benceno�
http://es.wikipedia.org/wiki/Petr%C3%B3leo�
http://es.wikipedia.org/wiki/Disulfuro_de_carbono�
http://es.wikipedia.org/wiki/Disulfuro_de_carbono�
http://es.wikipedia.org/wiki/Agente_oxidante�
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno�

54

médicos por via endovenosa; para ello se implementa un catéter o Yelco.
En otros casos también se requiere la aplicacion de sondas para la
recoleccién de fluidos. Estos dispositivos médicos intracorporales, son de
naturaleza polimérica, generalmente porosos. Ellos vinculan el cuerpo
humano con el medioambiente y son vectores para infecciones por
microorganismos que se hayan fortalecido o evolucionado ante la presencia
de antibioticos.

No es secreto que las bacterias y virus tienen una alta capacidad para
mutar. Su actividad citoplasmatica y de division celular es rapida y eficiente.
La facilidad de estos microorganismos para modificar su ADN los convierte
en un ejército capaz de utilizar cualquier via de acceso a nuestro
organismo. Para evitar la contaminacién, la mayoria de los dispositivos
intracorporales se encuentran impregnados con antibioticos y el medio
hospitalario debe ser lo mas aséptico y pulcro posible. Sin embargo,
algunas de las infecciones mas tratadas son las nefroldgicas. Estas
generalmente se presentan por bacterias que conviven en nuestro propio
cuerpo, pero que a causa de manipulaciones erraticas pueden penetrar en
nuestro organismo por la via urinaria.

Generalmente los pacientes mas expuestos a infecciones son aquellos
gue presentan disfuncién renal. Ellos deben someterse a procedimientos de
didlisis, en los cuales sus cuerpos se encuentran conectados en un periodo

considerable, a una maquina de hemodialisis por medio de una sonda
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vesicular. Dadas sus condiciones especiales, su sistema inmune se
encuentra debilitado y se hace una presa facil para las bacterias del medio
como para las propias que pueden migrar de una regioén a otra. De aqui la
importancia del desarrollo de una nueva tecnologia que permita impregnar
estos dispositivos con antibiéticos u otras sustancias que eviten 0
disminuyan los riesgos de contaminacion. Las nanoparticulas de plata,
debido a su actividad antibacteriana, resultan un mecanismos interesante, y
puede ser estudiado para desarrollar nuevos productos. A continuacion se
hace una resefia sobre los tipos de sondas empleadas en procedimientos

médicos.

e TIPOS DE SONDAS [35]

En funcion de las patologias que presente cada paciente se necesitaran
diversos procedimientos que permitan ayudar al individuo a cumplir con
alguna necesidad fisiolégica como comer, expectorar, orinar, etc. El uso de
las sondas es necesario para facilitar el drenaje de ciertas sustancias de
desecho, asi como también para la ingesta de alimentos.

Existen diversos tipos de sondas que se ajusta a cada tipo de sondeo.
Para los fines de la investigacion realizada se definiran sélo los tipos de
sondas empleadas en procedimientos nefrolégicos, que puedan estar
expuestas a las bacterias E. coliy S. Aureus.

El sondeo vesical consiste en la introduccion de una sonda por el meato

urinario hasta llegar a la vejiga. Puede ser temporal para realizacién de
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examenes o drenaje vesical (sonda Nelaton), o permanente para intubacion
por varios dia o drenaje continuo (sonda Foley) [35]. Sus objetivos son:

* Facilitar la salida de la orina.

» Obtener una muestra estéril de orina.

» Medicion exacta del flujo de orina.

« Irrigar la vejiga.

* Introducir medicamentos.

* Determinar la cantidad de orina residual.

Las sondas urinarias son unos dispositivos que constan basicamente de
tres partes: la punta (es la porcién por la que la sonda se introduce en la
uretra), el cuerpo, el embudo colector o pabellén (es la porcion por la que
sale la orina) (ver Fig. 8). La oferta posible de catéteres vesicales es muy
amplia y se puede clasificar segun la duracién del sondaje (intermitente,

temporal, permanente), segun el material del catéter y por el calibre y la

longitud.

Nelaton mujer Dedosvias
Punta I
: S D
Nelaton hombre 'i' i ==
Viapara¥
nier d bl Pabelln 0 il
i embudo oolector atomelencion
i Cueo I
Pabellon o embudo colector Detresvias
Tiemann N ] 7
' {
I s Via para infroduci o sacar

—

— liquic de la vejga

Catéteres para sondaje intermitente  Catéteres para sondaje temporal y permanente (tpo Foley)

Figura. 8. Constitucion y tipos de sondas [35]
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El catéter que se usa para los sondajes tanto temporales como
permanentes es un dispositivo flexible con ciertas particularidades. En la
zona préxima a la punta posee un balén de autorretencion que se infla
desde una vélvula externa que se encuentra cercana al pabellon (sondas
tipo Foley). La capacidad del balén aparece impresa en el embudo colector,
asi como en el envoltorio de la sonda (generalmente entre 5y 20 cm®). En
el embudo colector se conecta el sistema de drenaje que se haya elegido
(también se puede colocar un tapén). Pueden ser de dos vias (una para
evacuar la orina y otra para inflar el balon desde el exterior) o de tres (se
afiade una tercera via para poder introducir o sacar liquido de la vejiga)

[36].

e Clasificacion segun el material del catéter [36]

El material con el que ha sido elaborado el catéter va a determinar sus
caracteristicas, tales como elasticidad, coeficiente de friccion
(preferiblemente bajo), biodurabilidad (tiempo méaximo de permanencia sin
deteriorarse), biocompatibilidad (capacidad de no inducir reacciones o
toxicidad), tendencia a la incrustacién (precipitacion de mucoides y
cristaloides), tendencia a la adherencia bacteriana.

Los catéteres estan hechos con materiales poliméricos que pueden ser
naturales (latex) o sintéticos (cloruro de polivinilo, teflén, silicona u otros

plasticos mas modernos):
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El latex ha sido el material de uso estandar, ya que es blando y
maleable. Sin embargo, puede presentar incrustacion rapida y toxicidad
local con induccion de estenosis uretral. Su duracion es de hasta 45 dias
(Sondas Nelaton y de Petzer).

La silicona es mas adecuada para el sondaje permanente, al ser mas
biocompatible (induce estenosis uretral con menor frecuencia) y muy
resistente a la incrustacion. Sin embargo, su excesiva flexibilidad obliga a
fabricar catéteres de paredes gruesas y con orificios de drenaje pequefios,
mientras que su permeabilidad permite el desinflado progresivo del balén
de retencién (lo que conduce a la pérdida de la sonda o al recambio
precoz). Como los catéteres de silicona pura son mas caros, la mayoria
estan fabricados con latex que se recubre con silicona o teflébn para mejorar
su tolerancia y facilitar su insercién (Sondas Foley). Pueden durar hasta 90
dias.

El cloruro de polivinilo (PVC) es un material mas rigido y permite
proporciones diametro externo/interno 6ptimas para un drenaje adecuado.
Es mejor tolerado que el latex y mas barato que la silicona, aunque no es
apto para el uso a largo plazo por la rapida incrustacién que presenta.

Los materiales mas modernos de superficie hidrofilica, por su mayor
biocompatibilidad y su menor coeficiente de friccién, reducen la irritacion de

la mucosa y la incrustacion. El grado de adherencia bacteriana a la
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superficie del catéter es mayor con el latex y la silicona, variable con el

teflon y escasa con los catéteres con superficie hidrofilica.
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES

3.1.1. Sintesis quimica

- Nitrato de plata (AgNO5)

- Citrato de sodio (CsHs07Na3z.2H,0): 99,98% , marca Fluka.
- Borohidruro de sodio (NaBH,)

- Agua destilada

- Polivinil alcohol

- Etanol (C,HgO)

- 2-Propanona ( C4HgO)

- Esferas de silicona

3.1.2. Sintesis electroquimica

- Electrodos de plata 99,99%, cilindricos, ®= 2mm.
- Electrodo de titanio.

- Electrodo de referencia (Pt)

- Esferas de silicona

- Agua destilada

3.2. EQUIPOS

- Balanza

- Planchas de calentamiento y agitacion
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- Agitadores magnéticos

- Fuente eléctrica

- Resistencias de 20 Q

- Conductimetro, marca Hanna Instruments.

