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Resumen

La bioincrustacién de los microorganismos en las superficies expuestas al
mar representa una fuga econémica para el sector comercial y de transporte, con
esa problemética en mente, en el presente trabajo de investigacién se plantea la
formulacion de una nueva familia de recubrimientos antimicrobianos a base de una
mezcla de nanoparticulas de CuSe, goma ardbiga y una resina comercial. Las NPs
de CuSe han sido principalmente utilizadas en el campo de los semiconductores,
por lo que los resultados antimicrobianos favorables obtenidos en este trabajo a
bajas concentraciones abren la posibilidad a un gran nimero de investigaciones de
este sistema. Las nanoparticulas de CuSe fueron caracterizadas con el objetivo de
conocer su morfologia, sus estructuras cristalinas, su estabilidad térmica y sus
propiedades antimicrobianas, ademas de estudiar su estabilidad en solucién y su
liberacion de iones, con el fin de evitar los problemas de aplicacion. Se demostro al
igual que en muchas investigaciones que el uso de gomas como sistemas de
proteccion anti oxidacion es bastante eficaz y que la aplicacién de procesos térmicos
a las nanoparticulas de selenio y sus derivados provoca cambios de morfologia que
podrian afectar sus propiedades. Este estudio propone dos nuevos métodos de
analisis antimicrobianos de recubrimientos que permitiran obtener resultados de su
actividad antimicrobiana antes de aplicarlos directamente en el mar.



1. INTRODUCCION

El Fouling y el biofouling son fendmenos producidos por la acumulacion de
depositos indeseados en las superficies de materiales expuestos a diversos fluidos
como: el agua, los hidrocarburos, los gases, el aire o el vapor [1].

Los materiales expuestos a ecosistemas marinos presentan bastantes
desafios para cumplir su funcién, debido a las interacciones y efectos que presentan
con este medio. Uno de los fendmenos a los que estan expuestos es el biofouling,
gue puede definirse como la acumulacion indeseable de microorganismos, plantas
y animales sobre superficies inmersas en agua de mar. Este proceso biologico
resulta bastante inconveniente para las embarcaciones, ya que provoca un aumento
de la resistencia a la friccion debido a la rugosidad generada, lo que genera un
aumento de peso e implica una reduccion potencial de velocidad y maniobrabilidad
gue incrementa los costos de combustible y, por ende, las emisiones de compuestos
a la atmosfera. Ademés, este fenbmeno deteriora el sistema protector del
revestimiento, favorece a la corrosion, decoloracion y altera diversas propiedades
de los materiales como la conductividad eléctrica y térmica, lo que incrementa la
frecuencia de mantenimientos en los equipos. Finalmente, se deben considerar los
residuos toxicos generados durante el proceso en los cuerpos de agua, resultado
del desprendimiento de los revestimientos y 6xidos metalicos provenientes de
dichos materiales [2,3,4].

Figura 1: Crecimiento de biofouling en una superficie expuesta al agua
de mar sin ningun tipo de proteccion antimicrobiana o mantenimiento.

El control de los depdsitos de biofouling se convierte en un problema
desafiante y persistente, ya que a pesar de remover el 99% de ellos por técnicas



fisicas 0 quimicas, aun hay suficientes microorganismos presentes, los cuales
pueden seguir creciendo a costa de las sustancias biodegradables presentes en el
agua [3]. La formacion y la gravedad de la pelicula biolégica depende de diversos
paradmetros provenientes de las condiciones del agua, como la salinidad, la
concentracion de nutrientes disueltos y temperatura, asi como de la localizacion
geografica (las zonas tropicales favorecen el crecimiento de los microorganismos,
mientras que las zonas gélidas disminuyen la proliferacion del fendmeno) y las
propiedades del material expuesto al mar. En resumen, es un campo de estudio
multivariable, en la que se pueden tomar diferentes rutas para la reduccion del
problema [1,2].

Una de las soluciones méas eficaces para reducir el problema de las
incrustaciones biol6gicas es el uso de sustancias toxicas para recubrir las
embarcaciones, lo cual conlleva a la contaminacion en los medios marinos. No
obstante, durante las Ultimas décadas, las leyes medioambientales se han vuelto
mas rigurosas y han prohibido varios tipos de recubrimientos toxicos, lo que ha
disminuido el impacto negativo causado al ambiente marino. A pesar de estos
avances, todavia se requiere de un esfuerzo mucho mas intenso para evitar dafios
a largo plazo para la flora y fauna marina. Con dicha perspectiva presente, surge la
necesidad de desarrollar nuevos aditivos que inhiban o disminuyan la posibilidad de
la incrustacion biolégica marina y que presenten menor toxicidad a los presentes en
el mercado [4,5,6,7].

Actualmente una gran cantidad de recubrimientos antifouling comerciales son
fabricados con porcentajes altos de aditivos como el 6xido de cobre (CuO) y el zinc
(Zn), los cuales son materiales toxicos para los cuales existen regulaciones de uso.
Sin embargo, el cobre y zinc presentan una buena actividad biocida, lo que los hace
dificil de reemplazar. A pesar de que el cobre se encuentra de forma natural en el
agua y es necesario para los procesos biol6gicos esenciales de animales y plantas
[3] existe una gran preocupacion por el peligro que representa tenerlo en altas
concentraciones en el ambiente marino, ya que se considera toxico para la flora 'y
fauna [8]. Actualmente, las pinturas antifouling que liberan iones de cobre cumplen
con las normas medioambientales existentes [9].

Aprovechando las propiedades Unicas que presentan las nanoparticulas
(NPs), consecuencia de su tamafio, se pueden desarrollar sistemas antimicrobianos
mas eficaces y menos dafinos para el medio ambiente. El uso de nanoparticulas
permite evitar la alta resistencia de los microorganismos ante los agentes biocidas
y su adaptabilidad. Ademas de aumentar la eficacia, reducir costos y reducir material
utilizado en su fabricacion, evitando asi, el uso de procesos de remocion de los
residuos contaminantes de los cuerpos de agua (rios, lagos, lagunas, etc.)
[9,10,11,12].

Actualmente, los materiales nanoestructurados son de bastante interés en
diversas areas (investigacién, agronomia, construccion, etc.), ya que permiten



solucionar probleméticas complejas que los materiales macroestructurados no
pueden, esto debido a que presentan mejores propiedades en comparacion (ya
sean mecanicas, electronicas, Opticas, etc.) [10]. Este tipo de materiales pueden
obtener propiedades significativamente diferentes, dependiendo de su ruta de
fabricacion. Las propiedades de los hanomateriales generalmente dependen de su
estructura cristalina, orientacion de cristal, forma, condiciones de superficie,
distribucion de nanoparticulas y entorno de sintesis. La razon principal por la que
se presenta esta alteracion en estas propiedades es debido al incremento de la
relacion superficie/volumen. El interés en la nanociencia se debe a las infinitas
posibilidades que pueden ofrecer los materiales a una escala atomica [13,14].

La fuerte tendencia a la aglomeracién de las nanopatrticulas, es un problema
que impide la aplicacién del material. Segun reportes, la manera mas simple de
estabilizar la nanoparticula es recubriéndola con un polimero o un surfactante, ya
que ambos aumentan la viscosidad y reducen la interaccion entre las NPs evitando
la aglomeracion [15].

Varios recubrimientos como los polimeros, surfactantes o agentes
biocompatibles han sido usados en diferentes estudios para estabilizar NPs. Donde
sugieren que la concentracion del estabilizante tiene un efecto importante en el
tamafo de la nanoparticula [15].

La goma arabiga es un polisacarido extraido de un exudado de un arbol
llamado Acasia Seyal, su estructura estad compuesta de L-arabinosa, D-galactosa,
L-rhamnose, D-acido glucurdnico y algunas especies de base nitrogenada. No
presenta toxicidad y funciona como un agente protector que forma suspensiones
con buena estabilidad. La goma arabiga previene la degradacion de los materiales
a los cuales esta adherida y es soluble en agua [16,17]. El objetivo de este material
en la presente investigacion es mantener estables las nanoparticulas sintetizadas y
evitar su aglomeracion.

Las nanoparticulas de cobre son de gran interés debido a su efectividad,
estabilidad, disponibilidad y sus excelentes propiedades comparadas con
nanoparticulas de otros metales tales como la plata y el oro que resultan ser mucho
mas costosos. Las nanoparticulas de cobre se han utilizado en mudltiples
aplicaciones como en baterias, catalizadores, celdas solares, sensores,
conductores, pinturas, tintas, agentes antimicrobianos, tratamiento de aguas
residuales, etc. [13].

Por otro lado, se tiene que el selenio es un material versatil con excelentes
propiedades antimicrobianas en sus formas micro y nanométrica. Las
nanoparticulas de selenio han atraido atencion debido a sus aplicaciones
potenciales en la nanomedicina, ya que son consideradas de baja toxicidad y han
sido empleadas para propdésitos médicos como antimicrobianas y antifingicos
[18,19], motivo por el cual se considera emplear el material en el presente proyecto
de investigacion. El uso de ligantes (polimeros) solubles en agua, generaran una
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fase que puede funcionar como un estabilizante [11] en la sintesis de las NPs de
selenio.

El método de reduccion quimica humeda es ampliamente usado en la sintesis
de nanoparticulas y se considera un método bastante simple, debido a que los
tiempos de las reacciones son cortos y permite el control de tamafio y forma de los
cristales nanomeétricos. Ademas, es un método relativamente econémico cuando se
compara con otros métodos como el de sol-gel [13,14].

El manejo de nanoparticulas biocidas representa un area de oportunidad en
la que adn falta mucha investigacion, ya que son de particular interés por su
actividad antimicrobiana que estd altamente influenciada por su gran area
superficial en relacién a su volumen. Este potenciamiento de las propiedades facilita
reducir la cantidad de materiales usados para la fabricacion de nanocompuestos y
posibilita generar nuevas aplicaciones para nuevos materiales, dandoles por lo tanto
un valor agregado [20].

Las NPs tienden a ser bastante reactivas, por lo que en muchos casos se
opta por funcionalizarlas. Los polimeros son probablemente los materiales mas
viables que hay en el mercado para funcionalizar las NPs, debido a las diferentes
estructuras quimicas que presentan, las cuales favorecen la generacion de nuevos
compuestos [21].

Este proyecto de investigacion plantea el desarrollo de una nueva familia de
recubrimientos antifouling de bajo impacto ambiental, a base de una matriz de
acrilato comercial con una mezcla bien dispersa de nanoparticulas de cobre y
selenio (CuSe) con alta actividad antimicrobiana. Para lograrlo se plantea sintetizar
una mezcla de nanoparticulas CuSe de manera in situ empleando ligantes y
disolventes amigables con el medio ambiente. Las nanoparticulas se incorporaran
dentro de una resina acrilica en emulsion comercial y la formulaciéon de los
recubrimientos. Con este trabajo de investigacion se busca reducir la cantidad del
biocida que se usa en la fabricacion de las pinturas antifouling comerciales,
favoreciendo de esta manera al medio ambiente como se ha logrado en otros
estudios [22,23].



2. ANTECEDENTES

2.1 Historia del biofouling

Desde el momento que nacié la navegacion miles de organismos acuaticos
encontraron nuevas superficies donde crecer y desarrollarse, provocando enormes
problemas a todas las personas que viven de la industria maritima, incluyendo la
del aprovechamiento de energias marinas. Lo anterior, debido a que el material
sumergido en los océanos permite la adherencia de este tipo de bioincrustaciones
llamadas biofouling. Los impactos negativos y significativos que tiene el biofouling
en la viabilidad y rentabilidad de la industria marina han hecho necesario un largo y
persistente esfuerzo en el control del problema. Las pinturas antifouling son
comunmente usadas sobre superficies en las industrias del transporte marino,
representan una solucion viable y de relativamente bajo costo para inhibir la
proliferacion de estos microorganismos [5,12,23,24].

Figura 2: Casco de barco severamente afectado por el crecimiento de
algas, requerird de un mantenimiento correctivo.

El biofouling en barcos, naci6é de la mano con la navegacién, por lo tanto, la
busqueda de tecnologias para prevenirlo también tiene antecedentes historicos. El
empleo de sustancias toxicas data desde los 700 afios A.C., cuando los fenicios,
cartagineses, romanos y griegos para proteger los cascos de sus embarcaciones
empleaban metales como el cobre, plomo, arsénico, azufre, aceites, breas, etc.
Posteriormente, aproximadamente en el afio 412 A.C se utilizaban mezclas con
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alquitran, azufre y arsénico para proteger los barcos de madera del ataque de
gusanos tubicolas. Hacia el afio 480 A.C. se utilizaban bronce y plomo en laminas
para proteger los cascos de barcos de guerra, para evitar pérdidas de movilidad. La
primera patente de pintura antifouling fue registrada en el afio 1625 y fue realizada
por William Beale, la pintura estaba compuesta por polvo de hierro, cemento y
probablemente compuestos de cobre, desafortunadamente no funcionaba
efectivamente. En el siglo XVIII se permitidé la implementacion de recubrimientos
basados en metales, desde ese momento se empez0 a utilizar el estafio en forma
de polvo y el cobre, en ambos se obtuvieron buenos resultados con altas
concentraciones. En el siglo XIX comenzaron a desarrollarse las primeras pinturas
antifouling, a base de cobre, arsénico o mercurio mezclados con resina, lo que
supuso la gran ventaja militar de la armada inglesa frente a las fuerzas napoleonicas,
atribuido en parte a que las naves britanicas poseian una mayor velocidad, debido
a la aplicacion mejores recubrimientos. En 1851, en Alemania, el uso de barnices
oleosos fue el primer método de proteccién, el cual fue sustituido por pinturas de
benceno permitiendo el uso de resinas mas baratas y mas faciles de aplicar [25,26].

A través de la historia de la industria marina, las pinturas de copolimeros de
metacrilato de tributil estafio y metilmetacrilato (TBT-SPC), que han estado
presentes desde los afios 60 y 70 hasta los inicios del 2000 han sido las mas
exitosas combatiendo el biofouling. Los componentes mas empleados han sido el
tributilo de estafio y tributileno de fenilo. Desafortunadamente, estos sistemas
afectan adversamente el medio ambiente causando malformaciones en distintas
especies marinas, dafa el sistema inmunologico y se dispersa facilmente, lo cual
condujo a una regulacién que obliga a los fabricantes a buscar alternativas que no
dafien el ecosistema [2,23,25,27].
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2.2 Historia de los nanomateriales

El uso de los nanomateriales ha estado presente desde hace mucho tiempo.
Su aplicacion se remonta desde la medicina china tradicional, la cultura maya y las
pinturas medievales italianas. Los nanomateriales han sido usados en el arte. La
copa de Lycargus, una pieza que comprende desde el siglo IV y que fue pintada con
tinta a base de NPs de oro. La produccion de vidrieras para castillos y catedrales
como la de Notre Dame, las estructuras con nanocuerdas de cementita y nanotubos
de carbon de aceros de estilo damasquino inventados en el mediterraneo son
apenas unos ejemplos. A pesar de que las tecnologias antiguas y las anteriores a
la moderna no tenian control sobre las propiedades, ni las bases del conocimiento
para lograr modificaciones a una escala nanométrica, se tenian las técnicas y
meétodos para producirlas.

Las tintas negras de carbon antiguas, el oro en la medicina, suspensiones
coloidales de Faraday son solo unos ejemplos del uso de los nanomateriales que
datan desde antes del afio 6000 A. de C. Mientras que las sintesis de nanoparticulas
tienen apenas aproximadamente unos 50 afos.

La historia de los nanomateriales dio un salto importante en el siglo XX, con
la introduccion de los semiconductores, con lo que el campo de la electronica se
enfocd en la miniaturizacién y permitiendo fabricar los primeros chips. En 1959, el
fisico Richard Feynman presenté una conferencia acerca del aprovechamiento de
la escala atomica de los materiales llamada “There is a plenty of room at the bottom”
en una reunién de la sociedad americana de fisica, donde se habl6 acerca de la
manipulacion de los atomos y cdmo esto afectaria las propiedades de los materiales
en el futuro, convirtiéndose en uno de los pioneros en el desarrollo de las
nanociencias. La nanotecnologia fue conocida como ciencia por primera vez en
1974 [28].

Dentro de los ultimos 50 afios se han descubierto algunos materiales que han
cambiado totalmente nuestra percepcion y han ampliado nuestra visiébn hacia
nuevos horizontes. El descubrimiento de formas alotropicas del carbono
(nanodiamantes, fullerenos, nanotubos, grafeno, nanocuerdas, etc.) abre un mundo
de posibilidades y de actuales retos para la investigacion de vanguardia [29].
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2.3 Fouling

El fouling se puede definir como la acumulacion y/o adsorcion de un material
proveniente de un medio sobre una superficie que esta expuesta al mismo medio.
Esta acumulacion genera una presion y una friccibn superior en la superficie.
Durante la generacion de la capa de fouling se generan ciertos procesos adicionales
que dependen de esta deposicién y remocion de particulas y de las condiciones de
operacion tales como: la sedimentacion, cristalizacion, disolucion, desprendimiento
y la erosion [30,31].

Las tasas de remocion incrementan con el aumento de las cantidades de
depdsito mientras que la tasa de deposicion es independiente de la cantidad de
depdsito, pero depende de los cambios causados por los depdsitos como el cambio
en la rugosidad de la pared y de flujo de agua (o cualquiera que sea el ambiente al
que esta sometido el material) [30].

El fouling puede ser categorizado de distintas maneras, ya que la mayoria de
las situaciones donde se presenta son practicamente Unicas, con esto en cuenta se
puede clasificar en las siguientes categorias:

Tabla 1: Principales tipos de fouling, causas que los generan y ejemplos [2,5,18,30,32,33]

TIPO DE FOULING PRINCIPAL CAUSA EJEMPLOS DE SISTEMAS
AFECTADOS
POR PARTICULAS Particulas pesadas en un Intercambiadores de calor,
medio. calderas, etc.
POR PRECIPITADO Saturacion de sales Calderas y evaporadores.

inorganicas en el medio,
generalmente causada por
un cambio de temperatura.
POR REACCION QUIMICA | Reaccion quimica que Reactores.
produce material sélido o

gelatinoso

POR CORROSION Reaccion quimica Calderas.
corrosiva.