- Programa LabVIEW 8.5. Fabricante: National Instruments
- Interfaz Analdgica Digital

- Microscopio Electronico de Barrido. Marca: Hitachi. Modelo: S-2400.
Detector: Thermo Electron Corporation. Modelo: 4431B-1NUS-SN.

Resolucion especifica: 132nm.
- Sputter (Metalizador o ionizador). Marca: Hitachi. Modelo: E102.
- DLS.

- Equipo comercial: Silvergen

3.3. SINTESIS QUIMICA

Se realizaron dos procedimientos de reduccion del ién Ag*, a partir de la
sal del metal (AgNQO3). Para ello se emplearon dos agentes reductores
(borohidruro de sodio y citrato de sodio). Las soluciones obtenidas para
cada reductor fueron estudiadas por DLS y microscopia electronica de
barrido, y asi evaluar distribucion, tamafio y morfologia de las particulas de
plata obtenidas por los dos métodos.

Las sintesis quimicas en la cuales se evallo la eficacia del dispersante

fueron soportadas en portaobjetos de aluminio y/o vidrio y secadas, para su
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posterior metalizacion y caracterizacion en el MEB. Los ensayos realizados
posteriormente para definir tamafio y morfologia de la particula, fueron
impregnados en esferas de hidrogel (lamadas comercialmente como tierra

artificial)[37].

3.3.1. Obtencidon de nanoparticulas de Ag. Agente reductor

citrato de sodio.

Se realizd el procedimiento para la reduccion de la sal de nitrato de plata
bajo el procedimiento de Lee y Meisel [38]. Se prepararon soluciones de
1x10° M de AgNO; (alta pureza) y citrato de sodio (CeHsO;Naz) al 1%
(3,4x10° M) y a 3,4 x10“*M (Turkevich). El citrato de sodio actia como
agente reductor y dispersante.

En un balon de reaccion se vierten 50 mL de la solucién de AgNO;. Se
someti6 a agitacion vigorosa y calentamiento hasta ebulliciébn (85°C).
Durante el procedimiento se agregan 5mL de la solucion de C¢HsO;Nas al
1%. Se mantiene la agitacion hasta observar un cambio de coloracion y
turbidez en la solucion. El color amarillo determina la formacion de las
nanoparticulas de plata [39].

De igual manera se aplic6 el procedimiento de Turkevich, en
proporciones de [1:1] de AgNO; y Citrato de sodio a 3,4x10™ M. Se dejo
ebullir la solucién de AgNO; y se agregdé el volumen de reductor, en

agitacion constante y a una alta velocidad en porciones iguales.
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3.3.2. Obtenciéon de nanoparticulas de Ag. Agente reductor
NaBHy,.

Se prepararon soluciones a 1x10>M de AgNO; y 2x10? M de NaBH,.
Como dispersante se utiliz6 una solucion de PVA al 1%. Se realizaron
procedimientos para generar la reaccion de reduccién del i6n Ag® en
diversas proporciones hasta obtener una relacion oOptima de [1:1]. Se
Estudio el efecto del PVA como dispersante. Todas las soluciones se
aforaron en balones de 25mL. La turbidez y coloracion amarilla, indicaron la

formacion de nanoparticulas de Ag° [40].

3.4. SINTESIS ELECTROQUIMICA

3.4.1. Ensayos a corriente continua

Por el método electroquimico se obtuvo una suspension de
nanoparticulas de plata, por medio del método de disolucién anddica. Para
ello se utilizaron dos electrodos de 2 mm de didmetro y 10 cm de longitud.
Como céatodo se utilizaron barras de plata deformada (Agqes), plata recocida
(Agrec) Y titanio (Ti). Las barras de plata deformada y recocida fueron
empleadas como anodos, para estudiar el fendmeno de disolucién anddica
en funcién de la naturaleza del material. Los electrodos fueron sumergidos
en agua destilada (electrolito) a una profundidad de 5,8 cm en los
electrodos. Se realizaron ensayos a diferentes distancias interelectrodos

(0,70, 2,25y 3,65 cm + 0,01 cm).
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Se utilizé un electrodo de referencia de platino, una fuente de energia
ajustada a 28v. Una resistencia eléctrica de 22 , utilizada para obtener
una caida de potencial dentro del intervalo de voltaje que mide la tarjeta de
National Instruments (calculada a partir de la ley de ohm). La tarjeta
funcioné como interfaz o convertidor analégico-digital entre el circuito y el
ordenador, el cual funcioné como registrador bajo el programa de LabView.
Se mantuvo una agitacién contante.

3.4.2. Montaje de la celda

~ [ Montaje de la celda |

Limpieza de los =Seleccion de la ;22?;1(;”
electrodos distancia de trabajo. ) i
=Desbaste : papel d1,2y3 (0,70, 2,25, 3,65 =Cable rojo— dnodo
abrasivo de 600 grit. cm) =Cables verde y
Excepto el electrodo -Adicion del electrolito negro—catodo.
de referencia. (150 mL). Medicion de la <Cable blanco
~Remocion de viruta : conductancia inicial (A) —electrodo de
\_ Etanol o acetona. ) referencia.
\ A
4 ™
Evaluacion del proceso Disolucién anddica
=Recoleccién de muestras cada 15 min, =Encendido de la fuente y
durante 2 horas de proceso. del registrador
=Medicién de A(uS) y absorcion de la =Agitacion
solucién en soporte polimérico (hidrogel) «Observacion

Figura 9. Esquema del montaje y puesta en marcha de la celda para ensayos a
corriente directa
(Elaboracion propia)
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Analdégico-
Digital
< ]
e S

FiguralO. Diagrama de bloque. Circuito para ensayos a corriente continua.

(Elaboracion propia)

3.4.3. Ensayos con onda cuadrada

Para los ensayos con onda cuadrada, se escogieron los electrodos de

plata deformada. Se empled un circuito eléctrico con una fuente capaz de

variar la frecuencia de la onda a utilizar (ver Fig. 11y 12). Se realizé un

barrido entre 0,01 Hz hasta 0,1 Hz.
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Figura 11. Circuito utilizado para los ensayos de onda cuadrada.

a) Generador de frecuencias, b) fuente, c) resistencia, d) celda, e)Convertidos analégico
digital, f) Plancha de agitacion

La frecuencia fijada para el procedimiento fue de 0,04 Hz. Se realiz6 el
montaje de la celda (de igual manera que en el procedimiento anterior) y se
procedié a realizar el ensayo dejando un registro por medio del software.
Se dejo reaccionar por dos horas. Al finalizar se recolecté la muestra y se
introdujo el hidrogel para su caracterizacién en el microscopio electrénico

de barrido.
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Figura 12. Diagrama de bloque. Circuito para ensayos a onda cuadrada

(Elaboracion propia)
3.4.4. Ensayo con el equipo comercial

Se procedid a realizar un ensayo con el equipo comercial disponible en
el mercado (Silvergen). El silvergen es un sistema de produccién de
AgNP’s que trabaja a corriente constante. Mantener una intensidad de
corriente constante puede tener un efecto significativo en la morfologia o
concentracion iones y particulas.

Este equipo consta de una fuente de energia con: interruptor, dos
indicadores luminosos, y una perilla para ajuste de la saturacion, conectada
a los puertos de anodo y céatodo, un agitador de rotor y un recipiente
plastico (ver Fig.13). Como electrodos, utiliza dos laminas de plata de forma

rectangular, de espesor menor a 1mm.
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Figura 13. Equipo comercial “SilverGen Colloid Generator”.

Montaje del sistema

p
Limpieza del sistema

=Se limpiaron los electrodos de Ag
con papel absorbente, y un
algodoén cona cetona

<El recipiente se lavo con agua
corriente y luego se curé con
agua destilada

A\

-

=

A\

Montaje del circuito

=Se conectaron las laminas de
plata a la fuente. Puerto rojo —
anodo, puerto negro — Catodo

«Se conecto el
agitadormagnético al rotor de la
fuente

/

Disolucion y saturacion

=Se evidencia el proceso de
disolucion anédica cuando la luz
verde se enciende

«El proceso finaliza cuando la
solucion alcanza la saturacion y
las luces se apagan.

=Se debe medir la consuctancia
final de la solucion.

A\ /

N

\

o

~

Puesta en marcha

=Se ajusto la perilla al nivel de
saturacion deseado

«Se encendio6 el equipo. La luz roja
es indicativo de encendido

«Sila luz verde se enciende desde
elinicio, el agua presenta ata
conductancia.

=Se recomienda utilizar agua
destilada de otra fuente.

/

Figural4d. Esquema del montaje del sistema comercial de produccion de AgNP’s

(Elaboracion propia)
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3.5. IMPREGNACION DEL POLIMERO
La impregnacion del sustrato polimérico (sonda Foley y catéter) se
realizé por medio de tratamientos superficiales, entre los cuales se exploré
tratamientos quimicos de “solubilizacién parcial” o “tratamientos térmicos”,
del material polimérico, seguidos de inmersion en las soluciones de
AgNP’s. También se realiz6 la reduccion de la sal en presencia del
material, para posterior comprobacion de la presencia de nanoparticulas de

plata en la superficie del mismo.

3.6. CARACTERIZACION

3.6.1. Microscopia electronica de barrido

3.6.1.1. Preparacion de las probetas vy analisis de muestras

Las particulas obtenidas fueron absorbidas en un hidrogel comercial.
Este procedimiento se desarrollé especificamente en este trabajo para
poder soportar la AgNP’s sobre un substrato que permitiese la posterior
observacidon de las nanoparticulas en el microscopio Electrénico de barrido
[37]. Sin embargo, la composicion quimica del hidrogel pudiese originar
productos de contaminacién. Luego fueron rebanadas con un bisturi,
recolectadas, identificadas y cubiertas con tela de serigrafia para evitar el
contacto con el medio y la deposicién de polvo.

Al lograr el secado total del hidrogel, las rebanadas fueron colocadas
sobre portamuestras de aluminio y soportadas sobre papel adhesivo de

grafito. Posteriormente se realizé la conduccién con suspension coloidal de
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carbon. Debido a las caracteristicas no conductoras del hidrogel, las
muestras se introdujeron en el equipo de recubrimiento por salpicado ibnico
(metalizador) para su posterior metalizacién con platino. La metalizacion se
llevé a cabo en una atmosfera inerte de Argon (Ar) a una presion de 9 Pa.
Los dispositivos impregnados, fueron soportados y metalizados de igual
manera que los hidrogeles que contenian las nanoparticulas.
Posteriormente se introdujeron las muestras en el microscopio
electrénico de barrido (ver Fig.14). Se realizaron microanalisis y, en

algunos casos, fotografias con electrones secundarios y retrodispersados.

Figural4. Microscopio Electrénico de Barrido utilizado para los analisis.

3.6.2. Dispersion de luz laser

La determinaciéon del tamafio de particula se realiz6 a un angulo de

60°. Primeramente, el equipo debi6 ser calibrado con una solucion de latex



71

gue fue introducido en la cubeta capilar. Posteriormente, se hace incidir un
haz de luz laser. El haz es filtrado por un circuito de espejos vy filtros
monocromadores. El registrador procesa el patron de latex obtenido y se
fija el angulo y la longitud de onda de trabajo para sustancias claras (ver

Fig. 15).

Monocromador
Particulas en dispersién

Laser [

v e\‘i'r-""

Luz dispersada

Condensador de sefial

L ]
Detector de fotones
Registrador !

Figural5. Esquema equipo de DLS.

© es variable. En la figura se muestra a 90°[41]

3.6.3. Caracterizacion biol6gica

3.6.3.1. Método de evaluacion de antibiéticos

Los ensayos de actividad antibacterial se realizaron en el laboratorio
de microbiologia, de la catedra de Microbiologia (Escuela de Bioanalisis de

la Facultad de Medicina de la UCV) bajo la direccién del Prof. Luis Torres.
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Para ello se utilizaron tres cepas de bacterias del tipo Estafilococcus aureus
ATCC-25923, Escherichia coli ATCC-25922 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC-27853 para medir la actividad antibacteriana de las nanoparticulas
de plata obtenidas. La seleccion de las tres cepas se debe a que son las
mas utilizadas para evaluar control de calidad a los discos de antibiéticos
[42].

Se empleé como medio de cultivo el proceso Mueller-Hinton en
capsulas de Petri. Se realiz6 un patrén, un ensayo con un papel de filtro
impregnado con las soluciones de AgNP’s obtenidas y un ensayo con los
dispositivos médicos incorporados en el medio de cultivo, para cada clase
de bacteria.

El método consisti6 en inocular la cepa en el medio de cultivo
aplicando el material o antibiético de andlisis. Cada placa se inocula con
una concentracion estandarizada en escala McFarland, este inoculo
equivale a 0,5 de esa escala, y en concetracién bacteriana es un indculo en
el intervalo de 1.105 UFC/mL (UFC: unidades formadoras de colonias/mL),

durante 24h.

3.6.3.2. Método de evaluacidon de Fagos

Este procedimiento se realizo en el Laboratorio de Microbiologia en el
Instituto de Biologia Experimental (IBE) de la Universidad central de
Venezuela, bajo la direccion del Profesor Vidal Rodriguez y la supervision

de la Profesora Juana Viteli.
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El método consisti6 en inocular, en forma confluente, una
concentracion de 0,1 cantidades/mL de un cultivo bacteriano de 1078
bacterias de Escherichia coli CVCM126, derivada de J53.NCTC 50165 [43],
en un medio de cultivo LB (agar Luria Bertanis). La dilucion correspondio a
10”7 bacterias. Concentracibn muy superior a la disponible en cualquier
medio. La evaluacion se realizé a las 24 h de la inoculacién. Sobre el medio
se colocaron gotas de las soluciones obtenidas por el método del citrato de
sodio, de la disolucién anddica correspondiente a la celda Ex; y a la

solucion obtenida por el silvergen.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. SINTESIS QUIMICAS

Para la obtencién de nanoparticulas de plata via reduccién quimica, se
aplicaron los métodos de Lee y Meisel (método del borohidruro de sodio)
[38] y el procedimiento de reduccion por citrato de sodio. Estos ensayos
fueron nombrados con la letra Q.

Los ensayos realizados, utilizando como precursores AgNO3 (1x10° M) y
NaBH, (2x102M) y PVA al 1%, sirvieron para realizar el estudio del PVA
como agente dispersante. La muestra Q fue sintetizada con relaciones en
volumen iguales para cada compuesto involucrado en la reaccién (AgNQOsg,
NaBH; y PVA). La reaccién se llevé a cado en un medio ligeramente basico
(pH=8), obteniéndose como resultado una solucién de color ocre claro, con
presencia de particulas coloidales. La coloracion amarilla, es indicativo de
la formacion de las AgNP'’s [44]. La solucidon se colocd en un portaobjetos y
se dejé secar en una estufa a 40°C para su posterior caracterizacion por
microscopia electrénica de barrido. Luego del proceso de secado, se
observdé un esmalte sobre la superficie del portaobjeto, con una ligera
coloracion amarillenta.

Durante la observacién por MEB, se observaron cumulos superiores a

5um. Sin embargo, al magnificar la imagen, se hizo evidente la presencia
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de pequefios puntos distribuidos por toda la superficie de los aglomerados,

gue correspondian a las AgNP’s (ver Fig. 16).

Figura 16. Método del NaBH4  Micrografia. Magnificacién:4000x

Muestra Q1 .Polimerizacién del PVA con AgNP’s en su interior. Relacion [1:1] con adicion de
PVA como dispersante.

Dado que el PVA es un polimero hidrosoluble, biodegradable y
biocompatible, es utlizado en dispositivos médicos como agente
plastificante, para evitar reacciones alérgicas o irritativas en el organismo
[29]. Su polimerizacion se activa con la temperatura o por simple secado
del solvente. Por lo tanto, la presencia de aglomerados corresponde a la
polimerizacién del agente dispersante.

Durante la polimerizacion, las particulas de plata quedaron inmersas en la

estructura polimérica dando como resultado un producto caracteristico de
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una sintesis “in situ”, donde las particulas de plata se encontraban
inmersas en el producto de polimerizacion (ver Apéndice N°1). La sintesis
In Situ de particulas metalicas en matrices poliméricas involucra la
disolucién y reduccion de las sales del metal dentro de la matriz; otra
metodologia es realizar simultaneamente la polimerizacion y la reduccién
[45]. Estudios de EDX evidenciaron la presencia de Ag, en cada punto

brillante de la superficie del polimero (ver Figura 17 y Tabla 1).

Figura 17.Método del NaBH.. Micrografia. Magnificacion:10000x.