BIOFOULING Micro y macro organismos Equipos de procesado de
presentes en el medio alimentos, condensadores
ambiente. gque mueven agua de mar,

transporte maritimo, bases
maritimas, etc.
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Ante esta problemética, se han desarrollado diferentes estrategias o métodos
para combatir el fouling. Los principales métodos que han sido empleados en los
altimos afios para combatir el este problema pueden ser clasificados como:
quimicos y mecanicos [30].

Método quimico: Diferentes aditivos quimicos desarrollados por muchas
compafias han sido usados ampliamente para mitigar el fenédmeno en el sector
industrial. Estos aditivos aplicados actian en formas diferentes como: Agentes
secuestrantes (EDTA), agentes de umbral (polifosfatos y polifosfanatos),
modificadores de cristales (acido poli carboxilico) y dispersantes. La mitigacion por
medios quimicos tiene serias repercusiones debido a que los inhibidores de fouling
y de corrosion usualmente contienen una considerable cantidad de cloro, bromo,
cromo, zinc, etc. Su concentracion debe medirse cuidadosamente y el tratamiento
de las aguas involucradas es complicado, debido a que altas concentraciones en
sistemas cerrados pueden causar precipitaciones. Ademas, usar mas de un
componente quimico puede resultar en reacciones quimicas peligrosas y algunos
aditivos suelen tener una limitada actividad [30].

Los métodos mecanicos se clasifican en dos categorias dependiendo su via de
accion. Pueden ser divididos como: De fuerza bruta (chorros de alta presion,
taladros, lanzas, etc.) y métodos amigables (cepillos, esponjas, etc.) [34].

2.4 Biofouling

El término biofouling puede ser descrito de una manera vaga como una
fijacion y crecimiento de micro y macroorganismos sobre un sustrato natural o
sintético sumergido en agua [26]. Donde algunos microorganismos forman
biopeliculas protectoras. Una biopelicula es una comunidad compleja de
microorganismos que crecen adheridos a una superficie o sustrato y que generan
polisacaridos que les permiten fijarse de una mejor manera, generando asi una
matriz que los protege y les permite formar estructuras organizadas y
tridimensionales, de otra forma no podrian prosperar en su ciclo biolégico. Las
biopeliculas no son realmente solidas, tienen espacios intersticiales huecos que
permiten el flujo de agua, difusién de nutrientes y oxigeno al interior y la expulsién
del desecho metabolito [35,36].

La proliferacion de los organismos es dada por un ambiente hidratado y una
minima presencia de nutrientes. Bajo estas condiciones, los microorganismos
pueden crecer en superficies hidrofobas o hidrofilas, bidticas o abioticas. La
biopelicula esta compuesta principalmente por agua y representa hasta el 97% de
toda su estructura [37]. Por otra parte, esta puede estar formada por un tipo de
microorganismo 0 por varios como bacterias, hongos, algas, etc. La estructura de
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esta pelicula estd formada por exo-polisacaridos (EPS), generados por los
microorganismos, pueden estar asociados con iones metalicos y cationes divalentes
y pueden tener carga neutra o anidénica. En menor medida estd compuesta por
sustancias poliméricas extracelulares (SPE) como polisacaridos, acidos nucleicos y
proteinas. También contiene nutrientes, metabolitos, productos de lisis celular y
sustancias inorganicas [36,38].

Las biopeliculas juegan el rol principal en muchas infecciones, ya que le
podrian otorgar resistencia a las colonias de especies que crecen en su interior, esta
matriz actia como una berrera mecanica, evitando que los agentes antimicrobianos
penetren. La gran parte de los antibidticos que funcionan contra microorganismos
individuales o en cultivo son menos efectivos contra las mismas especies cuando
se presentan en una biopelicula. Las bacterias pueden resultar altamente
resistentes por otros factores como lo son: la limitacién de nutrientes, la liberacion
de un fenotipo persistente que limita el crecimiento, pero permite a las células
combatir eficientemente factores de estrés ambientales (incluidos los antibi6ticos)
[39].

Los organismos marinos se pueden clasificar segun su origen, dividiéndoles
en de origen vegetal, que se clasifican entre microalgas y macroalgas, y de origen
animal, que se dividen en de cuerpo blando y de cuerpo duro. Estos se pueden
acumular en cualquier superficie artificial sumergida o en contacto con el agua y
existe una inmensa variedad entre 1700 y 4000 especies diferentes [40,41,42].

Los principales pardmetros que condicionan el fenbmeno y que afectan su
crecimiento en embarcaciones o infraestructura marina son factores de operacion y
ambiente tales como: temperatura, salinidad, nutrientes en el agua como fosfatos y
nitratos, etc. La formacion del biofouling es mas probable en las zonas mas calidas
gue en las frias del globo, por el condicionamiento de los organismos huéspedes,
por lo que, la temperatura tiene un factor de control sobre la distribucién y funciones
vitales de los organismos. Por otra parte, la salinidad afecta los fendmenos de
o0smosis de los organismos y, ademas, los cambios de salinidad varian la densidad
especifica del agua influyendo en la flotabilidad de los microorganismos. Mientas
qgue el pH del medio también influye sobre la actividad enzimética y las reacciones
fisiologicas de los organismos [40].

El oxigeno es fundamental para los procesos de intercambio gaseoso en las
bacterias aerdbicas y participa fundamentalmente en la actividad fotosintética de las
algas. La luz determina la distribucion vertical de los organismos. Las algas estan
confinadas a la zona eufotica para disponer de energia y los animales se localizan
en esta zona o cerca de ella dado que obtienen su alimento directa o indirectamente
de los vegetales. Las variaciones de luz provocan migraciones del fitoplancton y
zooplancton, movilizando a su vez organismos que los secundan en la linea tréfica.
Los sustratos son muy importantes y sus caracteristicas como: la dureza, textura,
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composicion quimica, color e inclinacion condicionan el asentamiento de las
especies de microorganismos [26].

Son multiples y variadas las especies que causan el biofouling, estas se
encuentran en todos los océanos, mares, lagos, rios y en cualquier cuerpo de agua
gue cumpla condiciones basicas para estos tipos de microorganismos. En general,
todas las especies identificadas que forman esta capa bioldgica se pueden clasificar
en 6 grupos principales que son: Algas, hidroides, cirripedos, gusanos tubicolas,
mejillones azules y sifones de mar [25].

La formacion del biofouling afecta multiples tipos de aplicaciones y materiales
dentro de los cuales se pueden mencionar: Implantes médicos, equipos quirdrgicos,
ropa de hospital, equipo industrial, equipos marinos, plataformas marinas, envases,
bolsas, tratamiento de aguas, etc. [35].

Las principales desventajas de la presencia del biofouling en cascos de las
embarcaciones abarcan mas no son limitativas al incremento de rugosidad,
pérdidas de velocidad, aumento de consumo de combustible, aceleracion de la
corrosion, aumento en el riesgo de aparicion de osmosis en los cascos de fibra
reforzada y efecto estético. Para la prevencién de problemas como estos la
Organizacion Maritima Internacional (IMO por sus siglas en inglés) recomienda
poner en seco la embarcacion, limpiar y repintar los fondos. Ademas de eso se
recomienda el uso de pinturas de antifouling para mayor proteccion [7,40].

Las pinturas antifouling con biocidas resultan ser bastante Utiles para el
propésito inicial. Estas estan formadas en su composicién por los biocidas que son
los componentes activos, en su mayoria de cobre, que inhiben el crecimiento de la
bioincrustacién en las embarcaciones y estan presentes en gran porcentaje. El
vehiculo para estos compuestos puede ser una resina, pigmentos y otros aditivos
gue dependen del uso y quien los fabrique [40].

La seleccion del mejor biocida depende de ciertas condiciones como son: su
toxicidad ante los organismos incrustantes, no acumulacibn en organismos
superiores, rapida biodegradacioén, solubilidad adecuada en el mar, estabilidad en
la pintura liquida, aprobacion por la legislacion vigente, efecto medioambiental, etc.
[40].

2.4.1 Mecanismo de formacion del biofouling

Tradicionalmente, el proceso de biofouling puede ser considerado en 4
etapas generales:

16



Creacion de la pelicula acondicionadora. Las moléculas organicas, como
los polisacaridos, proteinas, proteoglicanos y posiblemente compuestos
inorganicos son acumulados rapidamente sobre cada superficie y dan
paso al crecimiento de la pelicula.

Adsorcion y adhesion de las moléculas. Rapidamente se forman bacterias
y células simples que se asientan en esta superficie modificada. Estas
especies son primeramente adsorbidas principalmente por un proceso
fisico y después adheridas formando una biopelicula microbiana.
Crecimiento y colonizacion. La presencia de exudados adhesivos como
los polisacéridos, las proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos y la
rugosidad de las colonias microbianas irregulares ayuda a atrapar mas
particulas y organismos. Esos incluyen esporas de algas, ciprés de
percebe, hongos y protozoarios marinos, algunos de los cuales podrian
ser atraidos por estimulacion sensorial.

Formacion de la biocapa. Esta corresponde al asentamiento y el
crecimiento de la macroalga, una vez formada la biocapa, contiene una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares y estructuras verticales
por espacios intersticiales. Esto permite el almacenamiento de mas
organismos de mayor tamaiio [2,40].

Figura 3: Esquema del mecanismo de adherencia de la biocapa.
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2.5 Pinturas antifouling

Las primeras composiciones de pinturas o recubrimientos antifouling a partir
del afio 1865 fueron en su mayoria un fracaso, debido a que parecian atraer mas el
fouling que repelerlo, por lo que no fueron bien recibidas al principio de su
investigacion. Se producian a base de compuestos téxicos, entre los mas utilizados
estaban el cobre, el arsénico y el mercurio en diferentes composiciones y se usaban
por separado y mezclados entre ellos. Como resultado de los avances en las
pinturas antifouling hoy en dia pueden pasar hasta dos afios en el mar sin problemas
de reducciéon de velocidad ni aumento de combustible debido al fouling [40]. Las
principales formas de combatir el fenébmeno del biofouling son: evitar la colonizacion
inicial, impedir el crecimiento de los microorganismos en la capa y crear superficies
facilmente limpiables o remocién de fouling [24,25].

Las pinturas antifouling se aplican a superficies como sistema de proteccién
para combatir el desarrollo y el asentamiento del biofouling en superficies expuestas
al agua. Otra de sus funciones es evitar la corrosion del tipo quimico y biolégico.
Las caracteristicas que se buscan en este tipo de recubrimientos es el equilibrio
entre la eficacia de los materiales y la durabilidad, respetando los niveles de
toxicidad tolerables. Ademas de tener un amplio espectro de accién para varias
especies de organismos, baja toxicidad para la flora y fauna, baja solubilidad en el
agua, bajo potencial de acumulacién, proteccion anticorrosiva, compatibles con las
superficies, etc. [25]. Este problema de la generacién de biopeliculas, en los ultimos
20 afios, ha obligado a la comunidad cientifica a enfocar esfuerzos en lineas de
investigacion dedicadas a la sintesis de recubrimientos [35].

Los componentes principales (el aglutinante y el biocida) varian con el tipo
de pintura, con su aplicacién, comportamiento y con la duracién del recubrimiento
antifouling. En la mayoria de los casos, las formulaciones de las pinturas de matriz
soluble emplean aglutinantes basados en resinas y sus derivados junto con
pigmentos téxicos como el 6xido de cobre, hierro y 6xido de zinc [5,6]. Esas pinturas
se componen de una solucion coloidal suspendida y pueden ser clasificadas dentro
de tres grupos dependiendo del mecanismo que emplean para liberar el biocida
como de: Matriz soluble, matriz insoluble y pintura autopulible [2,11,19].

a) Matriz insoluble o dura: En estas se utilizan biocidas que se liberan muy
lentamente en el agua, de modo que van actuando gradualmente a medida
gue pasa el tiempo. La pintura que contiene las particulas forma una capa
dura que se puede limpiar periddicamente lo cual permite mantener el casco
en perfecto estado. Estan disefiadas para una liberacién controlada inicial
alta y a medida que pasa el tiempo esta liberacion va disminuyendo hasta
gue se pierde el efecto biocida, lo cual deja la pintura en la embarcacién, pero
deja su superficie rugosa. El principal problema en el uso de esta matriz es
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que al final si se desea conservar el efecto biocida hay que retirar la capa de
pintura para poder aplicar otra.

b) Matriz soluble blanda: Son las mas eficientes en la liberacién del biocida, ya
gue emplean una menor cantidad y ofrecen la mayor proteccién. El término
blando se refiere a que esta se erosiona con facilidad. Generalmente
contienen Oxido cuproso y se componen de una parte soluble y una insoluble
en su estructura. El mecanismo de desintegracion depende de la absorcion
del agua en la matriz que al ser sensible al agua permite la degradacion de
la parte soluble del material, dejando una estructura insoluble que se va
desprendiendo con el tiempo y liberando su agente biocida, con la finalidad
de evitar la adherencia de organismos marinos. Tienen un tiempo de vida util
de 6 a 12 meses.

c) Autopulimentables: Este tipo de pintura aprovecha un cierto grado de
solubilidad en el agua, de modo que sus fragmentos microscopicos se van
erosionando paulatinamente dejando expuesto el biocida activo. Una ventaja
obvia es que no hay acumulacion de capas, ya que su espesor se va
reduciendo con el tiempo y a la larga tiende a ser mas barato que el uso de
recubrimientos de matriz insoluble. La liberacion del biocida se origina
cuando la capa superficial del polimero se convierte en soluble en el agua
salada y se disuelve progresivamente [40].

Las pinturas antiadherentes son una alternativa al uso de biocidas en los
recubrimientos para las superficies expuestas al mar. Estos son recubrimientos que
se basan en polisiloxanos o polialcoholes fluorados con pigmentos de teflon. Los
microorganismos generan un fluido polar como adhesivo, si la energia superficial
del recubrimiento es baja los organismos no se pueden adherir. Los efectos de este
tipo de pinturas se deben a la tension superficial y al efecto hidréfobo de la resina.
La raz6n de que no sean tan empleadas es que no son suficientemente resistentes
a condiciones extremas, ademas de presentar propiedades mecénicas bajas [25].

Existen varios factores a considerar al aplicar una pintura antibioincrustante.
Primeramente, el efecto de la temperatura del agua, un aumento de la temperatura
disminuye la vida util de las mismas por el incremento de la disolucion del agente
biocida. Posteriormente, la salinidad afecta la solubilidad de la matriz polimérica, ya
gue, al aumentar la salinidad aumenta la solubilidad, por lo tanto, el agente biocida
se lixivia. Adicionalmente, el pH afecta la solubilidad de la resina de las pinturas,
observandose que a valores de pH altos la solubilidad aumenta [26].
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2.6 Nanomateriales

Los nanomateriales nos permiten obtener propiedades que antes eran
imposibles de conseguir, impracticas para producir o demasiado caras para usar a
una escala suficientemente grande para que sea Util usarlo en el dia a dia [29]. Uno
de los nanomateriales mas antiguos de los que se tiene evidencia son los
nanocarbonos, estos pueden ser creados en abundancia de una manera rapida y
econdmica, obtenidos en el proceso de quemado de la materia orgénica. El uso que
tenia en la antigiiedad (algunos 14,000 afios) era el artistico, la mezcla de estas
nanoparticulas con grasa permitié la generacion de pinturas, de las cuales se
pueden encontrar en cuevas. En tiempos premodernos el uso de este nanomaterial
fue la fabricacion de tintas y pasta de impresién. En la actualidad los compuestos a
base de fullerenos, nanotubos y nanodiamantes ofrecen mudltiples aplicaciones
potenciales. El grafeno es una estructura 2D que tiene propiedades Unicas basadas
en fisica cuantica, util para fabricacion de electronicos transparentes y ligeros. Los
nanomeétales han sido usados por miles de afios debido a sus multiples aplicaciones,
COMo en suspensiones para pinturas y en medicina. Los nanoceramicos, conocidos
como uno de los materiales artificiales mas usados, el cemento nanoceramico es
un material usado desde la cultura macedonica y ampliamente usado en la
arquitectura romana [43].

La morfologia, el tamafio y las propiedades fisicas de los nanomateriales
dependen de varios factores como: la sintesis de las NPs, materiales usados,
surfactantes, aditivos, temperatura de reaccion y ambiental, pH, tiempo de reaccion,
medio de reaccion y naturaleza del disolvente entre otros [44]. Ademas, los
nanomateriales se pueden clasificar de acuerdo a sus dimensiones como:

De cero dimensiones (0-D): Son materiales con todas las dimensiones en
escala nanométrica; por ejemplo: Puntos cuanticos (QD), nanoparticulas y clusters.

Unidimensional (1-D): Una de sus caracteristicas se encuentra en la escala
nanomeétrica (diametro), mientras que sus longitudes podrian estar en la escala
nanomeétrica 0 micrométrica; por ejemplo: nanotubos, nanofibras, nanoalambres y
nanorodillos.

Bidimensional (2-D): Su espesor se encuentra en promedio en el orden de
nanometros, las demas dimensiones en escala micrométrica; como ejemplo
tenemos: nanocapas y nanorecubrimientos.