Muestra Q; . Polimerizacion del PVA Nétese las AgNP’s en el interior de la red polimérica de
PVA.. Relacion [1:1] con adicién de PVA como dispersante
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Tabla 1: Muestra Q;. Analisis quimico (microanalisis).
% en peso
Zona Na Al S Cu Cl Zr Mo Ag Pb
1 49,43 2,54 0,93 4,25 9,95 32,89
2 60,89 13,71 0,72 24,67
3 56,56 2,70 1,76 5,56 33,42
4 35,89 2,86 59,31 1,95
4000
Na Al
3000 1—5 Az
2000 A
Ag
1000 L - Oy
t
]
] 2 4 [} 8 10
eV

Resuelta la incégnita de la ubicacion de las particulas de Ag, se procedié
a realizar la medicién de las mismas a una magnificacion de 20000x,
obteniéndose como resultado una particula de 183, 837 nm (ver Fig.18).
Este resultado fue comparado con el obtenido por el método de DLS, que
arrojé un diametro promedio de 96,50 nm, calculado a partir de una curva

de distribucion de tamafios de particula (ver Fig.19).
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Figura 18. Método del NaBH,. Medicidn del tamafio de particula

Muestra Q1 Relacién [1:1] con adicion de PVA como dispersante. Magnificacion: 20000x.

Distribucion (u.a)

| | I
200 250 300
Diametro {nm)

I 1 I
1] a0 100 150 350 400 45

Figural9. Muestra Q;. Curva de distribucién de didmetro de particulas (DLS).
dm=96,50nm.
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De igual manera la muestra Q, que fue sintetizada en una relacion
AgNO3s: NaBH, de [2:3], ya que el reactivo limitante es el nitrato de plata,
resulta indiferente el exceso del agente reductor, present6é polimerizacion
del dispersante (PVA) y la captura de las AgNP’s en la estructura
polimérica (ver Apéndice 2)

Los ensayos realizados por el método del citrato, arrojaron para ambos
casos (concetracién de citrato 1% y 3,4x10®), soluciones mas dispersas y
sin presencia de aglomerados, debido a que en este procedimiento no se
requiere la utilizacion del PVA. El citrato de sodio por ser un molécula
organica con electrones libres en su estructura, presenta caracteristicas
quelantes, al igual que otras moléculas empleadas para procesos de
“sintesis verdes”[46].

El proceso de reduccion se llevé a cabo a un pH de 8,54, aportado por
las dos especies precursoras. Se agitd vigorosamente y se mantuvo una
temperatura de 85°C (ver Apéndice 3). La adicidn del agente reductor se
hizo a relacion de 1 mL cada 5 min a gran velocidad; esto para garantizar la
homogenizacién de las soluciones. Se dio término a la reaccién,
transcurridos 90 min. Las soluciones originalmente incoloras se tornaron
amarillas y con ligera turbidez (ver Fig. 20). Estas soluciones fueron
colocadas en un portaobjeto de vidrio para su observacion en el

microscopio electronico de barrido.
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Figura 20. Efecto Rayleigh en las suspensiones de AgNP’s.
a) Soluciones de AgNP’s, Notese la coloracion amarilla, con mayor intensidad en la

obtenida a partir de C¢HsO7Nas al 1%. b) Dispersion de luz en la solucién, evidencia

de particulas en suspension.

Durante las visualizaciones en el MEB, se hizo evidente la presencia de
particulas dispersas en la superficie del silicato. Se manifestaron como
puntos brillantes. Para verificar la presencia de plata en las mencionadas

estructuras, se realizé un andlisis quimico elemental (ver Fig. 20).

7000
6000
3000 S
0
40001
3000 -
2000 -} 1 K
ot
w2 L
0 [ Pt 4K Ti Cu Zn

keV

Figura 21. EDX. Procedimiento de Lee y Meisel.
Micrografia Magnificacion: 5000x. Muestra Qs. Método del citrato de sodio. Relaciones en

peso, reportadas en la tabla N°2.
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Tabla 2: Muestra Q. Analisis quimico (microanalisis).

% en peso
Zona Na Al Si K Ti Cu Zn Ag
. 16,55 | 2,00 | 50,23 | 857 | 3,15 | 2,47 | 10,97 6,05
2 12,37 | 2,17 | 45,49 | 7,49 | 3,24 | 3,07 | 11,37 | 14,79
3 12,27 | 2,05 | 46,82 | 7,68 | 3,25 | 2,83 | 11,39 | 13,69
4 12,05 | 2,26 | 46,19 | 7,78 | 3,07 | 3,37 9,73 15,55
> 11,66 | 2,60 | 48,58 | 8,00 | 2,57 | 1,85 8,35 16,38
6 10,50 | 2,32 | 46,39 | 7,67 | 3,03 | 3,18 | 10,72 | 16,18

Para la determinacion de morfologia y tamafio de particula se alcanzé una
magnificacion de 10000x. Al igual que en las particulas obtenidas por el
método del NaBH,, la observacion se torna difusa. No se logré definir la
morfologia de las particulas. Se presume que la particula medida en la Fig.
22, corresponde a un aglomerado de nanoparticulas alrededor de la
superficie de un nudcleo. Esto puede explicarse con dos posibles
mecanismos de crecimiento de la particula: la condensacion de
agrupaciones de plata (I mecanismo), y la reduccion del i6n Ag* sobre las

particulas de plata mediante de la transferencia de electrones del radical
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libre de citrato a la particula [47] . De igual manera, los mecanismos
propuestos cobran validez al contraponer el resultado de la medicion por
microscopia electrénica con el de dispersion de luz laser (ver Fig. 22 y 23);

367,674 nmy 453,00nm respectivamente.

Figura 22. Citrato de sodio como dispersante.
Micrografia CeHsONas 10™* M. Magnificacién: 5000x. Particula: 202,891nm. Método del
citrato de sodio. Método de Turkevich.
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Figura 23. Muestra CgHsO7Nas (1%). Distribucion de tamafios de particulas. dm=
453,00nm

La obtencion de las AgNP’s fue efectiva por medio de ambos
métodos. Sin embargo, las particulas obtenidas son de gran tamafio con
respecto a las reportadas en la literatura ( intervalos de 10 a 50 nm)[24].
Aln cuando por el método del borohidruro de sodio se obtuvo un didmetro
promedio menor (96,50nm) se considera que hubo aglomeracién. Debido a
la polimerizacién del PVA, no fue posible definir con exactitud la morfologia
de las particulas, mas se presume que es redonda, segun lo observado por

Microscopia electrénica de barrido.

En el caso de las particulas obtenidas por el método del citrato de

sodio, los tamafios de particulas obtenidos, alrededor de 400nm para una
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concentracion al 1% y de 200,00 nm para concentraciones del orden de 10°
“ son producto del mecanismo de reaccion “b” propuesto por Trurkevich
(ver Fig. 4). Se supone que en el proceso de reduccion la molécula
organica de citrato debio haber actuado como quelante, debido a su
capacidad de realizar enlaces dativos por efecto de los electrones libres
que presenta la estructura®. Probablemente, a causa de las grandes
dimensiones de las moléculas de citrato, con respecto a las nanoparticulas,
se produjo un efecto de impedimento estérico [48] y el halo alrededor de la
particula queda saturado en iones que se depositaron sobre la NP para su
reduccion. El efecto quelato se produciria si la concentracion solvatante
(citrato) fuera la adecuada y asi no evitara que la NP pueda coordinarse
con él, para que el crecimiento del clister sea inhibido (ver fig. 24).
También se debe considerar el modelo de LaMer-Dinegar. En él se afirma
que el numero de particulas coloidales en solucién es estable durante un

periodo corto de nucleacion. El mayor crecimiento de particulas se produce

por la reduccion de iones en la superficie de los nucleos formados.

? Se recuerda que el efecto de quelato se produce cuando una molécula organica
tiene electrones libres que son capaces de coordinarse con una molécula que sus
atomos externos tengan la capacidad en su Ultima capa de valencia de compartir

un espin electrénico.
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Figura 24. Efectos estérico y coordinacion del dispersante.
a) Efecto quelante inhibido por el efecto estérico. Nétese la competencia entre las
moléculas de citrato y el halo de iones plata alrededor de la NP. b) Efecto de solvatacion

adecuado y coordinacién del citrato con la AgNP’s (Elaboracion propia)
4.2. SINTESIS ELECTROQUIMICAS

4.2.1. Ensayos a corriente directa

Los ensayos a corriente directa se realizaron a voltaje constate (28v).

El anodo y el catodo se colocaron a distancias equidistantes del electro de

referencia (ver Fig.25).