Tridimensional (3-D): Sus atomos, moléculas o iones forman arreglos
tridimensionales los cuales ocupan posiciones especificas con ordenamiento
regular bien definido y repetitivo a largo alcance; como ejemplo se cuenta con el
grafito [43].
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2.7 Nanocompuestos poliméricos

Estos nanocompuestos presentan la posibilidad de dispersar y mantener
estables ciertas particulas a través de su matriz polimérica, lo que les permite
resolver necesidades actuales que no fuera posible sin la mezcla de las propiedades
de sus componentes. Existen polimeros que se pueden usar como dispersantes
para formar nanocompuestos, algunos ejemplos son: Policloruro de vinilo (PVC),
polietileno (PE), polipropileno (PP), etc. Todos estos polimeros pueden dispersar
NPs de Cu y formar nanocompuestos antimicrobianos. Los termoplasticos son
particularmente buenos para estas aplicaciones por sus propiedades y facil
procesabilidad, asi como su posible reciclado y moldeado.

Los sistemas nanofuncionalizados termoplastico-NPs Cu, tienen bastante
importancia por su versatilidad de aplicaciones en articulos de limpieza, médicos,
antisépticos, bactericidas, textiles, pinturas, recubrimientos [21,45].

2.8 Nanoparticulas

Las propiedades y comportamientos de los nanomateriales varian en
respuesta a ciertos estimulos y difieren con respecto a sus homologos en escala
macromeétrica. Al presentarse en esta escala nanométrica las particulas también se
ven afectadas por su relacion de aspecto, tamafo de particula, fuerzas de Van Der
Waals, etc. Por otra parte, el método sintesis de nanoparticulas causa diferentes
efectos en las propiedades. Los métodos de sintesis reproducibles y controlados
solamente han estado presentes por las ultimas dos décadas. Lo cual ha permitido
mejorar las propiedades de los materiales, ademas de potenciar la reactividad,
abriendo un mundo de posibilidades para la generacién de materiales avanzados
[45,46,47].

Un efecto particular de importancia de las nanoparticulas es conocido como
el efecto de superficie [46].

2.8.1 Efecto de superficie

Esta relacionado con la cantidad de &tomos que estan presentes en la
superficie. Los atomos que estan en la superficie se encuentran con menos contacto
atomo-atomo en comparacion que los que estan en el centro del material. Las
particulas con una gran cantidad de atomos en la superficie tienen un bajo niamero
de coordinacion, este a su vez esta relacionado con la dispersion de los atomos en
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la particula, ya que son medidas equivalentes para medir los efectos de superficie,
debido a que siguen la misma ley escalar. Los atomos de los nanomateriales
presentan mayor inestabilidad que los que estan en materiales de tamafo
macrometrico, esa estabilidad viene de la energia requerida de los atomos para
unirse unos a otros, que en el caso de las nanoparticulas es menor. Esta afirmacion
tiene peso sobre las transiciones de fase y sobre la tension superficial. Un menor
namero de atomos en la superficie de un grupo provoca menor precision a la hora
de definir las transiciones de fase. Un ejemplo seria el cambio en el punto de fusion
de la particula de oro, se ha reportado que el punto de fusion de las NPs de oro de
2.5 nm es de 656 °C y es mucho menor que el valor del punto de fusién del material
a granel con 1062 °C. Otro ejemplo se present6 en las NPs bimetéalicas AgCu, su
punto de fusién fue de 780 °C, mientras que de Cu y Ag fue de 1084 °C y 961 °C
respectivamente [48,49]. Es un efecto que tiene consecuencias en la condensacién
y en el calor latente de evaporacién [46,50].

2.9 Estabilidad de las nanoparticulas

La gran superficie de las NPs en relacion a su masa, les provee de un exceso
de energia libre superficial comparado con su energia de formacién, en otras
palabras, son inestables, por lo cual se usan compuestos estabilizadores para
suspenderlas. Los estabilizadores deben superar las fuerzas atractivas que existen
en las particulas producto de las fuerzas repulsivas electrostaticas y estéricas. La
funcion de los estabilizadores es controlar la velocidad de reduccion de los iones
metalicos y controlar el proceso de agregacion de los &tomos metalicos.

Dependiendo del tipo de capa protectora, la estabilizacion se puede clasificar
de las siguientes formas: Electrostatica, estérica, electroestérica, ligantes y
disolventes.

La estabilizacion electrostéatica se da a través de la adsorcion de los iones en
la superficie metélica electrofilica, que hacen que se repelen cuando se acercan. La
carga superficial puede ser contrarrestada por los iones presentes en el medio de
dispersion. Esto forma una doble capa eléctrica lo cual determina la fuerza de
repulsion Coulombica entre las particulas individuales. El disolvente afecta el grado
de dispersion de las nanoparticulas.

La estabilizacion estérica consiste en rodear los centros metélicos por capas
de materiales estéricamente voluminosos como polimeros y surfactantes. Estos le
otorgan una barrera que previene que los centros metalicos interaccionen. Los
polimeros se enlazan débilmente a la superficie de las NPs.

La estabilizaciéon por ligantes, requiere de ligantes organicos que, en general,
portan atomos donadores como las fosfinas, aminas, alcanotioles y los tioéteres.
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La estabilizacion electroestérica se da principalmente con el uso de
surfactantes como haluros cargados negativamente, los cuales se enlazan a la
superficie metalica. Las cadenas alquilicas largas generan una barrera estérica en
el ndcleo metalico [51-53].

2.10 Problemas de aplicacion de las nanoparticulas

Las posibles aplicaciones y ventajas de las nanoparticulas solo se ven
opacadas por su reactividad, que las vuelve complicadas de usar en algunos casos
y se requiere de métodos de procesados especificos para su aplicacion como: la
dispersion y la deposicion. La reactividad de estas es consecuencia de su tamafio,
de la relacion de superficie/area y de su tendencia a la aglomeracion.

La aglomeracion es una consecuencia de la relacion superficie/area y de las
fuerzas de Van der Waals de las nanoparticulas. Al aglomerarse las hanoparticulas
ganan volumen y pierden propiedades Unicas de su tamafio. Una forma para evitar
este fendmeno es la dispersion de las nanoparticulas en la matriz polimérica, otra
solucion es soportar las nanoparticulas en una base generando un material
compuesto. Ambos métodos ayudan a que las particulas presenten una liberacion
controlada a través del tiempo, evitando ciertos problemas inherentes a sus
propiedades, ampliando la gama de aplicaciones y prolongando la vida de las
nanoparticulas en los materiales compuestos. Recubrir las nanoparticulas con
matrices poliméricas resulta ser muy positivo, ya que tanto en solucibn como en
polvo la matriz les permite permanecer en tamafios pequefios por mas tiempo,
evitando en cierto grado la interaccion particula/particula. [35].

2.11 Nanoparticulas con efecto biocida

Estas nanoparticulas ofrecen soluciones dependientes del tamafio de los
materiales, son eficaces debido a la habilidad de las nanoestructuras de interactuar
eficientemente con materiales biolégicos debido a su gran razén de area superficial
sobre volumen, morfologia y tamafio, haciéndolas extremadamente reactivas. Los
microorganismos generalmente no desarrollan resistencia a los metales, como es
en el caso de los antibiéticos por lo que las NPs son consideradas optimos agentes
antimicrobiales [54]. Las propiedades antimicrobiales de estas nanoparticulas
tienen su aplicacion en diferentes campos de investigacion como el médico, agricola,
tratamientos de aguas y procesado de alimentos [35,55,56].
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2.12 Cobre

Las NPs de cobre (Cu) son efectivas como agentes antibacteriales,
antifingicos y antivirales. Ademas, han atraido la atenciéon por sus propiedades
cataliticas, térmicas, dpticas y eléctricas. También por su bajo comportamiento
migratorio electroquimico, alta biodisponibilidad y relativamente bajo costo de
produccion. Como se mencion6 anteriormente el cobre es un elemento fundamental
en la dieta de algunos animales, por lo que su existencia en ciertas concentraciones
es beneficiosa para estos [55]. Como precursor del cobre en el presente trabajo de
investigacion, se empleara el sulfato de cobre pentahidratado (CuS04.5H20) una sal
con propiedades antimicrobianas de bajo costo.

El cobre y sus aleaciones debido a las propiedades antifouling son bastante
usadas para el disefio de equipo marino y para recubrimientos. El cobre tiene efecto
toxico sobre muchos organismos marinos, debido a que puede liberar iones cupricos
Cu(ll) en presencia de agua y oxigeno. El efecto antimicrobial y la corrosion del
cobre es influenciado por muchos pardmetros como las propiedades del organismo,
composicién quimica del agua y concentracion de los iones de cobre [36].

Las nanoparticulas de Cu han sido sintetizadas a través de diferentes
métodos, como sintesis de vapor metalico, métodos de radiacion, técnicas
hidrotérmicas, electrodeposicién, técnicas de micro emulsién, método sonoquimico,
descomposicion térmica, reduccidn quimica, reduccion radiolitica, etc. Algunos
ejemplos de morfologias que puede tomar cuando se usan diferentes métodos de
sintesis son: triangular, cable, prisma, etc. [14]. La sintesis de las NPs de cobre
involucra estabilizadores como ligantes, polimeros y surfactantes para evitar
aglomeracion [55].

Estabilizar el cobre metélico es complicado, debido a que este es altamente
inestable, tanto asi que se puede oxidar bajo condiciones atmosféricas
convirtiéndose en Cu20 o CuO durante la preparacion, por esa razon se protegen
con agentes estabilizadores que cubren la superficie. La sintesis de las
nanoparticulas de cobre empleando matrices poliméricas tiene muchisimas
ventajas comparadas con aquellas donde se usan otros agentes, dentro de los
cuales se encuentran: mayor facilidad de procesado, mas solubilidad, menor
toxicidad y el control sobre el crecimiento de las nanopatrticulas [57].

Los productos derivados de cobre son los mas empleados desde hace mas
de 100 afios en las formulas de las pinturas antifouling. Su funcion es alejar las
larvas de los elementos como los mejillones o percebes y evitar que crezcan
alrededor del casco. También es un excelente antimicrobiano y evita asi
formaciones de limos y organismos vegetales que se puedan formar alrededor, sin
embargo, para combatir estos ultimos se necesitan cantidades mas grandes de este
biocida [40].
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El efecto antimicrobial y antifouling del cobre es empleado desde etapas
tempranas en la historia. Los aztecas lo utilizaban para tratar enfermedades
aproximadamente en los 400 afios A. C. en sus formas de 6xidos y de carbonato.
Los antiguos griegos fueron los primeros en descubrir la propiedad sanitizante del
cobre, solian prescribir cobre para enfermedades pulmonares y purificar agua
potable. Los fenicios lo utilizaban en los cascos de los barcos para inhibir la
proliferacion de microorganismos en los cascos de sus barcos, para evitar pérdidas
de velocidad y maniobrabilidad. Se le dio aplicacion durante la segunda guerra
mundial previniendo disenteria al agregarse piezas en botellas de agua. Los viajes
para las misiones Apolo utilizaron un sistema de ionizacién de cobre-plata para
esterilizar agua. Actualmente dentro de sus usos potenciales estan las fibras
impregnadas de cobre para evitar Ulceras en los pies, al fabricar calcetines que
pueden reducir el riesgo de infecciones (Util en el particular caso de padecimiento
de diabetes) funcionando, asi como antiséptico [58].

En la agricultura, la practica de usar sulfato de cobre sobre los suelos de
cultivo es una técnica que data de mas de 250 afios y es tan efectiva que sigue
siendo util hasta nuestros dias para proteger las semillas contra hongos. Muchas
algas presentan susceptibilidad alta a las sales de cobre, permitiendo a los expertos
prevenir el crecimiento de algas en contenedores de aguas: estanques de crianza,
lagos, rios, piscinas, etc. El sulfato de cobre en ciertas cantidades tiende a
reaccionar en soluciones acuosas para generar acido sulfarico el cual es corrosivo,
aun asi, se sigue usando por su bajo costo y facilidad de aplicacion. También es
usado para inhibir el deterioro por insectos en madera y tela, haciendo el material
desagradable para el animal destructor. Detiene la formacién de moho en techos y
paredes [58].

La actividad sobre los microorganismos es funcion de su concentracion
actuando como un agente bacteriostatico en concentraciones entre 25 y 150 uM o
bactericida en concentraciones superiores a esta [35,59].

Las NPs de cobre han tenido usos mas especificos como: Anodo activo en
celdas de combustible sdlidas, potenciador de conductividad térmica en sélidos y
fluidos, potenciador de actividad catalitica y selectividad en reacciones de
deshidratacion e hidratacion, hidrogenacion en sintesis [60,61].

2.13 Selenio

El selenio es uno de los elementos esenciales en la nutricibn de humanos y
animales asociado a la salud de la poblacion, este se encuentra en trazas dentro
del cuerpo, es precisamente esencial por su actividad anti oxidativa, protege las
células del peroxido de hidrégeno, superéxidos, hidro perdxidos organicos,
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radicales hidroxilos, en general, dafio infligido por las ROS (o las especies que
reaccionan toxicamente al oxigeno), desintoxicacion de metales pesados, portador
de suministro de farmacos contra el cancer, regula los sistemas inmune y
reproductivo, refuerza la resistencia a ciertas bacterias y tiene gran importancia en
medicina, es uno de los materiales que pueden ser clasificados como biocompatible
[10]. El selenio es un material necesario para la sintesis de amino acidos esenciales,
la presencia de este en las proteinas mejora el funcionamiento de la glandula
tiroides [62]. El selenio es una parte importante del ciclo catalitico de al menos 25
selenoproteinas y enzimas presentes en el cuerpo y tiene el rol de proteger las
células del dafio oxidativo [19].

El selenio elemental es alotropico y existe en 3 diferentes formas, la primera
es un selenio amorfo, caracterizado por tener un color rojo, la segunda es el cristal
trigonal teniendo cadenas helicoidales, el cual es gris y el tercero es el cristal
monociclico. El selenio trigonal es conocido como un fotoconductor con una amplia
sensibilidad espectral lo cual hace al selenio un buen material para fabricar
fotoceldas y medidores de exposicién para aplicaciéon en la fotografia [15]. Una
ingesta baja de selenio aumenta el riesgo de mortalidad, funcion inmunolégica
deficiente y deterioro cognitivo. El selenio puede penetrar células bacterianas,
catalizar la oxidacion de los tioles intracelulares y generar oxigeno en estado el
singulete, que provoca la muerte de las bacterias. El efecto del selenio junto con
mas elementos metalicos para inhibir el crecimiento de las bacterias es algo que
necesita ser mas estudiado [63].

Las nanoparticulas de selenio estan atrayendo la atencidén por su excelente
actividad biolégica y baja toxicidad [64]. La solubilidad y movilidad de este elemento
depende en gran medida de sus diferentes estados de oxidacién, el selenio
elemental (en estado de oxidacion cero) es basicamente insoluble y menos
disponible biolégicamente [15,64,65,66].

La aplicacion de las nanoparticulas de selenio en el area de la salud se ha
visto limitada debido a la pobre estabilidad que poseen y su potencial para proteger
en contra estrés oxidativo inducido por alcohol no ha sido investigado segun
reportes [63].

Las NPs de selenio presentan un efecto inhibitorio sobre los hongos que
puede ser descrito de la siguiente manera: Los iones de las NPs de selenio estan
cargados positivamente y se ven atraidos electrostaticamente a la pared de
oligosacaridos cargada negativamente de los hongos. Entre mayor sea la cantidad
de nanoparticulas utilizadas, la superficie de la pared celular se dafara de una
manera mas grave, permitiendo su difusion a través de la célula [62].

Las aplicaciones de las NPs de selenio estan limitadas por algunos hechos
tales como: La mejora de las técnicas de sintesis, ya que se requiere de métodos
econdémicos y amistosos con el medio ambiente para producirlas; debido a que se
aglomeran y se transforman en su forma gris que es termodindmicamente estable
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pero inerte biolégicamente. Por tal razdn, en la actualidad se combinan con ciertos
compuestos como polisacaridos, monosacaridos, proteinas, amino acidos,
polifenoles, melatonina, extracto de plantas, ciertos microorganismos, etc., con el
objetivo de mejorar la estabilidad permitiendo que las NPs se conserven tamafos
mas pequefios y garantizar bioactividad. Los polisacaridos son apropiados medios
para sintetizar y estabilizar las NPs de selenio, esto debido a su eficiencia y su
amigabilidad con el medio ambiente. Aun asi, estos no generan la estabilidad que
se desea para la aplicacion en campos mas precisos, ya que el selenio preservado
en ambientes acuosos tiende a aglomerarse, aumentar de tamafio y reducir su
potencial zeta, por lo que encontrar mas compuestos para estabilizarlo es una
necesidad [67].

Un pardmetro a tener en cuenta con las NPs de selenio es la temperatura, ya
que afecta el tamafio, la forma y la biodisponibilidad de estas. Las NPs de selenio
expuestas a una temperatura mayor de 31 °C [15], son inestables y aumentan su
tamafio, asi que las aplicaciones por arriba de esta temperatura son limitadas.
Presentan una aglomeracion rapida, al ser aplicadas a temperaturas mayores de
55 °C cambian su tamafio y forma generalmente cristalizan en forma de agujas [68].

Existen métodos para la produccién de las nanoparticulas de selenio usado
una variedad de diferentes precursores, agentes reductores y estabilizadores, cada
variacion de estos componentes influye en el tamafio de las nanoparticulas
resultantes [15].

Las nanoparticulas de selenio antes y después de ser funcionalizadas con
polimeros son eficaces contra bacterias, como la Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, y en hongos como la Candida albicans. Guisbiers et al. observaron un efecto
de hasta el 50% de inhibicion en el nUmero de colonias de E. coli y en S. aureus
usando una solucion de 50 ppm de concentracion de las NPs de selenio [69]. Por
otra parte, en el trabajo realizado por Luke, et al. se menciona una inhibicién que
depende de la dosis aplicada en el crecimiento de las bacterias reduciendo hasta el
50% de las colonias en 8 horas con una concentracién de 1 ppm para P. aureginosa
y de 5 ppm para S. epidermitis, mientras que para una reduccién total del
microrganismo a las 8 horas de iniciar la prueba se necesitaron con 20 ppm para P.
aureginosa y 25 ppm para S. epidermitis [70].