+ ®j

Convertidor -
Analégico- [—1 Ordenador
Ninital
1
Celda

Figura 25. Diagrama del circuito y celda Agdef /Agdef .
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Los ensayos a corriente continua sirvieron para establecer la influencia
de: la distancia interelectrodos, la naturaleza del catodo y del anodo.
Primero se establecieron las tres distancias de trabajo (d1, d2 y d3,
correspondientes a: 0,70, 2,25 y 3,65 cm respectivamente) interelectrodos.
Para estudiar la influencia del material en la disolucién, se trabaj6é con plata
deformada y plata recocida como anodo. Por tltimo se vari6 el catodo entre
las dos presentaciones de plata y una barra de titanio. Se establecieron los
siguientes sistemas de celdas utilizando la nomenclatura E,,, donde E es
ensayo electroquimico, “x” es el nimero de celda y, “y” es la distancia
utilizada. A continuacion se muestra la organizacion y nomenclatura

empleada

TABLA 3. NOMENCLATURA DE CELDAS

Celda Agdef/Agdef Agrec/Agdef Agrec/Agrec Agdef/Agrec Agdef/-ri Agrec/Ti
Nombre El E2 E3 E4 ES E6

Para cada celda y distancia de trabajo se realizé un seguimiento de la
reaccion por medio de la medicién de la conductancia con el conductimetro
(Hanna Instruments) cada 15 min. El dispositivo de National Instruments,
realizé una recoleccion de datos de 60 lecturas por minutos, para asi
registrar las variables tiempo y densidad de corriente (ver Fig.26). Se
realizaron evaluaciones de la saturacion de iones Ag® en las soluciones

recolectadas y se contrapusieron con los valores de corriente en los puntos
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iniciales, méaximos y finales de los gréficos de registro obtenidos por el
programa LabVIEW. A continuacion se presentan los resultados obtenidos

para las celdas que involucran solo el sistema Ag/Ag.

BEaw
0,0022-
0,0021-
0,002-
0,0019-
0,0018-
0,0017-
0,0016 -
0,0015-
2 0,0014-
T «
T E 00013-
33 00012-
2 0,0011-
0,001-
0,0009-
0,0008-
0,0007 -
0,0006-
0,0005-
0,0004-
0,0003-} " ]
11:00:00,000 a.m. 02:30:00,000 p.m.
16/04/2010 16/04/2010

Figura 26. Registro de corriente celda Ezs (Agrec/AQder d3).
a) Punto maximo y b) Punto de saturacion.

Para la evaluacion de los sistemas es necesario definir que el tiempo
maximo es aquel valor en el cual se obtuvo la maxima intensidad de
corriente en la celda (Iméx). Cabe destacar, que en la mayoria de las
celdas implementada, los valores de | y t maximos coinciden con los
valores de tiempo para los cuales se obtuvo el méximo valor de

conductancia (A) que es una medida de los iones, con carga positiva en el
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medio. Los valores de conductancia estan intimamente relacionados con
los valores de concentracion.

Los ensayos electroquimicos realizados utilizaron como electrolito agua
destilada. Por lo tanto, los iones registrados en el conductimetro
correspondieron a Ag®. Esto permitid, realizar el calculo para cuantificar los
iones de plata en las soluciones a la maxima | y a la | de saturacion al

finalizar los ensayos (120 min).

Grafica 1. Influencia de las distancias de los electrodos sobre
la corriente maxima .
Sistemas Ag/Ag. Imax(A) vs d (cm)
Imax (A)
4,00E-03

3,508:03 \
3,00E-03 \\\\
2,50E-03 S

2,00E-03 \\\
~

1,50E-03 T
0,7 2,25 3,65 d(cm)

- Agdef/Agdef ———Agrec/Agdef - Agdef/Agrec Ag rec/Agrec

La grafica 1 refleja la influencia de la distancia entre los electrodos con
respecto a la corriente maxima alcanzada por el circuito. A menor distancia
presentd los valores mas altos correspondientes a la intensidad de

corriente, para todas las celdas del sistema Ag/Ag. Por el contrario, a
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mayor distancia, la intensidad méxima de corriente recolectadas de las
graficas obtenidas por el programa (ver Apéndice 4)°, correspondieron a los
valores mas bajos.
Si se considera la Ley de Ohm,
V=IxR (Ec. 3)
donde el voltaje es directamente proporcional a la intensidad “I" y a la
resistencia “R”, también se obtiene que la R e | son inversamente
proporcionales.
I=V/R (Ec.4)
Al aumentar la distancia entre los electrodos, se aumenté la
resistencia del circuito. Al haber mas masa del electrolito, el flujo de
corriente debe atravesar un espacio mayor, lo cual se traduce en un
aumento de la resistencia del medio. Se puede establecer que la distancia
entre los electrodos es inversamente proporcional a la intensidad de
corriente, condicion que explica la tendencia decreciente obtenida en el
grafico.
De igual manera si se observan las tendencias obtenidas para las

conductancias y concentraciones de iones Ag® (ver grafica 2 y 3), se puede

Y La Figura26 corresponde a un ensayo de repeticién para la visualizacion de la
tendencia de la | con respecto al tiempo de reacciéon. En los graficos de | vs t
de los registros del programa (apéndice N°4) se observaron “crestas” cada 15
min. Las variaciones en el registro corresponden con la recoleccion de

electrolito.
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observar que la actividad i6nica presenté un maximo y al finalizar la
disolucion anddica, hubo una disminucion de los iones plata. Este
fendmeno puede explicarse mediante el mecanismo propuesto por Michael
Zu (Fig. 8). En la medida en que transcurre el tiempo, los iones plata se
adhieren a la superficie de los ntcleos de Ag® formados en las adyacencias
del catodo. Los clusters de menor tamafio tienen la facilidad de que sus
atomos mas superficiales pueden transferir los electrones de sus Ultimas
capas de valencia y los iones ven favorecida la reaccion de reduccion [3].
Mientras mayor sea el tiempo de disolucion, se propicia la formacién de

cumulos de mayor tamafio, disminuyendo asi la concentracién de iones.

Grafico 2: Conductancia (A) vs tiempo (t).
A(us) Disolucién anddica celda E2 (Ag/Agrec.)
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Gréfico 3: Concentracion de Ag+ vs tiempo.
Disoluciéon anédica Ag/Agrec

C Ag+ (ppm)
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25 //\\
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En la gréfica 4 se puede observar la influencia de la distancia en el
tiempo para alcanzar la maxima disolucion y densidad de corriente. Si se
comparan las graficas 3 y 4, para el sistema Agqe/Adrec, S€ puede observar
la relacion entre los tiempos a los que se obtiene la maxima concentracion
de iones y la maxima intensidad de corriente (tmax). A mayor distancia la
disolucion tarda més en alcanzar los maximos de corriente y concentracion
de iones. Estas relaciones gréficas fueron realizadas para todos los
sistemas de celda y pueden ser detalladas en el apéndice 5.

Para determinar el tamafio de particula con respecto al tiempo, se
analizaron, via Microscopia electrénica de Barrido (MEB) tres muestras de

una misma celda a tiempos diferentes. La celda E,; fue estudiada a tiempos
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de 30, 60,90 y 120 min (ver Fig. 27, 28 y 29). Sin embargo a los 30
minutos, no hubo observacién de particulas. Esto pudo deberse a que no

era posible resolver a dimensiones tan pequenias.

Gréfica 4. Influencia de la distancia de los electrodos sobre
el tiempo maximo. tméax (min) vs d (cm)
tméax(min)
90

80

70

-
: =

40 + ;
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= Agdef/Agdef Agrec/Agdef Agrec/Agrec = Agdef/Agrec

Las soluciones de los sistemas Ag/Ag fueron soportadas en el
hidrogel y llevadas a microscopia electrénica de barrido. Por otra parte,
para poder alcanzar magnificaciones superiores a los 10000x, hubo que
soportar las soluciones en porta objetos de vidrio. En primer lugar se evalu6
el tiempo de 30 minutos, pero no fue posible visualizar particula alguna.
Esto pudo deberse a que para el sistema E;; es el que se realizé con mayor
distancia entre los electrodos. Si se observa la grafica 3, se puede notar
que el proceso de saturacién se alcanza a partir de los 60 minutos. Cabe

recordar que para que se produzca un producto soélido, las soluciones
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deben estar saturadas en iones y sobrepasar el equilibrio de solubilizacién (
Kps). Por ello, es posible decir que antes de los 60 minutos so6lo habia
presencia de iones.