2.14 Seleniuro de cobre

Actualmente las nanoparticulas de seleniuro de cobre son de particular
interés, esto se debe a que presentan propiedades Utiles para el campo tecnoldgico,
debido a sus caracteristicas de semiconductor, algo presente en los seleniuros
metalicos. Algunas de las aplicaciones principales que se les ha dado en los ultimos
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afos son: filtros épticos, células solares, fotocatalizadores y sensores de gases,
entre otros.

El seleniuro de cobre es un material de interés debido a que es un
semiconductor lo que los hace de particular interés para su aplicacion en celdas
solares. Sin embargo, la sintesis para nanoparticulas de esta naturaleza resulta
compleja, debido a que la molécula presenta diferentes composiciones
estequiométricas y no estereoquimicas, ademas de presentar diferentes clases
cristalinas como la: monoclinica, cubica, hexagonal, ortorrombica y tetragonal.
Hasta ahora no existen estudios que comprueben si esta molécula presenta
propiedades antimicrobianas, por lo cual este trabajo tiene como uno de sus
objetivos especificos demostrar que son Utiles como agentes antimicrobianos
[71,72].

2.15 Goma arébiga

La goma arabiga es un polisacarido complejo de naturaleza neutra o
ligeramente &cida que en algunos casos presenta sales minerales de Na, K, Ca, Mg
y algunos iones metalicos como lo son el Cu, Pb, Fe y Zn. Esta goma se obtiene de
los troncos y ramas de arboles de la familia de las Acacias (Senegal y Seyal) que
se encuentran principalmente en regiones aridas de la franja sub-sahariana y mas
alla de Pakistan y la India. Su aplicacion data desde antes de los 5000 A. de C,
siendo componente de pinturas, tintas, adhesivos, etc. En la actualidad se utiliza en
nanociencia, medicina, pigmentos, y alimentos. Su composicién varia dependiendo
de mudltiples factores dificiles de definir debido a su naturaleza de produccion
organica. La goma arabiga presenta excelentes propiedades como: estabilizante,
emulsificante, saborizante, espesante, ademas de presentar alta solubilidad en
soluciones acuosas Yy retardar la cristalizacion de azulcares. Tales cualidades la
convierten en un aditivo interesante para la fabricaciéon de productos en empresas
de alimentos y no alimentos.

Segun se ha reportado esta compuesta principalmente por galactosa,
arabinosa, ramnosa, acido glucurénico y en menor porcentaje por proteinas,
nitrdgeno y humedad. Su cadena principal esta compuesta por unidades de enlace
1,3 B-D galactopiranosil. Las cadenas laterales estan compuestas por dos o cinco
unidades de enlace 1,3 B-D galactopiranosil, unidas a la cadena principal por
enlaces 1,6. Ambas cadenas (principal y lateral) contienen unidades de a-L-
arabinofuranosil, a-L-ramnopiranosil, (-D-glucoronopiranosil y 4-O-metil-B-D-
glucoropiranosil, las ultimas dos principalmente como unidades terminales. En el
anexo 11.1 se muestra una posible estructura quimica para la goma arabiga.
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Su alta solubilidad en agua podria ser atribuida a los componentes de
hidratos de carbono de la goma arabiga y a su estructura quimica altamente
ramificada y heterogénea. Las unidades de azlcar que contiene la goma arabica
pueden generar puentes de hidrogeno con el agua debido a sus grupos hidroxilos
asociados con acidos irdnicos. Ademas, su componente polipéptido interactda con
el agua debido a que contiene un niumero considerable de aminoacidos hidrofilicos.

Por otro lado, la propiedad de proteccion que presenta la goma arabiga con
compuestos orgénicos e inorgénicos en soluciones acuosas podria deberse a algun
fenémeno de agregacion el de coacervacion, el cual depende de multiples factores
dentro de las cuales el pH del medio representa un factor bastante importante para
la generacién de los microencapsulados, mientras que la de estabilizacion se ve
favorecida por las interacciones estéricas y electrostaticas y la fuerza de hidratacion
[73].

2.16 Métodos de sintesis de nanoparticulas

Los avances en la investigacion de las NPs han permitido estabilizar los
pardmetros estructurales y ambientales que favorecen la sintesis de estas, esto
conduce a la obtencion de NPs con propiedades especiales para una determinada
aplicacion. El control de las condiciones de reaccion permite seleccionar el tipo de
morfologia de NPs que se obtendrd. El control de la estabilizacion de estas
reacciones nos da control de tamafio y geometria lo que en consecuencia
proporciona el control sobre las propiedades del mismo en funcién del tiempo [74].

Dentro de las metodologias para sintetizar nanoparticulas se pueden
encontrar dos clasificaciones en las que podemos englobar todas las técnicas: El
meétodo descendente y el método ascendente.

2.16.1 Método descendente

Esta metodologia consiste en dividir porciones soélidas masicas en porciones
mas pequefas. En este tipo de métodos se utilizan procesos mecanicos como la
molienda o el desgaste e incidiendo un laser sobre la superficie del material. Son
métodos que pueden ser quimicos o fisicos, de volatilizacion seguida por una
condensacion de los componentes en cuestion [74]. El método descendente permite
multiples resultados, es bastante versatil, complejo y no es econémico, permite
producir sistemas en 2D y 3D por medio de la fabricacion de capa a capa. Algunos
ejemplos representativos de este método son los siguientes:
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2.16.1.1 Litografia hologréfica

Es una polimerizacion generada por la absorcion de fotones en una resina
fotosensible que es desgastada por un laser, se extraen estructuras por disolucién
de la parte expuesta.

2.16.1.2 Nanolitografia Optica

Se deposita un material secundario en la superficie erosionada de un material
delimitado por un patron generado por la remocion de resistencias en ciertas zonas
de ciertas resinas que reaccionan ante la luz.

2.16.1.3 Evaporacion térmica

Consiste en la deposicién de una capa de vapor condensado generado en
una camara de vacio que es aplicado en una lamina fria de un material que se
pretende utilizar calentado hasta su evaporacion. Es importante tener control sobre
el proceso o este podria resultar con una morfologia no deseada.

2.16.1.4 Deposito quimico en fase vapor

Consiste en descomponer compuestos volatiles, en el interior de una camara
de vacio en o cerca de la superficie de un sdlido para generar un material en forma
de capa delgada o nanoparticulas en la superficie.
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2.16.1.5 Clusteres gaseosos

Consiste en usar un laser pulsado de alta potencia para producir vapores
atomicos metalicos, que posteriormente seran acarreados por un gas inerte, para
después ser depositados en un sustrato, bajo condiciones de alto vacio.

2.16.1.6 Implantacion de iones

Se implantan iones de un material en un sélido, el material implantado podria
ser de un elemento distinto al que es modificado. Se podrian generar cambios
estructurales en el material implantado, esta de mas mencionar que esto podria
tener cambios significativos en las propiedades fisicas y quimicas. La estructura
cristalina del objetivo puede ser dafiada [74].

2.16.2 Método ascendente

De las dos metodologias es el mas elegido para la sintesis de las
nanoparticulas. EI método consiste en producir nanoparticulas a través de la
condensacion de atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa 0 en
solucién. Se refiere a construir estructuras desde sus partes mas pequefias atomo
por &tomo o molécula por molécula. Es un tipo de metodologia que permite un
control sobre las nanoparticulas, con este método se puede sintetizar cierto tamafio
y forma permitiendo una uniformidad lo que reduce problemas en los productos
como impurezas y productos no deseados. Los métodos mas usados contemplan
en su mayoria procesos quimicos. Los ejemplos mas representativos son:

2.16.2.1 Reduccion quimica

Consiste en disolver una sal precursora y un agente reductor en una fase
continua o dispersante. El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas pueden ser
controlados variando la concentraciéon de los reactivos y de la naturaleza del medio
dispersante. Dentro de sus ventajas estan el hecho de ser simple y reproducible, las
nanoparticulas presentan cierta homogeneidad, permite producir nanoparticulas a
gran escala y conservar una distribucion de diametro baja, se controla con relativa
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facilidad, ademas las nanoparticulas son estables por bastante tiempo y pueden
prepararse nanoparticulas mono y multimetalicas. En muchos casos se agregan
agentes protectores a la superficie de las nanoparticulas, disminuyendo su energia
libre superficial y con ello su reactividad, esto ayuda a controlar su forma y la
velocidad de crecimiento, limitando la agregacion [51,74]. Elegir un apropiado
agente reductor es un factor primordial, ya que el tamafio, la forma y la distribucion
de tamafo de las NPs estan fuertemente influenciados por este, debido a que
dependen de su naturaleza. La eleccion del surfactante es de igual importancia, ya
gue determinard la estabilidad, solubilidad, reactividad, dispersabilidad e incluso el
tamafo y forma de las nanoparticulas [75].

2.16.2.2 Reduccion fotoquimica y radioguimica

Aqui se generan agentes reductores fuertes y altamente activos como
electrones, radicales y especies excitadas. La fotoquimica estéa caracterizada por
energias por debajo de 60 eV, mientras que la radiolisis utiliza energias de entre
103y 104 eV. Los métodos de reduccion fotoquimica y radioquimica tienen ventajas
como la ausencia de agentes contaminantes generados de los reductores quimicos
utilizados, produciendo nanoparticulas altamente puras, ademas permiten la
produccion de nanoparticulas en sélido y a bajas temperaturas. Las nanoparticulas
se obtienen a partir de sales en agua, alcohol o disolventes organicos.

2.16.2.3 Irradiacidon con microondas

Mediante esta técnica se produce baja variacién en el rango de tamafios de
las nanoparticulas, aunque presenta problemas de control de la morfologia. Las
microondas actian como campos eléctricos de alta frecuencia, capaces de calentar
cualquier material conteniendo cargas eléctricas, los disolventes polares se
calientan y sus componentes moleculares se ven obligados a girar con el campo y
pierden energia en colisiones. Se utiliza como alternativa para sintetizar
nanoparticulas debido a su rapidez, uniformidad y efectividad.
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2.16.2.4 Utilizacion de dendrimeros

La sintesis se puede llevar a cabo usando emulsiones y dendrimeros como
nano reactores que permiten la sintesis de nanoparticulas de dimensiones y
morfologias definidas. Esto debido a la naturaleza de los dendrimeros a poder ser
modificados. Los dendrimeros son moléculas altamente ramificadas con un nucleo,
unidades intermediarias repetitivas y grupos funcionales terminales [74].

2.17 Efecto de la nucleacion y crecimiento

La formacion de las nanoparticulas en solucion coloidal procede a partir de
una sobresaturacion homogénea en una solucion seguida por la adicion molecular
de las particulas, esto es lo que explica el modelo de La Mer.

La energia necesaria para la nucleacion solo puede sobrepasarse en
soluciones sobresaturadas, donde se tienen mayores probabilidades de existencia
de colisiones moleculares, suficientes para que la adicion molecular sea alta. El
modelo de La Mer se da en 3 etapas: Prenucleacion, nucleacién y crecimiento
[75,76]. En la primera etapa la concentracion del metal en la solucion aumenta y
esta llega a saturarse, en otras palabras, se llega a la solubilidad de equilibrio entre
las dos fases; en la segunda etapa la concentracion del metal alcanza un valor
mayor sobre el valor critico de equilibrio y empiezan a generarse ndcleos y en la
tercera etapa la concentracién del metal desciende por debajo del nivel critico de
saturacion y la nucleacion se ve interrumpida, al mismo tiempo se precede a un
crecimiento en las particulas hasta que la concentracion del metal es igual a la del
equilibrio. La nucleacion y el crecimiento se encuentran en dos etapas diferentes en
la sintesis de las nanoparticulas de tamafos uniformes.

2.18 Mecanismos de accion antimicrobiana de los metales

Los principales procesos o funciones que son responsables del crecimiento
bacteriano son: sintesis de la pared celular, funcion de la membrana celular, sintesis
de proteinas, sintesis de acidos nucleicos, etc. Por lo tanto, esos son puntos de
interés de los cuales los agentes antimicrobianos pueden tomar parte para evitar la
proliferacion de microorganismos [77].

La pared celular de las bacterias se caracteriza por la presencia de una
cadena principal de polisacaridos, llamada peptidoglicano, esta termina siendo una
estructura de supervivencia en las bacterias. Una de las funciones principales de
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los agentes antimicrobianos es la inhibicibn de enzimas responsables del
peptidoglicano, afectando mayormente a las bacterias Gram-negativas, debido a su
diferencia estructural comparada con la de la una bacteria Gram-positiva, efecto de
su membrana externa [78]. La toxicidad se genera cuando la estructura que
conforma los acidos nucleicos y proteinas de los microorganismos cambia o se dafa.

El sitio inicial de ataque del cobre en el microorganismo es en la membrana
plasmética [58]. En bacterias, hongos y levadura, las altas concentraciones de cobre
pueden dafar la integridad de la membrana citoplasmatica. En organismos mas
grandes, efectos similares se presentan debido a la naturaleza 6xido reductiva del
cobre y su capacidad de generar radicales que promueven la peroxidacion de los
lipidos de la membrana, esto dafia funciones esenciales como el transporte de
proteinas, fagocitosis, permeabilidad de iones, funciones metabdlicas, etc.,
conduciendo a la muerte celular [77,78,79].

Existe evidencia que el ion Cu(ll) tiene una afinidad por el ADN, la union
especifica del cobre al ADN esta relacionada con la degradacion del acido nucleico,
la cual involucra reacciones de 6xido reduccion generando radicales OH en estos
sitios especificos, causando mucho dafio a los acidos nucleicos. La produccion de
especies oxigenadas reactivas, como superoxidos, peroxido de hidrogeno y acido
hipocloroso, asi como union la de antibiéticos, que han mostrado actividad
antibacterial efectiva con la transicion de iones metalicos a especies oxigenadas
reactivas [58,80,81].

A diferencia de las bacterias, el mecanismo en el que los iones de cobre
afectan a las algas y los hongos no esta bien estudiado, se sugiere que los iones
forman uniones electrostaticas con las paredes celulares de los microorganismos,
estresandolos y distorsionando las paredes celulares incrementando la
permeabilidad, una vez a dentro de la célula del alga, el cobre podria atacar los
grupos azufrados en los aminoacidos presentes utilizados para la fotosintesis,
bloquedndola generando muerte celular [58,79].

2.19 Mecanismos de defensa de los microorganismos

Los mecanismos incluyen, pero no se limitan a: Exclusion por barrera
permeable, secuestro intra y extra celular por medio de envolturas celulares,
bombas de evacuacibn de membrana de transporte activo, desintoxicacion
enzimatica y reduccion en la sensibilidad de los objetivos celulares a iones metalicos.
Algunos de los materiales toxicos también son nutrientes, para la bacteria deben de
estar en niveles estables en donde el microorganismo puede cumplir sus funciones
motoras basicas. En el caso de los metales que no tienen funcién bioldgica, los
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microorganismos pueden resistir la presencia de los iones metélicos tdxicos
[58,82,83,84,85].
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3. JUSTIFICACION.

El desarrollo e investigacion de recubrimientos marinos nanoestructurados
antifouling base agua y de bajo impacto ambiental, representa una sélida solucion
en contra de la bioincrustacion generada por los microorganismos presentes en el
agua de mar. Su aplicacion permitird la reduccién de costos de mantenimiento de
las superficies expuestas a estos ambientes marinos, convirtiéndose en un método
preventivo bastante efectivo, el cual tendra repercusiones en los sectores que
involucran actividades del mar tales como: acuacultura, transporte, energias
marinas (turbinas), etc.

Debido a que el biofouling es un problema que afecta la industria marina, asi
como a la flora y fauna marina; actualmente, una gran cantidad de recubrimientos
antifouling comerciales son fabricados con porcentajes en peso altos (35 hasta el
65%) de aditivos tal como el CuO micrométrico, el cual es un material toéxico que
debe ser remplazado por versiones mas amigables con el medio ambiente o
materiales con un efecto antimicrobial similar. Una estrategia alterna es la
incorporacion de cobre metélico (Cu®) en este tipo de recubrimientos, ya que es un
material que no tiene restricciones ambientales y de ser empleado en cantidades
menores al CuO podria resolver el problema de biofouling marino sin dafiar el medio
ambiente. No obstante, para poder usarse en bajas concentraciones es necesario
combinarlo con otro elemento antimicrobial de baja toxicidad, para lo que se
propone el uso del selenio (Se) como segundo elemento, este elemento presenta
propiedades antimicrobianas menores pero similares al cobre en su forma
nanomeétrica. En la propuesta de este proyecto de investigacidon se plantea
primeramente la sintesis de una mezcla de nanoparticulas de Cu/Se empleando
métodos de sintesis que no utilicen disolventes organicos que dafien el medio
ambiente, por medio de una novedosa ruta de sintesis.

Algunos beneficios que se lograrian al obtener estos tipos de recubrimientos
son: Ahorro de combustible en buques con superficies limpias, reduccién en la
formacién de corrosion, tiempo de mantenimiento prolongado y tiempo de vida
media mas largo de todos los materiales que estén en contacto con agua del océano,
asi como la proteccion de la flora y fauna marinas. Desde un punto de vista
académico y tecnoldgico, se considera que la propuesta contempla principios
fundamentales para un ciclo de vida favorable, desde la sintesis de las
nanoparticulas hasta el uso final del recubrimiento.
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4. HIPOTESIS.

Las nanoparticulas de Cu y de Se han demostrado contar con buenas
propiedades antimicrobianas, se espera que nanoparticulas de CuSe recubiertas
superficialmente con goma arabiga (GA), presenten un efecto antimicrobiano similar
al que poseen dichos elementos por separado. Ademas, se espera que al mezclar
nanoparticulas de CuSe-GA con una resina acrilica, las propiedades
antimicrobianas se conserven, permitiendo fabricar recubrimientos con estas
caracteristicas y que permitan una liberacion controlada.
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5.

OBJETIVO GENERAL.

Sintetizar y caracterizar un nuevo tipo de recubrimientos antimicrobiano de

bajo impacto ambiental, compuesto de nanoparticulas metélicas de cobre (Cu)
y nanoparticulas de selenio (Se). Estudiar su actividad antimicrobiana frente a
las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus y el hongo Candida
Albicans.

a)

b)

¢))

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar la sintesis de nanoparticulas de CuSe funcionalizadas in situ, con
tamafios menores de 100 nm, empleando agua como disolvente, goma
arabica como ligante estabilizador e hidrazina como agente reductor.
Caracterizar la resina comercial RHOPLEX AC-261 por las técnicas de FTIR
y RMN IH.

Estudiar la estructura y morfologia de las nanoparticulas de CuSe.
Caracterizar la actividad antimicrobiana (AA) y el comportamiento térmico
(TGA y DSC) de las NPs CusSe.

Estudiar el efecto antimicrobiano de la formulacion de los recubrimientos de
acrilato con cinco diferentes porcentajes en peso (0.5%, 1%, 1.5%, 2%y 3%)
de NPs de Cu/Se.

Caracterizar la morfologia de las NPs de CuSe en solucion (microscopia
electrénica de transmision) y la morfologia de las NPs en los recubrimientos
antimicrobianos con NPs de CuSe, depositados sobre sustratos de acero
inoxidable AISI 304 (microscopia electrénica de barrido).

Estudiar la liberacibn de iones y actividad antimicrobiana de los
recubrimientos con NPs de CuSe, depositados sobre sustratos de acero
inoxidable AISI 304.
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6. CONTRIBUCION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA.

Las investigaciones sobre la fabricacion de recubrimientos antifouling han
sido ampliamente reportadas, sin embargo, los estudios con nanoparticulas de Se
0 combinadas con otros elementos son escasos y es en este punto donde se
concentra mayormente la contribucion cientifica de este trabajo, sintetizar
soluciones coloidales de nanoparticulas de selenio es complicado, debido a que
presentan multiples estructuras cristalinas y tienden a la aglomeracion. Ademas de
gue el selenio presenta una tendencia de transformacion de fase a temperaturas
relativamente bajas (entre 30 y 130 °C), cambiando su forma y tamafo, algunos
estudios demuestran que la sintesis en presencia de ligantes organicos disminuye
esta tendencia. En la presente propuesta, se considera que estudiar la incorporacion
de cobre/selenio en recubrimientos antifouling, puede ser muy interesante debido a
gue el selenio presenta toxicidad baja y alta biodisponibilidad. Ademas, la sintesis
de nanoparticulas se pretende realizar en presencia de ligantes organicos
amigables con el medio ambiente como la goma ardbiga, para evitar la
transformacién de fase del selenio y la aglomeracion de ambas NPs, asi como
favorecer su dispersion en resinas acrilicas base agua.

En resumen, se considera que la resina acrilica base agua, formulada con
nanoparticulas metélicas de baja toxicidad de Cu/Se y funcionalizadas con goma
arabiga, conduciré a la creacion de nuevos recubrimientos poliméricos antifouling
con altas propiedades antimicrobianas de bajo impacto ambiental, La aplicacién en
sustratos de acero inoxidable puede impulsar diferentes areas en el sector maritimo,
por ejemplo en la proteccion de dispositivos para el aprovechamiento de energias
ocednicas, que es una area en auge y de desarrollo prioritario a nivel mundial.
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7. METODOLOGIA

7.1 Reactivos

Para la sintesis de nanoparticulas de cobre/selenio y la preparacion de los
sustratos para analizar su efecto antimicrobiano se emplearon:

1) Como precursor para las nanoparticulas de selenio, se usé acido selenoso
de la compafia Sigma-Aldrich, de formula H2SeOs3.

2) Como precursor de nanoparticulas de cobre se utilizé sulfato de cobre
pentahidratado de formula quimica CuSO4.5H20.

3) Como agente ligante se utilizé goma arabica de la compafiia Jamek.

4) Como agente reductor se us6 hidracina de grado reactivo al 50-60%, de la
marca Sigma-Aldrich y de formula N2H4.

5) El medio de reaccion fue empleando agua destilada.

6) Para el recubrimiento antimicrobiano se utilizé una pintura acrilica de la
marca KEM TRADE, modelo RHOPLEX AC-261, lote AO51KAOO017.

Las especificaciones de la resina acrilica se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Tabla de las principales propiedades de la resina RHOPLEX AC-261 de la marca KEM TRADE

Propiedad Valor promedio
Densidad (g/mL) 1.06

% en peso de sdlidos 50

pH 9.5

Viscosidad (cps) < 300

Temperatura minima de formacién de pelicula (°C) | 16

Estabilizacion Anidnica

Apariencia Blanca lechosa (Emulsion)
Precauciones de almacenaje Proteger de congelamiento
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7.2 Sintesis de nanoparticulas de CuSe

7.2.1 Reduccidn quimica hiumeda

La sintesis de las nanoparticulas de CuSe se realizd por el método de
reduccion quimica humeda, mediante el empleo de dos precursores (H2SeO3 y
CuS04.5H20), agente estabilizante (Goma arabiga), agente reductor (hidracina) y
un medio de reaccion inocuo con el medio ambiente que les permitiera estar
suspendidas (Agua).

Para la sintesis se tomaron las siguientes consideraciones:

1. Usar una relacion de 2 mg de goma ardbiga por mL de solucién con el
objetivo de estabilizar y evitar la oxidacién de las nanoparticulas de CuSe.

2. Las cantidades de los reactivos en la reaccion fueron seleccionadas para
obtener al final una relacion molar de 1:1 (Cu:Se) de NPs.

En un reactor de vidrio de dos litros se agregaron 1.25 L de agua destilada,
3 g de goma arabiga y se mezcldé mecanicamente a 200 rpm por 15 minutos hasta
que la goma se disolvio totalmente. A la mezcla se le agregaron 5.2 g de H2SeOzs y
se aumentd la velocidad de agitacibn a 330 rpm para obtener una mejor
homogenizacion. La reaccién se dej6é agitando por aproximadamente 50 minutos a
temperatura ambiente para asegurar la disolucién.

Después de cumplir el tiempo, una solucion de 250 mL de agua con 10 g de
CuS04.5H20 se agrego al reactor de reaccion, la mezcla de reaccion se torna azul
con la adicién de la sal y finalmente presentd turbidez. Después de adicionar la
solucion de cobre, se cerro el reactor y se realizaron tres ciclos de vacio-argén para
generar una atmésfera inerte y evitar la oxidacion de las nanoparticulas.
Posteriormente, se aumentd la velocidad del agitador a 400 rpm y se agregaron 9
mL de hidrazina gota a gota. La mezcla de reaccién cambia de color azul claro a
café obscuro con tonos naranjas en los bordes de la superficie. La solucion
permanecio en agitacion por mas de 60 minutos para asegurarse de una conversion
completa, tornandose la solucion final en color negro. La separacion de las
nanoparticulas del medio coloidal se realiz6 a una hora, dos dias y 10 dias después
del término de la reaccion. Se observo que la mezcla de reaccion adquirid un color
verde palido a medida que se incremento el tiempo de separacion de las NPs.
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7.3 Separacion de las nanoparticulas del medio coloidal

Para la recuperacion de las nanoparticulas se utiliz6 la técnica de
centrifugacion y se realizé un lavado a las NPs para remover las impurezas. El
proceso se describe de la siguiente manera:

La separacion y purificacion de las muestras se realizé después de una hora,
dos dias y diez dias de haber terminado la reaccion, el objetivo fue analizar
muestras con diferente tiempo de almacenamiento en la solucion acuosa de la
reaccion. Después de este tiempo, se tomaron muestras de 60 mL del reactor de
vidrio y fueron colocadas en viales de 80 mL de polipropileno (PP) de la marca
Beckman Coulter. Las muestras se introdujeron en el equipo de centrifugacion de la
marca Thermo scientific modelo Sorvall st16R, las condiciones de operacion fueron:
Temperatura de proceso de 0 °C y velocidad de giro 8500 rpm. Después del
centrifugado se obtuvo un precipitado en el fondo del tubo, separado de una
solucién acuosa transparente, se decanto6 la solucion acuosa y se dejo el sélido
negro que contenia las NPs CuSe. A continuacion, se realizé un lavado del sélido
con etanol, nuevamente se centrifugé a las mismas condiciones, finalmente se
separo el etanol de los tubos de PP que contienen las NPs se secaron en una estufa
de vacio a 60 °C durante 1 hora.

Las particulas resultantes fueron retiradas de las paredes del tubo de PP y
molidas para ser posteriormente pesadas y almacenadas. Este proceso se repitio
varias veces hasta lograr obtener cantidades de NPs suficientes para realizar el
estudio de la aplicacién propuesta.
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7.4 Preparacion de los sustratos de acero inoxidable

Para la preparacion por deposicion de los recubrimientos nanoestructurados
se utilizaron 3 tamafos diferentes de sustratos de acero inoxidable AISI 304
(50x50x1mm, 25x25x1mm y 10x10x1mm). Estos sustratos se trataron
primeramente con la finalidad de eliminar oOxidos, deformaciones y defectos
mediante devastado superficial siguiendo la norma ASTM-G5. Primeramente, se
emplearon papeles abrasivos de los siguientes tamafios de grano: 280, 400, 600,
800 y 1000. Se utilizaron de mayor tamafio de grano a menor, asegurando un
acabado espejo, necesario para la correcta adhesion de los recubrimientos
nanoestructurados, se devastaron ambas caras y las esquinas de los sustratos. El
proceso se llevo a cabo en humedo, utilizando agua desionizada para lograr el
acabado, una vez conseguido el acabado espejo las muestras se lavaron con agua
desionizada y se colocaron en una solucién de NaOH al 10% por 7 minutos, para
retirar grasas y contaminantes que se encontraban en su superficie que podrian de
alguna forma evitar que la resina del recubrimiento se adhiera correctamente. Se
lavaron primeramente con abundante agua desionizada y finalmente con etanol, y
posteriormente se dejaron secar al aire. Los sustratos tratados se usaron en menos
de 24 horas después de ser secados, con la finalidad de evitar la formacién de
oxidos.

7.5 Formulacién del recubrimiento

Para este paso se utilizaron las NPs en polvo que fueron separadas por
medio de centrifugacion una hora después del término de la sintesis. Se realizaron
los calculos para obtener recubrimientos con 3%, 2%, 1.5%, 1% y 0.5% en peso de
NPs, considerando como maximo 20% de agua en volumen en la formulacion, con
el objetivo de evitar la separacién de fases y conservar la estabilidad de las NPs
dentro de la resina acrilica.

Se planed la preparacion de las formulaciones en dos pasos: El primero
consistid en suspender las nanoparticulas en agua, debido a la naturaleza de las
nanoparticulas este paso requirio del uso de un equipo de ultrasonido, las
condiciones fueron establecidas a 70 kHz por un tiempo de 15 minutos, la solucion
se dejo enfriar por unos minutos monitoreando la dispersion de las nanoparticulas
en el medio. El segundo paso consisti0 en agregar la solucion a temperatura
ambiente a la resina para formar el recubrimiento nanoestructurado, este requirio
de mezclarlo en un reactor de marca Parr modelo 4842 a 400 rpm durante 10
minutos para asegurar un mezclado correcto.
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7.6 Aplicacion de los recubrimientos nanoestructurados

La aplicacion de los recubrimientos nanoestructurados sobre los sustratos de
acero inoxidable se realizd por medio de una técnica de arrastre usando una varilla
gruesa y de espesor movil para distribuir la resina de una manera uniforme. Se
utilizé una base de acero inoxidable para mantener fijo el sustrato y se aplico cierta
cantidad del recubrimiento nanoestructurado en la superficie (1-2 mL),
inmediatamente, se arrastr6 la varilla verticalmente sobre el sustrato asegurando
una distribucidon uniforme del recubrimiento, en la Figura 4 se ilustra el equipo
empleado.

Figura 4: Equipo de arrastre con varilla de espesor modificable.

Los recubrimientos se secaron entre 15-30 minutos a temperatura ambiente
para evitar la formacion de burbujas al momento de realizar el curado térmico. El
tratamiento térmico se realiz6 en una estufa convencional, primeramente, se
sometieron a 80 °C por 2 horas, posteriormente a 120 °C y 140 °C por 15y 10
minutos respectivamente.
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7.7 Preparacion de muestras para pruebas antimicrobianas

Para las pruebas antimicrobianas se prepararon sustratos de acero
inoxidable de 25x25x1mm bajo las mismas condiciones que fueron expresadas en
el apartado 7.5. Se prepararon por triplicado 5 tipos de muestras con
concentraciones de NPs CuSe (0.5%, 1%, 1.5%, 2% y 3% peso) y un blanco que
fue la resina acrilica comercial. Los sustratos recubiertos se curaron térmicamente
de la misma manera que se describe en el apartado 6.7.

7.8 Preparacion de muestras para prueba de liberacion de iones

Para la liberacidon de iones, los sustratos se prepararon de manera similar a
los descritos anteriormente, se prepararon 5 sustratos recubiertos, con una
formulacion que contiene 2% en peso de NPs CuSe. Cada sustrato fue colocado en
un frasco con 20 mL de agua destilada y fueron sellados. Se les asign6 una cantidad
de tiempo de exposicion determinado para cada muestra de 5, 10, 20, 40 y 80 dias.
En la Tabla 3 se ilustran la serie de muestras analizadas.

Tabla 3: Formulacion de los recubrimientos aplicados en los
sustratos metdlicos para pruebas de liberacion de iones

Muestra Concentracion (% peso) Tiempo de exposicion
1 2% 5 dias
2 2% 10 dias
3 2% 20 dias
4 2% 40 dias
5 2% 80 dias
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8. TECNICAS DE CARACTERIZACION

8.1 Espectroscopia ultravioleta-Visible (UV-Vis)

El analisis de absorbancia de las nanoparticulas se llevd a cabo en un
espectrofotometro de la marca THERMO SCIENTIFIC de modelo GENESYS 10S
UV-Vis. El intervalo de medicion fue programado cada 1 nm y rango de prueba de
longitud de onda de 200 a 800 nm. La prueba se utilizo para confirmar la presencia
del Cu®y Se°y para identificar 6xidos de cobre. Para el analisis se tomo una alicuota
de la solucion resultante de la reaccién de sintesis de NPs (sin separar las
nanoparticulas), después de 1 h de terminar la sintesis.

8.2 Difraccién de rayos X

Las nanoparticulas de CuSe fueron analizadas por difraccion de rayos X
(DRX) en polvo. Las muestras analizadas fueron las separadas del medio de
reaccion después de una hora, dos dias y diez dias. La finalidad de este estudio fue
identificar las NPs CuSe y conocer la posible oxidacion de las NPs Cu después de
permanecer en solucion acuosa en condiciones ambientales. El analisis de rayos X
se llevé a cabo en un difractometro eco D8 Advanced de la marca Bruker. El equipo
utilizé una radiacion de CuKa (A=0.154 nm) de 25 mA y 35 kV. La técnica de DRX
también se utilizé para determinar el tamafio de cristal promedio.

8.3 Andlisis termogravimétrico (TGA)

Para esta caracterizacion se utilizaron las NPs obtenidas después de 2y 10
dias a partir del término de la reaccion. El analisis se realizé en un equipo TGA 5500
Discovery series de la marca TA Instruments. La prueba se corrié en una atmaosfera
inerte de nitrégeno desde 25 °C hasta los 600 °C, empleando una rampa de
calentamiento de 10 °C/min. Después de alcanzar los 600 °C se utilizé una
atmaosfera de oxigeno para lograr una completa descomposicion de la goma arabiga
y del selenio. Esta técnica se realizé para determinar la descomposicion térmica del
recubrimiento de las NPs, contenido de volatiles y residuos inorganicos.
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8.4 Espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR)

Se llevo a cabo en un espectrémetro Magna Nicolet 550 de la marca GMI. El
espectro de las nanoparticulas se obtuvo preparando la muestra en una pastilla de
KBr. El objetivo de la técnica de caracterizacion fue identificar la presencia de
grupos funcionales en la goma arabiga y su interaccion con las NPs de CuSe. Esta
técnica también se aplicé a la resina comercial.

La resina comercial fue previamente separada por centrifugacion a 30 °C y
8500 rpm por 2 horas. Después el material resultante se disolvié y se prepar6 en
una celda de KBr para introducirlo en el equipo.

8.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para este analisis se utiliz6 una muestra de sustrato de acero inoxidable con
medidas de 1Immx1mm, recubierta con una formulacién que contiene resina acrilica
comercial y 3% en peso de las NPs de CuSe. La muestra se recubrié con oro y
paladio antes de su analisis. La técnica fue realizada en un microscopio electrénico
de barrido modelo JSM-7001F de la marca Jeol operado a 8kV.

8.6 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Para la técnica TEM se utilizd un microscopio electrénico de transmision de
alta resolucién de la marca FEI Titan modelo 80-300 kV operando a 300 kV. El
objetivo de este estudio fue observar el tamafio y distribucién de las NPs de cobre
y selenio, asi como su morfologia.

Para los andlisis de esta técnica se prepararon 3 muestras, etiguetadas como
L1, L2y L3.