Al analizar la solucion recolectada a los 60 minutos se puede
observar una particula pequefia en medio de un halo claro, aparentemente
esférica de aproximadamente 62 nm (ver Fig.27). De igual manera se
evalu6 la solucibn a los 90 minutos y se observaron particulas

aparentemente esféricas de dimensiones entre 100 y 200nm (ver Fig.28).

Figura 26. Medicion de tamafio de particula a t=60 min.
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Figura 27. Medicion de tamafio de particulas en funcién del tiempo Celda

Agrec/Agdef (E23) t=90min.
ay b)) Particulas soportadas en hidrogel Magnificacién: 1000x y 5000x. c) AgNP’s

soportadas en portaobjeto. Magnificacion: 30000x.
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Figura 28. Medicion de tamafio de particulas en funcidn del tiempo Celda Agrec/Agdef
(E23) t=120min.

a) Magnificacion: 15000x. byc) Magnificacion: 30000x. N6tese morfologia cubica del

aglomerado, constituida por cinco esferas de 226 nm aproximadamente.
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Como se pudo observar, el seguimiento de la reaccién mediante la
recoleccién de solucién cada 15 minutos y su evaluacién por microscopia
electrénica cada 30 minutos, arrojo como resultados una influencia directa
del tiempo en relacion al tamafio de particula. Las figuras 27, 28 y 29
exponen la secuencia de formacion. Primero la formacion de un nicleo de
pequefias dimensiones (40-60nm), luego la formacién de especies de
dendritas (t=90min), donde era evidente las particulas en los limites o
puntas. Por (ltimo, la observacién transcurridas las dos horas, de particulas
de seccion transversal esféricas (Fig. 29), organizadas a su vez en un
cumulo de apariencia cubica. Este fendmeno confirma el proceso de

aglomeracion que ocurre al transcurrir el tiempo de reaccion.

Con respecto a la influencia del catodo en el proceso de disolucion,
no hubo variacién con respecto a las tendencias. En todos los ensayos se
produjo el maximo de corriente e iones, asi como la disminucién de los
mismos al tiempo final. Al incrementar las distancias los tiempos méximos
aumentaron Sin embargo, con el catodo de titanio la maxima concentraciéon
de iones y corriente, se desplazo en el tiempo, aunque a las dos horas se

produjera la disminucién de ambos (ver graficos 5y 6, y Fig.30).
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Figura 30. Registro de intensidad de corriente. Celda Ti/Agdef (d1)
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Gréfica 5: Influencia de las distancias de los electrodos sobre la
corriente . Sistemas Ag/Ti.lmax(A) vs d (cm)
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t (min)

Grafica 6: Influencia de la distancia de los electrodos sobre el tiempo
de maxima intensidad de corriente. Sistema Ag/Ti . tmax (min) vs d
(cm)
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Las soluciones obtenidas para las celdas de Agqe/Ti fueron analizadas

microscopia electrénica de barrido .Los imagenes obtenidas arrojaron

acumulaciones de particulas. Durante el proceso de secado de los

hidrogeles, las particulas pueden interactuar entre si. Este es un proceso

lento, donde la solucién pierde solvente en el tiempo. Puede ser que en ese

intervalo, las particulas tienden a atraer los iones de Ag® que se encuentren

en alrededor. Con la disminucion del solvente, la solucién contenida en las

esferas de hidrogel, aumenta su concentracion de iones y se ve favorecido

el mecanismo de reduccion en la superficie de la NP. Sin embargo, durante

la observacion fue posible ubicar zonas con particulas dispersas. En ellas
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se pudo determinar un tamafio de particula de 249,22 nm y una morfologia

aparentemente esférica (ver Fig. 31).

Figura 3la. Celda Agqef/Ti. Particulas dispersas.
a) Evidente aglomeracién de particulas. Magnificacion:1000x.b) Zona con particulas
dispersas. Magnificacion:2000x.

Figura 31b. Celda Aggef/Ti.
Medicion de particulas esféricas. Magnificacion:10000x
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Los experimentos realizados involucraron variacion del sistema de
celda. Para aquellos casos donde el &nodo correspondié a plata deformada
(E1,E2 y E5) se observd que estos alcanzaron los maximos de corriente a
menor tiempo, en comparacion con los sistemas en los cuales se utilizd
plata recocida. Este comportamiento correspondié con lo esperado. Debido
a los esfuerzos acumulados por el proceso de trefilacion de la plata, las
dislocaciones generadas actuaron como un catalizador para la disolucién
anddica.

Las tendencias con respecto a las corrientes de saturacion,
intensidades de culminacion de los ensayos (ver grafico 7), arrojaron que
entre las tres distancias evaluadas la que gener6 un mayor flujo de
corriente fue la d; al finalizar la disolucién. Es decir, que a esta distancia se
produce un minimo en la reduccion de los iones. Las soluciones

correspondientes a estas celdas arrojaron mayor conductancia.

Gréfica 7. Influencia de la distancia entre los electrodos sobre
la corriente de saturacion. Isat (A) vs d(cm)
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Si se observa el apéndice N°5, se puede observar que las particulas

tienden a aglomerarse luego de alcanzar la saturacion de iones Ag”

4.2.2. Ensayos con onda cuadrada

Se realizdé un ensayo a onda cuadrada para estudiar la influencia del

cambio de polaridad sobre la disoluciéon anddica de plata. Para ello se

realiz6 un barrido

de frecuencias. Por observacion, se escogié una

frecuencia de 0,04Hz. Esta frecuencia resulté la mas conveniente, pues el

periodo permitia la disolucién del anodo. Al igual que en los procedimientos

anteriores, el ensayo tuvo un registro de la corriente en funcién del tiempo

(ver Fig. 31).
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Figura 31. Registro del ensayo de onda cuadrada

El ensayo se realizd en un tiempo de dos horas, a razén de mantener

constante la variable tiempo para la comparacion con el procedimiento de
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corriente continua. También se utilizé la celda Agg/Ades. Luego de

transcurridos 60 minutos, se hizo evidente que el material depositado en el

catodo se desprendia y era arrastrado por el flujo de la agitacion. Este

fenomeno era producto del cambio de polaridad de los electrodos.

Transcurridos los 120 minutos de reaccién se observé una turbidez

grisacea en la solucion, correspondiente al material desprendido del catodo

y una coloracién ligeramente amarilla en la solucién. Posteriormente, hubo

sedimentacion de parte del material suspendido al apagar la agitacion. El

registro en la interface (circuito-ordenador) corresponde a una tendencia

donde la intensidad de corriente aumenta en el tiempo al igual que en los

ensayos a corriente directa (ver Fig. 32).
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Figura 32. Incremento de la intensidad de corriente con respecto al tiempo. Empleo de

onda cuadrada. Celda Ag/Ag.
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Transcurridas las dos horas, se produjo el maximo en la densidad de
corriente. Se obtuvo una conductividad de 24,8us (19,76 ppm Ag®), valores
superiores a los obtenidos para el mismo sistema de celdas a corriente
directa (alrededor de los 20 ps ). No se alcanzo la Intensidad de saturacion.
Debido a las condiciones del sistema, la saturacion debe ocurrir

transcurridos 180 min.

Las imagenes obtenidas para esta solucion evidencian la
acumulacion  de  particulas. Considerando las  observaciones
macroscopicas, los depdsitos desprendidos debieron tener un efecto de

atraccion de los iones para su posterior reduccién. En esta imagen se hace

presente el efecto de aglomeracion de particulas (ver Fig. 33)

Figura 33. Aglomerados de AgNP’s. Onda cuadrada.
Magnificacion: a) 6000x, b)10000x.
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Se realizaron microanalisis a cada camulo de particulas por EDX (ver

Fig. 34 y 35).
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Figura 34. EDX 1. Microanélisis de aglomerados. Onda cuadrada
Micrografia. Magnificacion: 6000x. La tabla N°4 reporta los valores de cada elemento
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TABLA 4: Microandlisis ensayos con onda cuadrada

%peso
Zonas de analisis F Na Al Cu Ag Pb
Punto 1 54,69 2,39 7,26 35,66 0,00
Punto 2 0,20 83,30 11,94 4,56
15000
10000 —fe
-
MNa A
sooo <2 i
Cu Pt
Al
C'ua
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0 = 1c
kel

Figura 36. EDX 2. Microanalisis de aglomerados. Onda cuadrada

Micrografia. Magnificacién: 10000x. La tabla N°4 reporta los valores de cada elemento

TABLA 5: MICROANALISIS ONDA CUADRADA.