La muestra L1 se obtuvo de la solucion de NPs de CuSe/GA después de 1
dia de terminar la sintesis. Una muestra liquida se dispersé en metanol para
favorecer la precipitacion de las particulas, el solido obtenido se dispersé en agua
destilada inmediatamente, empleando un equipo de ultrasonido a 750W, operado
durante 10 minutos a 35kHz y 60% de potencia del equipo. Los sdlidos obtenidos
no fueron secados con calentamiento para evitar cambios en la morfologia y tamafio
de particula promedio. Una vez dispersas las particulas, unas gotas de la solucion
se depositaron en una rejilla de niquel y la rejilla se dej6é secar a temperatura de 10-
25 °C para su analisis por TEM.
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La muestra L10 se obtuvo después de 10 dias de haber realizado la sintesis,
las NPs de CuSe permanecieron suspendidas en solucion acuosa y la temperatura
del lugar donde se almacenaron oscilo de 10-22 °C. Para preparar la muestra las
nanoparticulas se separaron por centrifugacion, después de secar la muestra a
60 °C y dispersarla mediante ultrasonido a las mismas condiciones de operacion
sefaladas anteriormente, se depositd parte de la solucion en una rejilla de niquel
para su analisis por TEM.

8.7 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protéon (RMN H).

Para realizar esta caracterizacion, una muestra de resina fue separada por
centrifugar a una temperatura de 30 °C y 8500 rpm por 2 horas, posteriormente los
sélidos se secaron a temperatura de 60°C en una estufa de vacio Para el espectro
de proton la muestra se disolvié en CDCI3. La técnica se realizdé en un equipo de
resonancia magnética nuclear modelo Ascend 400 de la marca Bruker.

8.8 Pruebas antimicrobianas

Para las pruebas antimicrobianas se utilizaron colonias de: Staphylococcus
aureus (bacteria Gram positiva), Escherichia coli (bacteria Gram negativa) y
Céandida albicans (hongo). Las suspensiones de microorganismos fueron
preparadas con un 0.5 (unidades adimensionales) segun el estdndar de McFarland
[86].

En la preparacion de los agares, se utilizd un agar nutritivo de la marca BD
Bioxon. El medio de cultivo deshidratado se prepar6 de acuerdo a las indicaciones
del producto. Posteriormente, el medio de cultivo se esterilizd en un autoclave a una
temperatura de 121 °Cy 15 psi de presiéon durante 15 min.

Para el andlisis del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de cobre-
selenio en solucion acuosa, se realiz6 el método de Kirby Bauer de halo de
inhibicion, en el cual, una vez esterilizado el medio de cultivo se vertié sobre las
cajas de Petri. Después de su gelificacion, los medios de cultivo o agares en las
cajas Petri se inocularon usando el método de estriado (movimientos en zigzag) con
un hisopo estéril, cubriendo toda la superficie. Se inocularon 6 agares para cada
tipo de microorganismo (Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida
albicans), obteniendo un total de 18 agares inoculados. Se tomd un agar inoculado
de cada tipo de microorganismo como control. Posteriormente, todos los agares
dentro de sus cajas Petri, con excepcion de los controles, fueron perforados con 4
pozos de 6 mm de diametro, en los que se depositaron 20 pL de solucién acuosa
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con nanoparticulas a diferentes concentraciones (0%, 1%, 2%, 3%, 4% y 8% en
peso) en cada pozo, es decir; un agar tendra cuatro pozos, los cuales se incubaran
con la misma bacteria y cada pozo tendra 20uL de solucién acuosa a una sola
concentracion. Las cajas se etiquetaron y se llevaron a incubar.

Para verificar el efecto antimicrobiano de las NPs de CuSe en la formulacion
(embebidas en el recubrimiento), se realiz6 una prueba en la que se observé el
crecimiento de los microorganismos en contacto con los recubrimientos
nanoestructurados que fue nombrada como “Método 1 para caracterizar el efecto
antimicrobiano de los recubrimientos nanoestructurados”. Para este andlisis,
solamente se utilizaron: Escherichia coli y Candida albicans. Una vez que el medio
de cultivo se retiré del autoclave se aplicé directamente sobre los sustratos
nanoestructurados de diferente concentracion (0%, 0.5%, 1%, 1.5%, 2% y 3% en
peso) obteniendo un total de 12 muestras, dos para cada concentracion,
posteriormente, en la superficie del agar de cada una de las muestras se le realizd
una perforacién en el centro y se le depositaron 10 pL de Escherichia coli para las
primeras 6 y 10 yL de Candida albicans para las ultimas 6. Estos sustratos se
llevaron a incubar por 24 h.

Para poder confirmar dichos resultados se realizé una modificacion del
meétodo 1 combinado con el método Kirby-Bauer al que se le llamo “Método 2 para
caracterizar el efecto antimicrobiano de los recubrimientos nanoestructurados”. La
modificacién consistio en retirar los recubrimientos nanoestructurados de los
sustratos de acero inoxidable (obteniendo una pelicula delgada) y poniéndolos en
contacto con el medio de cultivo inoculado con Escherichia coli y Candida albicans,
los agares se prepararon y se inocularon de la misma forma que en el método de
Kirby-Bauer, después se colocé la pelicula delgada sobre el agar inoculado, las
concentraciones se manejaron como el segundo caso, obteniendo un total de 12
muestras y se llevaron a incubar por 24 h.

Para estas técnicas se utilizaron los polvos de las NPs de CuSe separados a
los 10 dias de terminar la sintesis.
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8.9 Potencial Z

En esta seccion se evaluo la estabilidad de formulaciones que contienen
resina acrilica base agua y una solucién acuosa de NPs de CuSe (obtenida de la
sintesis). Para comprobar la estabilidad de las soluciones se prepararon seis
muestras diferentes. Estas muestras se describen a continuacion.

Para las primeras tres formulaciones, la solucion acuosa de NPs se tomo
directamente del reactor después de una hora de terminar la reaccion. Las
relaciones de v/iv se fijaron en 6:1, 3:1 y 1:1, nombradas como 1, 2 y 3,
respectivamente. Las muestras 1, 2 y 3 se describen en la Tabla 4.

Tabla 4: Formulaciones con NPs separadas después de una hora después del término de la sintesis.

MUESTRA RELACION VIV TIEMPO EN EL REACTOR
(RESINA/NPS) (H)

1 61 1

2 31 1

3 11 1

Para las muestras 4 y 5, la solucion acuosa de NPs se tomé directamente del
reactor después de 10 dias de terminar la reaccién. Las relaciones v/v se fijaron en
1:1y 7:3. Las muestras 4 y 5 se describen en la Tabla 5.

Tabla 5: Formulaciones con NPs separadas después de 10 horas del término de la sintesis.

MUESTRA RELACION VIV TIEMPO EN EL REACTOR
(RESINA/NPS) (H)

4 11 10

5 ' 7:3 10

La muestra 4 se preparé6 mezclando resina con agua a una relacién de
volumen de 1:1 y se utilizé para observar la estabilidad del sistema sin
nanoparticulas, esta muestra fue etiquetada 1:1.

50



9. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion del presente trabajo de investigacion se presentaran y
discutiran los resultados obtenidos en la sintesis y caracterizacion de NPs CuSe,
recubrimientos con NPs CuSe y estudios de actividad antimicrobiana de NPs CuSe
y los recubrimientos con NPs. Para complementar el trabajo, primeramente, se
presentan los resultados de la caracterizacion de la resina acrilica comercial
RHOPLEX AC-261.

9.1 Caracterizacion de la resina acrilica

La resina acrilica comercial RHOPLEX AC-261, fue caracterizada mediante
FTIR y RMN H con la finalidad de obtener informaciéon sobre la estructura del
polimero poliacrilato empleado en la formulacion. La ficha técnica de la resina
RHOPLEX AC-261 describe que es un material en emulsion compuesto de acrilatos
y tiene un contenido de sdlidos de 50%. Previamente la resina fue separada de la
emulsién y secada para realizar los analisis correspondientes.

9.1.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

En la Figura 5 se muestra el espectro FTIR de la resina comercial AC-261
RHOPLEX. En el espectro se presentan dos bandas localizadas en 2958 cmty
2882 cm, las cuales pueden atribuirse a la vibracién de estiramiento del enlace C-
H de los grupos CH2 y CHzs, mientras que la banda localizada en 1448 cm se puede
atribuir a la vibracion de flexion de los mismos grupos. La banda de absorcién
localizada en 1730 cm™ pertenece a los estiramientos del grupo C=0,
caracteristicos de los acrilatos. La sefial localizada en 1152 cm™! se puede atribuir a
los estiramientos y vibraciones del grupo O-CHzs presentes en el polimetilmetacrilato.
De acuerdo con la literatura, la banda localizada en 961 cm™ se puede atribuir a la
oscilacion del grupo -COO en el polibutil acrilato o PBA [87,88,89]. La banda en
3446 cm sugiere la presencia de grupos hidroxilo (OH-), debido a la presencia de
residuos de alcohol o humedad en la muestra [90,91].
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Figura 5: Espectro FTIR de la resina comercial RHOPLEX AC-261.

9.1.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protéon (RMN H).

La resina RHOPLEX AC-261 también fue caracterizada por RMN 1H, el
espectro se ilustra en la Figura 6. La muestra para esta técnica se preparé de
manera similar a la utilizada en la técnica de FTIR, solo que esta se disolvio en
CDCls. Las seriales localizadas a campo bajo son tipicas de protones unidos a
atomos de oxigeno, su desplazamiento quimico en 4.1 y 3.6 ppm y los datos
reportados en la literatura sugieren que las sefales pertenecen a grupos O-CHz y
OCHs, respectivamente [86,87]. El grupo O-CH: pertenece al segmento del PBA 'y
fue etiqguetado como H-1, mientras que el grupo OCH3s pertenece al segmento del
PMMA etiquetado como H-2. De acuerdo a diversos autores la multiplicidad esta
sefal etiquetada como H-2 depende de relacion de alimentacién de los monémeros,
el tiempo de reaccion, el porcentaje de conversién y la configuracién estereoquimica
del copolimero. En la Figura 6 se ilustra la estructura quimica del copolimero PMMA-
PBA. La sefial ancha de tres picos localizada entre 0.8 y 1.2 ppm es tipica de grupos
metilo unidos a una cadena alifatica del segmento PBA y del grupo metilo a-CHs
unido a la cadena principal del PMMA estos protones fueron etiquetados como H-5
y H-4 (ver Figura 6). Sin embargo, esta sefial también puede ser atribuida a la
estereoregularidad del PMMA. Segun la literatura las sefales en 1.19, 1.00 y 0.83
ppm se asignan al PMMA isotéactico, heterotactico y sindiotactico respectivamente
[92,93]. Otra sefal que apoya la presencia de PBA es la localizada en 1.57 ppm y
corresponde al grupo CH de la cadena principal H-3. Las sefiales correspondientes
al grupo CH2 de la cadena principal de ambos polimeros se reporta entre 1.5y 2.1
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ppm, mientras que los protones de los grupos 3-CH2 y y-CH:2 se localizan entre 1.2-
1.8 ppm. Desafortunadamente, no existe una buena definicion de las sefales de los
grupos CH2 y no es posible hacer la asignacion completa, a pesar de ello los
desplazamientos quimicos de las otras sefiales y la evidencia obtenida por FTIR
puede confirmar la presencia del copolimero PMMA-PBA [88,94,95,96]. La relacion
de los grupos funcionales MMA y BA se pudo determinar midiendo la intensidad de
las sefales de los protones H-1y H-2 del espectro y utilizando la siguiente ecuacion
[97].

2A1

Fm = T 3m

Donde A1y A2 corresponden a las intensidades de las sefiales de resonancia
de proton del O-CHs del MMA y del O-CHz del BA, respectivamente. Los porcentajes
obtenidos fueron de 58.51% PMMA y 41.49% PBA.

B-CH2 y y-CH2
.’—/Ill\—‘

| |
CH2 cadena principal
|

» —

[ i

4 ] 2 1 (op=)

Figura 6: Espectro RMN H de la resina RHOPLEX AC-261 y estructura
propuesta para el compuesto analizado referencia [98].
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9.2 Caracterizacion de las nanoparticulas

9.2.1 UV-Absorbancia

Se realizo el analisis de espectroscopia de absorcion de UV-Vis de las
nanoparticulas de CuSe. En la Figura 7 se presenta el espectro de absorcion de
UV-Vis de estas nanoparticulas. Para la caracterizacion, se utilizé una alicuota de
la solucién acuosa de NPs de CuSe/GA después de 1 h de terminada la reaccion.

— CuSe
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S—
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Figura 7: Espectro UV-Vis de las nanoparticulas
CuSe-GA suspendidas en agua.

El espectro de la Figura 7, presenta un plasmoén superficial en los 290 nm.
Este valor es muy similar al encontrado en la literatura para las NPs Se [99,100,101].
Por otra parte, el Cu:O se puede encontrar entre 200 y 300 nm
[28,48,97,102,103,104,105]. La banda en 290 nm puede ser atribuida a compuestos
del tipo CuSe, dependiendo de la composicién estos compuestos reportan bandas
entre 220 nm y 550 nm. El analisis de UV-Vis descartar la existencia de los
compuestos NPs Se y Cu,0 [98,106,107,108].
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9.2.2 Difraccién de rayos X

En la Figura 8 se presenta el difractograma de la muestra M1, el cual muestra
cuatro sefales principales. Los valores de 20 de 27.68° y 46.12° podrian ser
indexadas a los planos (111) y (220), correspondientes a la estructura cristalina
cubica del Cu1.sSe, de acuerdo con la ficha PDF#88-2046. Por otro lado, los valores
de 20 de 44.12° y 52.13° podrian ser indexados a los planos (220) y (311),
correspondientes a la estructura cristalina cubica del CuzSe, segun la ficha PDF#88-
2044. Los resultados evidencian la presencia de ambas fases, este comportamiento
ha sido previamente observado en otros estudios con NPs de CuSe y ha sido
atribuido a multiples factores como la temperatura de exposicion y las condiciones
de reaccion [109,110,111,112,113,114].

Cu,Se (PDF#88-2044)
Cu, ,Se (PDF#88-2046)
B CuSe Muestra M1

(220)

(220)
@11)

(111)

Intensidad

20 30 40 50 60 70 80
2-Theta

Figura 8: Difractograma de rayos X de las nanoparticulas de CuSe de la muestra M1,
a) Patron del estandar del Cui.sSe cubico (PDF#88-2046) y b) Patron del estandar del
CuzSe cubico (PDF#88-2044)
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En la Figura 9 se muestra el patron de difraccion de la muestra M2. En el
difractograma se observan 5 reflexiones principales en los valores 20: 27.63°,
45.99°, 54.6°, 67.17° y 74.12°. Las reflexiones de la muestra M2 podrian ser
indexadas a los planos (111), (220), (311), (400) y (331) de la estructura cristalina
cubica Cui1sSe de acuerdo con la ficha cristalografica PDF#88-2046,
respectivamente. Considerando que la muestra M2 fue obtenida dos dias después
del término de la sintesis, la desaparicion de las sefiales del Cu2Se en fase cubica
podria estar atribuida a una transicion de la estructura cristalina del CuzSe al Cu1.sSe
debido al tiempo de suspension de las nanoparticulas en el reactor [106,115].
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Figura 9: Difractograma de rayos X de las nanoparticulas de CuSe de la muestra M2,
a) Patrén del estdndar de Cui.sSe ctubico (PDF#88-2046).

En la Figura 10 se presenta el difractograma de la muestra M3. En esta
muestra se observan 5 reflexiones, en los angulos 27.79°, 45.96°, 54.67°y 67.1° y
74.15°. Las reflexiones de la muestra M3 podrian ser indexadas a los planos (111),
(220), (311), (400) y (331) de la estructura cristalina cubica Cu1.sSe de acuerdo con
la ficha cristalografica PDF#88-2046, respectivamente. No se observan cambios
significativos entre las muestras M2 y M3, lo que indica que las NPs de CuSe en
este sistema no cambian de fase después de los 2 dias y hasta 10 dias de
almacenamiento [113].
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Por otro lado, las muestras M2 y M3 no presentan sefales de 6xidos de cobre
a pesar de permanecer en solucion acuosa por mas de dos dias. Este
comportamiento se atribuyo debido a que la goma arabiga actia como un agente
protector de la superficie de algunas NPs [110,111].

—CumSe (PDF#88-2046)
—— CuSe Muestra M3
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Figura 10: Difractograma de rayos X de las nanoparticulas de CuSe de la muestra
M3, a) Patrén del estdndar de Cui.sSe cubico (PDF#88-2046).

La obtencién de compuestos del tipo (CuzxSe) es posible con el método de
sintesis estudiado. Una posible reaccion se ilustra en la ecuacion 1.

Se + 2xCu* — CuxSe + xCu?* ... (1)

Otra reaccidn que se presenta es la reaccion de desproporcion que se ilustra en la
ecuacién 2. La siguiente reaccion indica que es posible el cambio de fase después
de finalizar la sintesis de las nanoparticulas.

(2-x) CuSe—Cu2xSe + (1-x) Se ... (2)
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El tamafio promedio del cristal fue calculado para las tres sefiales mas
intensas del difractograma de la muestra M3 mediante la utilizacién de la ecuacion
de Scherrer [43].

K\

D.., =Xt
Xrd ™ pcosO

Donde Dxrd es el tamafio promedio del cristal (nm), A es la longitud de onda
de la radiacion (de cobre con un valor de 1.54056 A), K es la constante de Scherrer
con un valor de 0.89, 6 es el angulo de difraccion o de Bragg y B es el
ensanchamiento del pico de difraccidbn en radianes, este se determind por la
medicion del ancho a media altura FWHM, del maximo de reflexion principal del
plano para cada fase. El tamafio promedio de cristal obtenido para esta muestra fue
de 5.5 nm.

9.2.3 Espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier

Las nanoparticulas de cobre y selenio (NPs CuSe) sintetizadas mediante
reduccion quimica y goma ardbiga (GA) fueron caracterizadas por FTIR, sus
espectros se ilustran en la Figura 11. La muestra fue tomada de los polvos de NPs
CuSe/GA separados a los 10 dias después de terminar la sintesis.