MAGNIFICACION:10000X

% en peso
Zonas de analisis Na Al Si Cu Ag Pb
Punto 1 24,60 2,15 3,06 70,19
Punto 2 30,81 1,63 1,03 5,08 61,45
Punto 3 51,67 5,57 42,30 0,47
Punto 4 82,89 10,54 6,58
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Como se pudo observar, los aglomerados correspondian a particulas
de plata, La presencia de cobre se debi6 al desgaste del disco de platino
utilizado para el recubrimiento por el ionizador, EI Si, N, O, Na, C, entre
otros, son elementos constituyentes de las particulas de hidrogel, Un

estudio por EDX asi lo comprobd (ver Fig. 37),
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‘ | K

Figura 37. EDX. Microandlisis de hidrogel

Hubo ensayos que presentaron precipitados de AgCl, El cloruro de plata se
manifestd en forma de anillos o discos (ver Fig. 38), Se presume que el CI
gue conforma la estructura del hidrogel, se libera de la misma en el proceso
de hidratacion. Los iones cloruros interaccionaron con los iones Ag* y se
alojaron alrededor de las AgNP’s, Este producto sélo se obtuvo para los

ensayos electroquimicos, debido a que se encontraban saturados de iones
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plata, En los ensayos quimicos, la cantidad de iones Ag son muy bajos y

las reacciones realizadas presentan rendimientos en el orden de 80% [47],
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Figura 38.Contaminacidn por cloruros.
EDX del halo que envuelve las AgNP’s. Particulas rodeadas por AgCI

4.2.3. Ensayos con el equipo comercial

La solucién obtenida con el equipo silvergen, culmind a un tiempo

superior a los 120 min. No presentd efecto Rayleigh ni coloracion. Hubo un
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comportamiento similar al presentado por las soluciones sintetizadas por
corriente directa.

De igual manera fueron impregnadas en el hidrogel y visualizadas
por microscopia electrénica. La medicién de la muestra arroj6 como
resultado un diametro de 321,05nm (ver Fig.39). Al comparar con los
resultados obtenidos para las celdas Ag/Ag, presentd nanoparticulas con
mayor dimension. Es probable que dado el tiempo de reaccion superior, las

particulas crezcan por reduccion de iones en su superficie.

Figura 39. AgNP’s obtenidas via producto comercial
Magpnificacion: a) 6000x , b)10000x

4.2.4. Impregnacion del polimero

Para la impregnacion del polimero se utilizé una sonda tipos Foley, La
sonda esta constituida por latex en su interior y silicona en el exterior Se
impregnaron por medio de una sintesis In Situ, donde se realiz6 la reaccion
de reduccion en presencia del material, Otro método fue tratar

superficialmente las membranas con temperatura a 80°C e introducirlas en
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las soluciones ya sintetizadas, Posteriormente se aplico6 un lavado con

agua destilada para evaluar cualitativamente la adhesion de las particulas,
Para impregnar los dispositivos se utilizé el método del citrato, Se

realizaron tomas microgréaficas del material impregnado por la AgNP’s (ver

Fig. 40),

10pm

Figura 40, Dispositivo intracorporal impregnado con C¢HsO7Nasz 1%
a y b) Superficie externa, c y d) Superficie interna, Magnificacion: 100x , 2000x,

La impregnacién de las particulas se verific6 mediante un estudio de
EDX (ver Fig. 41 y 42).. Los resultados se encuentran expresados en las

tablas 6 y7
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Figura 41. Dispositivo polimérico. Superficie externa impregnada con AgNP’s
Micrografia, Magnificacién: 2000x. Al lado EDX de la superficie.

TABLA 6: MICROANALIS DISPOSITIVO INTRACORPORAL, SUPERFICIE EXTERNA

% en peso
Superficie externa Al Si S Cl Ti Zn Ag
Punto 1 1,81 3,11 11,15 13,64 1,54 68,74
Punto 2 1,66 2,84 10,17 13,33 1,99 2,59 67,42

Figura 42. Dispositivo polimérico. Superficie internaimpregnada con AgNP’s
Micrografia, Magnificacion: 2000x. Al lado EDX de la superficie.
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TABLA 7: MICROANALISIS DISPOSITIVO INTRACORPORAL.
SUPERFICIE INTERNA

% en peso
Superficie interna Al Si S Zn Ag
Punto 1 8,03 10,41 7,48 74,08
Punto 2 3,70 4,68 6,39 1,21 84,02
Punto 3 11,89 15,21 8,75 64,15
Punto 4 8,20 10,11 8,31 73,39

De igual manera se analizaron los dispositivos luego del lavado y se
obtuvo como resultado un disminucién del porcentaje de plata en la
superficie externa alrededor del 50% y en la interna del 20 %, (ver Tabla 8),
La presencia de los elementos S, Al, Si,Cl etc., se debe a que son
elementos presentes en cada una de las estructuras de los materiales que

constituyen la sonda ( ver apéndice 6),

TABLA 8. DISMINUCION DEL PORCENTAJE DE PLATA
% Ag promedio
Superficie DAg(%)
Impregnada Lavada
Externa 68,08 12,70 55,38
Interna 67,23 41,78 25,45
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La adhesion de las nanoparticulas de plata a la superficie externa del
material no es perdurable, Si se observan la micrografias de las Fig.40 a la
42, el material externo de la sonda luce mas uniforme que el de la
superficie interna, Se puede decir que hay un efecto de arrastre de las
particulas por la accion del fluido,

El método de tratamiento superficial, fue ineficaz, No hubo
impregnacién de las AgNP’s en el dispositivo médico intracorporal (sonda

Foley) (ver Fig.43).
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Figura 43. Andlisis elemental (EDX) del dispositivo tratado superficialmente

a) Superficie externa y b) Superficie interna, de la sonda

Se puede notar que no hubo presencia de Ag en alguna de las
superficies. La acetona no fungi6 efecto de adhesion de las AgNP’s
presentes en la solucién a los materiales de los dispositivos (siloxanos).

4.2.5. Ensayos microbioldgicos

4.25.1. Método de evaluacion para antibiéticos

El ensayo empleado para la determinacion de la actividad
antibacteriana no presentd el halo de inhibicion esperado para alguna de

las cepas estudiadas (ver Fig.44).
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Figura 44. Evaluacion de susceptibilidad de las diferentes soluciones y del dispositivo
tipo catéter.
a) Staphylococcus aureus ATCC-25923, b) Escherichia coli ATCC-25922, c)
Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853. Leyenda. Soluciones: 1) Celda E»3; t=20min
(V=5pL). 2) CsHsO7Na3 10™M (V=5 pL). 3) Onda cuadrada (V=5 pL). 4) Producto
comercial (V=5 JL). 5) Celda Ezs t=20min (V=10pL).6) CeHsO;Naz 10™*M (V=10 pL). 7)
Onda cuadrada (V=10 pL)

El ensayo utilizado se baso en la inoculacion de tres cepas clasicas para
evaluar control de calidad a los discos de antibibticos. Sin embargo, este

procedimiento no aplica para la mediciébn de actividad bacteriana [49].
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Segun el procedimiento, las soluciones se encontraban muy diluidas como

para ejercer alguno de los mecanismos de interaccién con las bacterias.

Aln cuando, los didmetros promedios no contemplen dimensiones
menores a los 50nm, el efecto de inhibicion de los iones Ag® sobre la
actividad citoplasmatica no deberia verse afectado. Sin embargo, Moyer y
Fox establecieron que la concentracion minima para que los iones platas
tuvieran actividad antibacteriana es del 0,5%. Si se considera, que las
soluciones obtenidas presentaron una concentracioén alrededor de 20 ppm,
segun determinado por conductometria, la concentracion empleada
equivale a 5x10™“ppm. A partir de la concentracién en partes por millon, se
determiné que la cantidad utilizada fue de 0,05%, 10 veces menos a lo

establecido por los investigadores.

4.25.2. Método de evaluacion de Fagos

Para evaluar la actividad antibacteriana por éste método, se escogio
una cepa de Escherichia coli CYVCM126, debido a que es una de las
bacterias mas sensibles y abundantes en el organismo y medio. Como
medio de cultivo se utilizé agar Luria Bertanis, depositado uniformemente
en la capsula de petri..

Primero se realiz0 un ensayo patron para evaluar el grado de
contaminacién de las soluciones. Posteriormente, luego de preparar las

capsulas de Petri con el medio de cultivo, se distribuyeron las bacterias en
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forma confluente, en una concentracién de 0,1 cantidades/mL de un cultivo
bacteriano de 1078 bacterias. La dilucidn corresponde a 10"7 bacterias. La
concentracion de bacterias empleada correspondié a un valor exagerado
con respecto a la realizad del medio ambiente.

Como resultado se obtuvo soluciones estériles. En la placa control no
se observo crecimiento bacteriano luego de la incubacioén (24 h) ( ver fig. 45
a). La figura 45b, muestra un halo de inhibiciéon de la actividad bacteriana,
lo cual indica un efecto bactericida generado por la solucién de AgNP’s
obtenidas por el método de Lien Miesel. La figura 45c, corresponde a la
capsula donde se evalu6 la solucion de la celda E,s. lgualmente se puede
observar la actividad antibacteriana de la solucibn obtenida
electroquimicamente.

Si se compara la actividad antibacteriana de las soluciones obtenidas
en el laboratorio, con la de la solucion sintetizada con el producto
comercial, presentd mayor efectividad las soluciones sintetizadas por los
métodos convencionales y los no convencionales desarrollados en el
procedimiento experimental.

Si se detallan las imagenes de la figura 25, los halos de inhibicion se
presentaron en las tres soluciones. Sin embargo, la capsula de la solucién
obtenida por el producto comercial, presenta en el interior del halo
pequefios puntos que corresponden a colonias de bacterias de E. coli ,

resistentes a la plata coloidal. Aln cuando las otras soluciones presentaron
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pequefias colonias, la soluciébn comercial se encontraba mas poblada que
las demés. Esta ultima solucion fue menos efectiva en la funcion
bactericida que las soluciones realizadas por los métodos del citrato de

sodio y disolucién anddica.

Figura 45. Evaluacioén de las soluciones sintetizadas. Método estandar de evaluacion

de fagos.
a) Capsula patrén. b) Solucién de citrato de sodio. c) Solucién celda Agrec/Agges. d)

Solucion equipo comercial (Silvergen).
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5. CONCLUSIONES

Se obtuvieron nanoparticulas de plata (AgNP’s) mediante dos técnicas
de reduccién quimica y tres procedimientos electroquimicos, entre ellos
un dispositivo comercial.

En las soluciones sintetizadas por via quimica, se obtuvo AgNP’s de
geometria esférica.

Los didmetros promedios de particulas fueron de 96,50 y 453,00 nm
para las soluciones sintetizadas por los métodos del borohidruro y
citrato de sodio respectivamente.

El PVA ejerce un mayor control sobre el tamafio de la particula. El
citrato de sodio debe agregarse en concentraciones especificas para
evitar efecto estérico.

En los procedimientos electroquimicos se determiné que:

5.1. Las nanoparticulas obtenidas para cada celda de reaccion
presentaban caracteristicas morfolégicas y de aglomeracion similares
para todos los casos. Se obtuvo NP de forma esférica con una
tendencia a aglomerarse cubicamente.

5.2. La tendencia presentada por la formaciéon de agregados (cluster)
coincidié con el mecanismo de reduccién de Michael y Zuh, disolucion
anodica, nucleacién y formacion de clusters.

5.3. Se determin6 que luego de alcanzar el maximo de intensidad de

corriente y concentracion de iones, es posible visualizar los nucleos de
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AgNP’s que crecen en el tiempo durante el proceso de disolucion
anddica.
5.4. Por medio de las mediciones conductométricas, se establecié que
el tiempo de reaccion influye sobre la concentracién de los iones Ag "y
la corriente de saturacion. A mayor tiempo de reaccién los iones
tenderdn a reducirse a plata metdlica y la intensidad de corriente
disminuye.
5.5. La distancia entre los electrodos tiene un efecto directamente
proporcional sobre la velocidad de la disolucion anddica, e
inversamente proporcional sobre la intensidad de corriente maxima.
5.6. La variacion de los electrodos no afecta las relaciones distancia-
tiempo-Imax- Isat. Solo influye sobre la velocidad de reaccion

6. En los ensayos con onda cuadrada no se logré definir morfologia para
este método, hubo formacién de aglomerados. Este sistema afectd
significativamente la formacion de precipitados de plata metalica. La
inversion de la polaridad genera desprendimiento de la plata depositada
en él catodo.

7. El método In Situ (Sintesis sobre el sustrato) logr6 una mayor
penetracion en la matriz de los materiales. Sin embargo, la adherencia
no fue resistente al paso de un flujo constante. Se presenté una

disminucion del contenido de plata en las superficies externa e interna.
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La evaluacion antibacteriana arrojo un resultado positivo para el
meétodo de falo. Se obtuvo un halo de inhibicion de la actividad
bacteriana.

Las soluciones obtenidas experimentalmente presentaron mayor poder

antibacteriano que la solucion producida por el equipo comercial.



121

6. RECOMENDACIONES

Para las sintesis quimicas de AgNP’s es necesario contar con
procedimientos que permitan evaluar parametros para el control de tamafio
de particula (Medidor de potencial Z, Viscosimetros, etc.) durante la
reaccion.

Los andlisis bacterianos deben ser realizados bajo otros protocolos
que permitan realizar la cuantificacion de las bacterias y determinar su

interaccion con las superficies impregnadas con las AgNP’s.
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APENDICE 1: Microanalisis de PVA con particulas de plata en su

estructura

Figura 46. Analisis elemental. PVA como dispersante

TABLA 9. ANALISIS ELEMENTAL DE AGLOMERADOS DE PVA

%Peso
Zona de anadlisis N Na Al Cu Ag
Punto 1 9,03 53,97 0,12 19,47 17,41
Punto 2 43,63 52,54 3,83
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APENDICE 2. Muestra q». Sintesis relacion AgNOz:NaBH,[2:3].

Corroboracion de sintesis in situ.

Figura 47. Método del NaBH4. Relacion [2:3] con adicidn Micrografia. Magnificacion: 5000x
Muestra Q.. Polimerizacion del PVA con AgNP’s en su interior. de PVA como dispersante.
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Figura 48. Método del NaBH.. Relacion [2:3] con adicién de PVA como dispersante. EDX.
Polimerizacion del PVA con AgNP’s en su interior.. . Micrografia muestra Q:Magnificacion: 8000x.
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Tabla 10: Muestra Q2. Andlisis quimico (microandlisis).
% en peso
Zona N Na Al Si K Ti Cu Zn Ag
1 3,31 | 8,05 1,20 2,19 | 4,17 | 81,08
2 584 | 10,36 | 1,80 | 9,89 | 1,91 | 047 | 3,56 | 577 | 60,38
3 4,68 | 9,06 1,26 1,86 | 3,93 | 79,20
4 8,51 | 14,09 | 1,24 | 3,45 3,04 | 564 | 64,04

APENDICE 3. Sintesis de AgNP’s. Procedimiento de Turkevich

(//'

Figura 49. Montaje de reaccion. Método del citrato



APENDICE 4. Gréficos de intensidad vs tiempo. Registros de

Measured data
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Current

Current

programa lobbies.
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Measured data

Current
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Gréfico 11. Celda E13. Agdef/Agdef.
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Grafico 12. Celda E21. Agdef/Agrec.




Measured data

Grafico 13. Celda E22. Agdef/Agrec.
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Gréfico 14. Celda E23. Agdef/Agrec.
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Gréfico 15. Celda E31. Agrec/Agrec.
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Gréfico 17. Celda E33. Agrec/Agrec.
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Gréfico 19. Celda E41. Agrec/Agdef.
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Gréfico 21. Celda E43. Agrec/Agdef.
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Gréfico 23. Celda E52. Agdef/Ti.

APENDICE 5. Relacion de variables para los métodos electroquimicos

Gréfica 24.Conductancia (A) vs tiempo (t).
Aus) Disolucién anédica celda Ag/Ag.
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Grafica 25.Concentracion de Ag+ vs tiempo.
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Gréfica 26:Conductancia (A) vs tiempo (t)
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Grafico 27. Concentracion de Ag+ vs tiempo.
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APENDICE N°6. Microanalisis de los componentes del dispositivo
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Figura 50. Composicion quimica del dispositivo polimérico. Cara interna
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Figura 51. Composicion quimica del dispositivo polimérico. Cara interna
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