En el espectro de la goma arabiga se localizan sefales caracteristicas entre
1073.7 y 1420.2 cm™ que se asignan al estiramiento del enlace C-O y a la flexion
del grupo -OH del grupo carboxilo (COOH). La banda en 1609.6 y 1637 cm™
corresponden al estiramiento simétrico y asimétrico del grupo COOy al estiramiento
del enlace C=0, respectivamente. La sefial en 2931.4 cm se atribuye a la vibracion
del enlace C-H (grupos alifaticos). La banda de absorcion que se muestra en 2360
cm? se debe usualmente a las vibraciones del CO2. La banda de absorcion
localizada en 3417.1 cm™ indica la presencia de un estiramiento de enlace tipo O-
H. La goma arabiga esta compuesta de glicoproteinas de alto peso molecular y
polisacaridos de peso molecular bajo por lo cual sus sefiales se reportan en
multiples articulos [116,117].

Las sefales de la goma arabiga (1420, 1609 y 3417.1 cm™) atribuidas a la
flexion del OH del grupo COOH y al estiramiento del grupo COO- se redujeron
significativamente. la sefial del grupo COO- se desplazé de 1609 a 1618 cm. Algo
similar ocurrié en la banda de 3417.1 cm* atribuida al estiramiento del grupo OH, la
cual se presenta como un aplanamiento de la zona. Esto proporciona detalles de la
interaccion de los grupos hidroxilo de la goma arabiga en la superficie de las
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nanoparticulas de cobre y selenio, union que podria estar evitando el movimiento
de estos grupos [116,117,118]. Por otra parte, la presencia de la banda en 607 cm-
1, es atribuida a la vibracion de flexion del CuSe. La propiedad de resistencia a la
oxidacion, que presentaron las nanoparticulas de cobre, puede ser asociada a la
proteccion que brinda la GA, que al recubrir la superficie del cobre se evita la entrada
de oxigeno y humedad [119].
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Figura 11: Comparacion de los espectros
FTIR de la GA y NPs recubiertas de GA

9.2.4 Andlisis termogravimétrico

En las Figuras 12 y 13 se presentan las curvas termogravimétricas (TG) y
DTG (primera derivada de la curva TG) de la goma arabiga y de las nanopatrticulas
de CuSe recubiertas con goma arabiga. La muestra CuSe/GA caracterizada con en
esta técnica fue obtenida de los polvos separados por centrifugacion a los 10 dias
del término de la sintesis.

En la Figura 12 se observa una pérdida de masa inicial de 9.63 % en peso,
atribuida a la evaporacion de agua presente en la superficie de la muestra [120,121].
Resultados similares fueron reportados por Zohuriaan et. al. [122] y Jamaludin et.
al. [123]. También, se observa una segunda y tercera pérdida de masa del 58.21 %
y 28.61 % en peso, respectivamente. Estas pérdidas podrian estar asociadas con
la desnaturalizacion de los polisacaridos de la goma, debido a la descomposicion
de los grupos carboxilatos y los acidos carboxilicos, asi como a la descomposicién
de las cadenas de hidrocarburos [117]. Por ultimo, el porcentaje residual después
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de los 650°C es de 3.55%. Este valor residual es similar al de estudios realizados
por Aamir et. al. [124] y Farooq et. al. [125] que presentan comparaciones térmicas
entre diferentes estructuras de la goma arabiga y obtienen un resultado de 4% de
residuos para GA no modificada.

De la curva DTG (Figura 12) se obtuvieron las temperaturas maximas de
degradacion (Tmax) de la goma arabiga. La primera temperatura maxima ubicada en
38 °C corresponde a parte de la remocion de volatiles presente en la GA [126]. La
segunda y tercera sefial fueron a 307 y 600°C corresponden a la descomposicion
de la GA, como se ha reportado en la literatura [117]. Las temperaturas maximas de
degradacion en 307 y 600 °C estan atribuidos a la generacion de CO: proveniente
de los grupos carboxilicos y una sefial exotérmica angosta se puede atribuir a la
generacion de CO, H20 y CH4, debida a la descomposicion, deshidratacion o
despolimerizacion a alta temperatura del polisacarido [16].

(2./%) @

Peso (%)

. T v v
100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C)

Figura 12: Termograma de TGA de la GA.

En la Figura 13 se presentan las curvas TG y DTG de las nanoparticulas de
CuSe recubiertas con GA. El termograma de TGA muestra una descomposicion por
etapas el cual fue muy diferente al presentado por la GA (Figura 12). En la Figura
13 se observan seis perdidas de peso, las cuales estan atribuidas a la perdida de
agua en el sistema, a la descomposicion del compuesto (CuSe/GA), a la
volatilizacion del selenio y a las transformaciones de fase de las mudltiples
estructuras cristalinas del CuSe [126]. J Liew et. al. reporté que la mayor perdida
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por descomposicion de Se por volatilizacion se encuentra en el rango de
temperaturas de 270°C a 380°C, mientras que las transformaciones de fase se
pueden encontrar desde 34 °C a 450°C, debido a su estabilidad térmica. Estudios
realizados por S. Stolen et. al. muestran como estructuras hexagonales son estables
por debajo de los 34°C, mientras que por arriba de esa temperatura se empiezan a
presentar estructuras ortorrombicas, posteriormente, después de los 117°C se
vuelve a obtener estructuras hexagonales. De acuerdo con la literatura, para
compuestos CuSe sin recubrimiento, la temperatura final de descomposicién del
CuSe se reporta hasta 447.08 °C [127]. Sin embargo, la aplicacion de diferentes
ligantes en la superficie de las particulas puede cambiar la temperatura de
descomposicion.

Después de 600°C el andlisis termogravimétrico se realizé en atmosfera de
oxigeno. Los compuestos del tipo CuSe se oxidan facilmente en estas condiciones
y debido a la sublimacién del SeOq, es altamente probable que no exista selenio en
el residuo final [109,128].
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Figura 13: Termograma TGA de NPs de
CuSe con GA.
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9.2.5 Andlisis de composicion por microscopia electronica de barrido

La superficie de sustratos de acero inoxidable, tratados con recubrimientos
nanoestructurado que contienen 3% en peso de NPs CuSe, fueron analizados por
SEM. En la Figura 14a se presentan las zonas de la micrografia de SEM donde se
realizé el analisis elemental. En esta Figura, las zonas 1, 2 y 3 fueron las que
presentaron una mayor cantidad de particulas en comparacion con las zonas 4y 5.

Selected Area 3

o

COMPO 80KV X30,000 100nm WD 80mm
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Figura 14: Micrografias SEM-EDX del sustrato recubierto con
solucion antimicrobiana a) Zonas analizadas, b) Micrografia a
30000 aumentos y c) Micrografia a 50000 aumentos.

De acuerdo con el andlisis, en todas las zonas se observo la presencia de
cobre y selenio. En las figuras 14b y 14c se observaron NPs con dos tipos de
morfologias: cuerdas y esferas. Las NPs con morfologias de esfera tienen un
diametro promedio en el rango de 32.1 nm y 49.8 nm. Mientras que las NPs con
morfologias de cuerda presentan longitudes de alrededor de 101.6 nm. Estas
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imagenes demuestran que las NPs de CuSe se encuentran bien dispersas en la
resina. En la Figura 15 se presenta el espectro obtenido del analisis elemental,
donde las sefiales que no se encuentran etiquetadas corresponden a los elementos
oro y paladio usados en la preparacion de la muestra. En la Tabla 6 se presenta la
concentracion en porcentaje en peso de los elementos carbono, oxigeno, selenio y
cobre. La concentracion promedio de las cinco zonas demostré que la cantidad de
selenio en el recubrimiento fue mayor con respecto a la cantidad de cobre. Los
elementos carbono y oxigeno provienen de la estructura quimica y grupos
funcionales de la resina y de la GA.
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Figura 15: Andlisis SEM-EDX del
recubrimiento nanoestructurado CuSe

Por otro lado, se realizé un mapeo elemental para observar la presencia de
nanoparticulas de cobre y selenio en el recubrimiento. En la Figura 16a, se observan
puntos de color amarillo, los cuales representan a las particulas de selenio, mientras
que los puntos azules corresponden al cobre (Figura 16b).

Tabla 6: Composicion elemental de recubrimientos
nanoestructurados CuSe.

Elemento Peso %
Carbono | 77.4
Oxigeno | 20.62
Selenio 1.14
Cobre 0.84
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En la zona derecha de las imagenes (marcada en color azul), no se observo
la presencia de estos puntos debido a que el sustrato presenta un orificio en esta
zona. Ambos analisis fueron realizados en la misma zona del sustrato, los
resultados presentados concuerdan con los datos de la Tabla 6, donde se observa
que el porcentaje de cobre presente en el sustrato es menor al porcentaje de selenio.

Figura 16: Mapeo elemental de selenio
(a) y cobre (b)

9.2.6 Analisis morfologico por microscopia electronica de transmision

La finalidad de este analisis fue obtener informacion del efecto de la
temperatura y tiempo de envejecimiento en la morfologia y tamafio de las
nanoparticulas. EI cambio de morfologia de esférico a agujas es un comportamiento
previamente observado en nanoparticulas de selenio recubiertas con surfactantes
no ionicos [129].

En la Figura 17 se pueden observar las micrografias de la muestra L1. En
estas micrografias se puede encontrar la coexistencia de dos morfologias,
principalmente se pueden observar particulas esféricas de tamafio promedio de 7
nmy en menor cantidad se encuentran particulas alargadas cuya longitud promedio
va de 8 a 50 nm. En la Figura 17b se puede observar la presencia de particulas
alargadas con un largo de 50 nm y un ancho de 5 nm. La formacién de las particulas
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alargadas podria estar atribuido a la aglomeracion de NPs semiesféricas. De
acuerdo con la literatura, el cambio en la morfologia de esfera a cuerdas es un
comportamiento previamente observado en nanoparticulas de selenio recubiertas
con surfactantes no iénicos [129]. Tanto en la Figura 17a como en la Figura 17b se
observan NPs con tamafios de 6 a 13 nm.

50 nm

Figura 17: Micrografias TEM de las NPs de Cu y
Se muestra L1.

En la Figura 18 se muestran las imagenes de TEM de los aglomerados
observados en la muestra L10. Esta muestra cuenta con ambas morfologias, ya
observadas en las muestras L1 y L2. Las particulas semiesféricas presentan un
tamafio similar a las muestras anteriores. El tamafio de las particulas alargadas es
de hasta un 20% mayor en comparacion a la muestra L1. Los aglomerados
encontrados en esta muestra cuentan con morfologias irregulares y alargadas. Las
irregulares cuentan con tamafios promedio de aproximadamente 800 nm. En el caso
de las particulas alargadas, su tamafio se encuentra en el rango de los 500 nm y
las 2.5 micras.

Los aglomerados de la Figura 18 (a y b) se deben a que las nanoparticulas
de CuSe permanecieron en el reactor una mayor cantidad de tiempo lo que
favorecio el crecimiento y cambio de fase del compuesto, asi mismo, las estructuras
alargadas presentaron un aumento de tamafio, por lo que se recomienda que las
nanoparticulas de CuSe se separen y usen inmediatamente después de la reaccion.
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Figura 18: Micrografias TEM de
las NPs de Cu y Se muestra L10.

En la Figura 19 se presenta el analisis de energia dispersiva (EDS), realizado
mediante TEM. En la imagen se puede observar la presencia de los elementos C,
O, Cu y Se, como en el caso del analisis EDX del SEM. La sefal en 7.5 keV
corresponde al niquel, material en las rejillas que soportan las muestras. Las demas
sefiales que no estan etiquetadas como las sefiales en 2.25 y en 3.75 KeV
corresponden a los elementos azufre y calcio respectivamente, probablemente
corresponden a impurezas atrapadas durante la preparacion o manejo de las
muestras. Para conocer el porcentaje de peso de selenio y cobre se realizaron 5
mediciones en diferentes zonas de la rejilla. El promedio de esas mediciones fue de
4.1% para el cobre y 5.34% para el selenio. La relaciébn Se/Cu obtenida por este
método fue de 1.24, resultado similar al obtenido por la técnica de SEM 1.35 y
también concuerda con los resultados obtenidos en TGA.
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Figura 19: Andlisis EDS-TEM de las
nanoparticulas de CuSe.
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En la Figura 20 se pueden encontrar los histogramas de la distribucion de
tamafo las nanoparticulas de las muestras L1 (Figura 20a) y L10 (Figura 20b). Se
puede observar que en la muestra L1 el 88% de la distribucion del tamafio de sus
nanoparticulas se encuentra entre los 6 y los 13 nm, mientras que, para la muestra
L10 el 95% de las analizadas se encuentra entre los 6 y los 11 nm. Cabe destacar
que el andlisis de distribucion solo fue aplicado a las nanoparticulas con morfologias
esféricas, ya que, las mas alargadas presentes en ambas muestras y las
aglomeradas en la muestra L10 se presentaban en menor cantidad y no
representaban el total de la poblacién presente en las muestras. El tamafio de
particula promedio observado en las muestras del andlisis de microscopia
electronica de transmision presentan similitud a lo obtenido con el modelo de la
ecuacion de Scherrer, sus diferencias podrian deberse al alcance de cada uno de
los experimentos.
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Figura 20: Histogramas de tamafios
de las NPs de CuSe. a) L1y b) L10

9.2.7 Espectrometria de emisién por plasma de acoplamiento inductivo

Para la cuantificacion de la liberacion de iones de Cu y Se en los sustratos
recubiertos que contienen 2.0% de CuSe, se utilizaron 5 muestras preparadas bajo
la misma metodologia (descrita en el apartado 7.5). Las muestras permanecieron
en agua destilada durante diferentes tiempos. Las soluciones obtenidas fueron
analizadas por espectrometria de emision por plasma de acoplamiento inductivo en
un equipo modelo ICP Espectrofotometro 7000 Series ICAP7400 Duo de la marca
THERMO SCIENTIFIC. Los elementos fueron identificados por la longitud de onda
que reflejan. Para el cobre el valor es de 324.7 nm, mientras que para el selenio es
de 204 nm. Los resultados se encuentran en la Tabla 7.
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Tabla 7: Resultados de liberacion de cobre y selenio
obtenidos en determinado tiempo de exposicion.

Muestra Tiempo de exposiciéon (Dias) Cobre (ppm) Selenio (ppm)
H20 0 0 0
1 5 0.088 0.009
2 10 0.125 0.014
3 20 0.414 0.034
4 40 0.737 0.047
5 80 0.519 0.132

Los resultados muestran la cantidad de iones de los elementos que pudieron
difundirse a través de la matriz polimérica hasta el agua a durante los 80 dias de
exposicidn. Se observa un aumento de la concentracion de ambos elementos al
incrementar el tiempo de exposicion al agua. Sin embargo, los iones de cobre
terminan liberandose en mayor cantidad en todos los casos con respecto al selenio,
esto es una tendencia en todo el tiempo del experimento.

El fendmeno de liberaciéon de iones de las nanoparticulas embebidas en una
matriz polimérica se consigue en varias etapas, pero principalmente intervienen 3
en las matrices solubles, las cuales son:

1.- La liberacién por “burst”: esta se produce cuando se liberan los iones que estan
mas préximos a la superficie, esto se podria deber a una liberacion por hinchamiento
del material [130], a la mala interaccién entre la matriz y el principio activo o por la
porosidad de la matriz cuando entra en contacto con un medio ambiente que la
disuelve [131].

2.- La liberacién difusional: es la etapa donde los iones se comienzan a difundir a
través de la matriz del poliacrilato [130,132].

3.- La liberacion erosional: esta ocurre cuando el material se degrada por causas
del medio ambiente lo que libera los iones [130,132].

Para los sistemas con nanoparticulas distribuidas homogéneamente en el
medio solo se consideran las dos Ultimas etapas, mientras que, para las que se
distribuyen heterogéneamente ocurren las tres. Para este caso, se considera que
las nanoparticulas estan distribuidas homogéneamente y también presentes en su
superficie. Esto es evidenciado en los resultados de la Tabla 7, que muestran que
en los primeros 5 dias de exposicion se presenta una liberacion mayor que de 5 a
10 dias de exposicion, pero menor a lo presentado de los 10 a los 20 y de 20 a 40
dias de exposicion. Se observO un comportamiento heterogéneo en el trabajo
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realizado por Daissy Paredes y colaboradores [133], en el cual, analizaron liberacién
de nanoparticulas de plata embebidas en PLGA, PLA y quitosano en bolsas de
didlisis, los cuales presentaron las tres etapas, especialmente en el quitosano se ve
un efecto de liberacion mayor en los primeros dias de exposicion. Hay varias
razones por las que de 40 a 80 dias de exposicidn se presenta una disminucion,
una de ellas es que el sustrato podria estar presentando limitaciones en la segunda
y tercera etapa de liberacion para la 5ta muestra, en donde se podria tener una
erosion o una difusion por la membrana mas tortuosa que en las otras muestras, a
pesar de presentar las mismas condiciones. Otra explicacion podria ser que en un
punto temporal entre los 20 y los 80 dias de exposicion se presente un impedimento
en la liberacion de iones del cobre debido a que estan unidos como compuesto con
el selenio, ademas que, como se ha reportado previamente el uso de biopolimeros
como estabilizantes en las nanoparticulas podria ralentizar la liberacion de estas.
La GA tiene la capacidad de interaccionar con la superficie de las NPs limitando la
difusion de las mismas en la matriz polimérica, esta podria ser la causa de la lenta
velocidad de liberacion encontrada en todo el experimento, en ausencia de dicho
recubrimiento deberiamos presenciar una liberacion brusca en las primeras etapas
del experimento, observada en diversas investigaciones [131,134,135]. Cabe
mencionar que estos resultados de liberacion de iones son en condiciones de
laboratorio y se espera que los resultados sean diferentes en condiciones medio
ambientales.
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9.2.8 Potencial Z

Los resultados obtenidos por esta técnica de caracterizacién se encuentran
plasmados en la Tabla 8. La muestra 1:1 corresponde al blanco, el cual esta
compuesto de 50% v/v de resina y de agua desionizada. Las muestras 1, 2y 3 se
prepararon variando las relaciones volumen de una mezcla de solucion acuosa de
NPs de CuSe/GA a una hora de terminada la sintesis combinada con la resina
comercial, las relaciones se fijaron en 6:1, 3:1 y 1:1, respectivamente, siendo el
primer numero el de la resina comercial y el segundo de la solucion con NPs. Las
muestras 30/70 y 50/50 corresponden a mezclas de la resina comercial con la
solucion acuosa de NPs de CuSe/GA diez dias después de terminar la sintesis, el
primer nimero indica el porcentaje en volumen de la de solucién acuosa de NPs de
CuSe/GAYy el segundo el porcentaje de volumen de la resina comercial.

Para las 5 soluciones se obtienen valores bajos, cercanos al 0 y todos
negativos. Para poderle atribuir la propiedad de estabilidad a la solucion, esta
deberia presentar un valor mayor a |30 mV| [136,137], entre m&s se acerque a 0 el
valor, las cargas de las particulas se desestabilizaran y la posibilidad de agregacion
de las particulas suspendidas aumenta [138]. Se puede observar una tendencia
clara en las muestras 1, 2 y 3, lo cual aporta indicios de la interaccién del agua en
la formulacion. En este caso se obtuvo que, al aumentar el porcentaje de la solucién
de las nanoparticulas presente en la formulacion, el coloide va perdiendo estabilidad,
lo cual indica que se presentaran aglomerados con mayor facilidad. Esto se puede
deber a que al aumentar la cantidad de nanoparticulas en la formulacion estas
tendran la posibilidad de interactuar una con la otra debido a fuerzas de atraccion y
al agregar agua se reducira la viscosidad, reduciendo en consecuencia las fuerzas
de repulsién. Para los valores de las muestras 30/70 y 50/50 no se presenta un
cambio significativo entre un valor y el otro, y solo se observa una pequefa
tendencia parecida a las 3 muestras anteriores. En si el valor obtenido en el blanco
es un valor bajo por lo que se puede establecer que el agua no es el mejor medio
para dispersar ni las nanoparticulas ni para mezclarlo con la resina acrilica, sin
embargo, se necesitan mas estudios para poder hacer esta afirmacion ya que el
potencial Z es dependiente de la viscosidad, diametro de particula, tiempo de
almacenamiento, temperatura, pH y la velocidad de desplazamiento electroforético
de las particulas, entre otros [136,137]. Aunque la muestra tenga tendencia a
aglomerarse (lo cual fue observado al preparar las soluciones mayores de 1.0%
peso de nanoparticulas) la goma arabiga le aporta estabilidad a las nanoparticulas
cuando se encuentran en solucion acuosa.
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Tabla 8: Resultados de potencial Z de las
formulaciones de resina y solucion con NPs de cobre y
selenio.

Muestra Potencial Z (mV)
1:1 -6.1

-9.9

-5.7

-3.7

-5.2

-2.6

a R wN PR

9.3 Pruebas antimicrobianas

9.3.1 Método de Kirby-Bauer

Las Figuras 21, 22 y 23 presentan los resultados de la actividad
antimicrobiana de las NPs de CuSe, realizada por el método de Kirby-Bauer para
difusién de disco, contra las colonias de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Candida albicans. En todas las Figuras se pueden observar aumentos en el tamafio
del halo de inhibicibn con el incremento de la concentracién de la solucion de
nanoparticulas aplicada, desde el indice “a” (control) hasta el indice “f’
(concentracion mas alta). En la Tabla 9 se plasmaron los resultados de la medicion
del diametro en mm del halo de inhibicién segun el método de Kirby-Bauer con su
respectiva desviacion. Se estudiaron cinco soluciones a diferente concentracién de
NPs de CuSe (0, 1, 2, 3, 4 y 8% en peso). Los experimentos fueron nombrados con
las iniciales de la bacteria utilizada S.A para Staphylococcus aureus, E.C. para
Escherichia coliy C para Candida Albicans y con la concentracion de nanoparticulas
utilizadas en la prueba, CL se utilizé para nombrar al control de la muestra.
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Figura 21: Pruebas de halo de inhibicion de NPs de CuSe en
presencia de Staphylococcus Aureus: a) Prueba control, b)
1.0% de NPs CuSe, c) 2.0% de NPs CuSe, d) 3.0% de NPs CuSe,
e) 4.0% de NPs CuSe y f) 8% de NPs CuSe en peso.
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Figura 22: Pruebas de halo de inhibicion de NPs de CuSe en
presencia de Cdndida Albicans: a) Prueba control, b) 1.0% en
de NPs CuSe, c) 2.0% de NPs CuSe, d) 3.0% de NPs CuSe, e)
4.0% de NPs CuSe y f) 8.0% de NPs CuSe en peso.
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Figura 23: Pruebas de halo de inhibicion de NPs de CuSe en
presencia de Escherichia Coli: a) Prueba control, b) 1.0% de
NPs CuSe, c) 2.0% de NPs CuSe, d) 3.0% de NPs CuSe, e) 4.0%
de NPs CuSe y f) 8.0% de NPs CuSe en peso.
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Tabla. 9 didmetros de inhibicion y sus desviaciones
estdndar de las muestras expuestas a las NPs de CuSe.

Muestra | Concentracién | Microorganismo Didmetro de inhibicion
(%P) promedio y D.S. (mm)

CLSA. |0 Staphylococcus aureus 0

1% S.A. |1 Staphylococcus aureus 151411

2% S.A. | 2 Staphylococcus aureus 21.0+ 2.8

3% S.A. |3 Staphylococcus aureus 23.8+ 3.2

4% S.A. | 4 Staphylococcus aureus 240+ 2.1

8% S.A. | 8 Staphylococcus aureus 29.2+1.7

CL C. 0 Céandida albicans 0

1% C. 1 Céandida albicans 81+1.7

2% C. 2 Céandida albicans 151+1.0

3% C. 3 Céandida albicans 172+ 1.0

4% C. 4 Céandida albicans 183 +21

8% C. 8 Candida albicans 212+11
CLEC. |0 Escherichia coli 0

1% EC. |1 Escherichia coli 8.1+0.7

2% E.C. |2 Escherichia coli 11.9+ 2.2

3% E.C. |3 Escherichia coli 13.7+ 2.0

4% E.C. | 4 Escherichia coli 155+1.2

8% E.C. 8 Escherichia coli 17.1+ 0.3

Como se ilustra en las Figuras 21, 22 y 23, se observa la presencia de un
halo de inhibicion para todas las concentraciones de las soluciones con
nanoparticulas de CuSe. La inhibicion presente en el medio se atribuye a la
liberacién de los iones de cobre y selenio en el medio. En todos los experimentos
se puede observar un incremento del diAmetro del halo al aumentar la concentracion
de la soluciéon de nanoparticulas. Adicionalmente a esto, se puede observar un
amarillamiento rodeando la zona del pozo y que va aumentando de tamafio de igual
manera que se incrementa la concentracion de NPs. Aunque hay evidencia, en la
literatura, de un efecto sinérgico al combinar dos o mas tipos diferentes de
nanoparticulas, en este caso, la mezcla de nanoparticulas de CuSe no presenta un
mejor resultado en comparacion con las NPs de cobre, esto podria ser causado por
dos motivos: la GA gue recubre las nanoparticulas podria estar mitigando el efecto
antibacteriano, evitando la liberacion de iones y la molécula de CuSe podria no tener
suficiente efecto antibacterial, algo de lo que no hay evidencia en la literatura.
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9.3.2 Método 1 para caracterizar el efecto antimicrobiano de los recubrimientos
nanoestructurados

En el analisis antimicrobiano de los recubrimientos aplicados en los sustratos
se planteé un método que expusiera a los recubrimientos directamente a las
colonias de los microorganismos por 24 horas y asi poder documentar su efecto.
También se planteé una modificacion del mismo método para poder observar de
mejor manera el efecto por microscopia oOptica.

El método consisti6 en aplicar agar nutritivo sobre los sustratos
nanoestructurados con 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 3.0% de peso de NPs de CuSe, perforar
el agar en el centro y aplicar una solucién acuosa con los microorganismos de
interés. Como se explico en el apartado 8.8. Para el experimento se utilizaron:
Escherichia coli y Candida albicans. Las Figuras 25 y 26 presentan el crecimiento
de las colonias de los microorganismos en contacto con el recubrimiento a
diferentes concentraciones, mientras que, la Figura 24 muestra los blancos de los
recubrimientos (sin inoculacién), para poder realizar una comparacion de textura y
color y observar el crecimiento de las colonias.

En la Figura 24 se observa la textura del agar sobre la superficie del sustrato,
en este caso no se inocularon, por lo cual después de las horas de incubacién no
presentaron algun tipo de crecimiento bacteriano, se puede notar traslucidez con un
tono azul grisaceo del recubrimiento gelatinoso, se aprecia el tono obscuro de la
pintura en los sustratos donde se utilizaron nanoparticulas. La imagen “a”
representa el sustrato con una concentraciéon de 0% en peso, mientras que, las
imagenes “b”, “c”, “d”, “e” y “f’ a las concentraciones 0.5%,1.0%, 1.5%, 2.0% y 3.0%

en peso respectivamente.
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Figura 24: Sustratos de acero inoxidable con recubrimientos
de NPs de CuSe a) 0% de NPs CuSe, b) 0.5% de NPs CuSe, c)
1.0% de NPs CuSe, d) 1.5% de NPs CuSe, e) 2.0% de NPs CuSe
y f) 3.0% de CuSe en peso.

En las Figuras 25 y 26 podemos observar la perforacion intermedia en los
sustratos utilizada para la inoculacion de los agares, método descrito en el apartado
8.8. Al igual que en el paquete de imagenes anterior los sustratos estan

acomodados de menor a mayor concentracion, siendo la imagen “a’ la
concentracion 0% en peso de nanoparticulas de cobre y selenio.

En la Figura 25 se muestra el experimento realizado para Escherichia Coli,
en el inciso “a” se puede encontrar una zona blanquizca cubriendo las paredes del
pozo en el sustrato. Esta aureola cuenta con una consistencia lechosa presente en
multiples experimentos que involucran crecimiento de bacterias y también se puede
notar un amarillamiento que cubre toda la superficie del sustrato, tono no presente
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en la Figura 24a. Por lo cual, se puede atribuir esa tonalidad al crecimiento de las
colonias de bacterias. Se puede apreciar como esta tonalidad disminuye desde la
Figura 25a hasta la 25e. En la Figura 25f, la concentraciéon de nanoparticulas
comienza a ser suficiente como para inhibir casi en su totalidad el crecimiento de
las colonias en la superficie. Esto se puede corroborar observando la Figura 24f,
donde practicamente no se encuentran diferencia de color en la superficie del agar.

En la Figura 26 tenemos el experimento realizado para Candida Albicans. En
esta figurase observa que se conserva un comportamiento similar al de la figura 25,
en donde se present6 una disminucion de esa tonalidad desde la Figura 26a hasta
la 26e dependiente de la concentracion. En la Figura 26f no se observa esta
tonalidad, lo cual indica una inhibicién total del hongo. También se puede encontrar
crecimiento del hongo en el pozo del centro del sustrato, que disminuye con el
aumento de la concentracion de nanoparticulas. El resultado de la Figura 26f se
podria deber a un error en la preparaciéon de la muestra. Se especula que al
momento de prepararla se favorecié el crecimiento del microorganismo en la zona
del agar mas retirada del sustrato, lo que evito la inhibicion.
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Figura 25: Sustratos de acero inoxidable con recubrimientos
de NPs de CuSe en contacto con Escherichia Coli a) 0% de NPs
CuSe, b) 0.5% de NPs CuSe, c) 1.0% de NPs CuSe, d) 1.5% de
NPs CuSe, e) 2.0% de NPs CuSe y f) 3.0% de CuSe en peso.
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Figura 26: Sustratos de acero inoxidable con recubrimientos
de NPs de CuSe en contacto con Cdndida Albicans a) 0% de
NPs CuSe, b) 0.5% de NPs CuSe, c) 1.0% de NPs CuSe, d) 1.5%
de NPs CuSe, e) 2.0% de NPs CuSe y f) 3.0% de CuSe en peso.
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9.3.3 Método 2 para caracterizar el efecto antimicrobiano de los recubrimientos
nanoestructurados

El objetivo de este método fue observar el efecto antimicrobial de los
recubrimientos cuando estan en contacto directo con los microorganismos. Para
este experimento, los recubrimientos fueron retirados de los sustratos metalicos y
se colocaron en cajas Petri con agar nutritivo, previamente inoculados. Después de
24 horas, los recubrimientos fueron retirados del agar para su posterior analisis. La
Figura 27a ejemplifica la forma en que fueron colocados los recubrimientos,
mientras que en la Figura 27b se observa la marca generada por el recubrimiento.
Las concentraciones de NPs utilizadas y los microorganismos estudiados fueron los
mismos que los presentados en el “método para caracterizar el efecto
antimicrobiano de los recubrimientos nanoestructurados”.

Figura 27: Representacion de la aplicacion
de los recubrimientos de forma de pelicula.
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En las Figuras 28 y 29 se aprecian dos regiones. La region de la izquierda
corresponde al area que no estuvo en contacto con el recubrimiento y la regidon de
la derecha corresponde al area generada por el recubrimiento. En las Figuras 28 y
29 se observa el comportamiento de los microorganismos Escherichia Coli y
Candida albicans, respectivamente, en presencia de los recubrimientos con NPs de
CuSe. Las Figuras 28a y 29a presentan las muestras control. En la Figura 28, se
observa claramente que hay una reduccion en el diametro de las colonias que estan
en la zona de la derecha, comparandolas con sus respectivas zonas izquierdas.
También, se observa la disminucion del nimero de colonias al aumentar la
concentracion de NPs de CuSe. Esto se puede atribuir al efecto antimicrobial de las
NPs. En la Figura 29, se observa una reduccion en el diametro de las colonias de
Escherichia Coli que estan en la zona de la derecha. Esta reduccion es menor que
en observada para el caso de Candida Albicans. Sin embargo, en este caso se
presenta una reduccion en el nimero de colonias desde la concentracion mas baja
de NPs. Ademas, se observa una disminucion del numero de colonias al aumentar
la concentracién de NPs de CuSe. También se puede atribuir al efecto aintimicrobial
de las NPs.
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Figura 28: Crecimiento de las colonias de Candida albicans después de la

exposicion a los recubrimientos formulados con NPs de CuSe a diferentes

concentraciones: a) 0% de NPs CuSe, b) 0.5% de NPs CuSe, c) 1.0% de NPs
CuSe, d) 1.5% de NPs CuSe, e) 2.0% de NPs CuSe y f) 3.0% de NPs CuSe.
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Figura 29: Crecimiento de las colonias de Escherichia Coli después de la
exposicion a los recubrimientos formulados con NPs de CuSe a diferentes
concentraciones: a) 0% de NPs CuSe, b) 0.5% de NPs CuSe, c) 1.0% de NPs

CuSe, d) 1.5% de NPs CuSe, e) 2.0% de NPs CuSe y f) 3.0% de NPs CuSe.

La bacteria Escherichia coli presentd mas resistencia en comparacion al
hongo Céandida albicans, esto es debido a la complejidad de la estructura de la
bacteria, donde su membrana plasmética le ofrece una proteccion adicional a la que
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no puede acceder el hongo, este resultado se confirma en el estudio de halo de
inhibicion donde se puede notar como el didametro de inhibicién disminuyo para el
caso de la bacteria Gram negativa [139].
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10. CONCLUSIONES

En este trabajo, se obtuvieron NPs de CuSe recubiertas por goma ardbiga para
aplicaciones de recubrimientos antimicrobianos y se concluye lo siguiente:

La sintesis de NPs en presencia de goma arabiga puede generar una mezcla
de diferentes estructuras cristalinas CuSe.

La relacién de concentracion cobre/selenio, la temperatura y el proceso de
separacion son factores que afectan la morfologia, la estructura cristalina y
la estabilidad térmica del sistema CuSe.

La goma arabiga tiende a recubrir las nanoparticulas de CuSe, esto se
demuestra con la interaccion los grupos -OH entre la goma y las
nanoparticulas.

La presencia de goma arébiga en la superficie de las NPs CuSe evita su
aglomeracion y favorece la dispersion en la resina acrilica.

La liberacion de iones (cobre y selenio) fue lenta y controlada, Lo cual es
indicativo de un material de larga duraciéon. Esto podria aportar valor a la
aplicacién para las que se tienen planeadas las nanopatrticulas.

Por ultimo, el andlisis antimicrobial realizado por el método de Kirby Bauer demostro
la capacidad de las nanoparticulas de CuSe de inhibir el crecimiento de colonias de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans. Con el analisis de los
métodos aplicados a los recubrimientos nanoestructurados se encontré que desde
concentraciones por arriba del 1.5% en peso se presenta una inhibicién significativa
de los microorganismos Escherichia coli y Candida albicans, ya sea para la técnica
sobre el sustrato (Metodo 1), como para el de la pelicula nanoestructurada (método
2). Todas estas pruebas demostraron que las nanoparticulas cuentan con actividad
antimicrobiana, pero se requieren mas estudios para confirmar que son eficaces en
el medio marino.
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12. ANEXOS

12.1 Estructura quimica de la goma arébiga
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Figura 30: Estructura quimica de la goma ardbiga propuesta por Frank
Sznaider [140] basada en los trabajos de Nie et. al. [141]. Los fragmentos de
Galp, Araf y Rhap de la estructura corresponden con 8-D-galactopiranosa, L-

arabinofuranosa y a-L-ramnopiranosa respectivamente. Mientras que UA
corresponde a un dcido uronico.
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