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CAPITULO UNO

| 1. INTRODUCCION

La quimica de materiales ha prestado un considerable interés en explorar las posibilidades
de utilizar nanoparticulas de cobre en diversas aplicaciones gracias a las propiedades utiles
de este metal, tales como la buena conductividad térmica y eléctrica a un bajo costo en
comparacion con metales como la plata y el oro. En la actualidad, el cobre se utiliza como
agente purificador de agua, fungicida, antibacteriano, antiincrustante y debido a su
inminente progreso en areas como la nanomedicina, se han buscado métodos de sintesis

controlados que nos ayuden a obtener un material estable y biocompatible.

Las nanoparticulas de cobre han sido sintetizadas por diversos métodos que permiten
prepararlas con tamafio y forma controlados. Por ejemplo, el método por descomposicion
térmica [1], técnicas de microemulsidn [2], reduccidn electroquimica [3], [4] y por reduccidn
guimica [5], [6]. La reduccién quimica de sales de cobre es el método de sintesis mas fiacil,
simple y cominmente utilizado para obtener nanoparticulas de cobre. Con este método se
pueden producir particulas de tamafio nanométrico con un buen control en la morfologia 'y
tamafio. En el método de sintesis electroquimica para la produccién de nanoparticulas de
cobre, se hace pasar corriente entre dos electrodos en presencia de un electrolito,
usualmente una solucidn electrolitica de sal de cobre y acido sulfurico. Las principales

ventajas de esta técnica incluyen prescindir de los sistemas de vacio utilizados en las




técnicas fisicas, bajos costos, operacién simple y facil disponibilidad de equipos e

instrumentos, y ademds menos contaminaciéon durante y después del proceso [7].

Uno de los aspectos mas desafiantes en la sintesis de nanoparticulas de cobre es su alta
tendencia a la oxidacién porque, a diferencia del oro y la plata, el cobre es extremadamente

sensible al aire debido a que las fases de dxido son termodindmicamente mas estables [8].

Se efectud en este proyecto un estudio comparativo de dos métodos diferentes para la
sintesis de nanoparticulas de cobre: sintesis por reduccion quimica y sintesis
electroquimica. Se evalud la actividad bactericida empleando los parametros obtenidos al
analizar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) de las muestras utilizando el método de microdilucién en placa de 96 pozos. Dicha
prueba se hizo contra cepas E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 y E. faecalis ATCC
29212. Con el fin de analizar el posible efecto téxico de las particulas se empled una prueba
de tamizaje realizando un ensayo de viabilidad celular por reduccién de sales de tetrazolio
MTT en Células Mononucleares Periféricas Humanas. Las nanoparticulas obtenidas fueron
caracterizadas para conocer sus propiedades a través de técnicas como la Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM), Dispersion Dindmica de Luz (DLS), Potencial Z,

Espectroscopia UV-vis y Difraccidn de rayos X (DRX).

1.1 Justificacion

En el presente trabajo se busca realizar una comparacién entre el método electroquimico y
un método via humeda de reduccién quimica y encontrar las condiciones de sintesis
Optimas para obtener un material estable, en el orden nanométrico y evaluar la relacién de

la actividad bactericida y el efecto citotdxico de las particulas con el método de sintesis.

1.2 Hipdtesis

La capacidad antibacteriana y la viabilidad celular (citotoxicidad) que presentan las

nanoparticulas de cobre, depende del método de sintesis empleado.




1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Realizar un estudio comparativo de la actividad antimicrobiana y la viabilidad celular que

presentan nanoparticulas de cobre sintetizadas por diferentes métodos.

1.3.2 Objetivos Especificos

Sintetizar nanoparticulas de cobre por un método de reduccion quimica y el método

electroquimico.

Caracterizar estructuralmente las nanoparticulas de cobre con espectroscopia UV-vis,
Dispersion Dindmica de Luz, Potencial Z, Difraccion de rayos X y Microscopia Electrénica de

Transmision.

Determinar la Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida contra
E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 y E. faecalis ATCC 29212.

Evaluar el posible efecto citotdoxico de las particulas mediante un ensayo de viabilidad

celular en Células Mononucleares Periféricas Humanas.




CAPITULO DOS

| 2. ANTECEDENTES

2.1 Nanotecnologia

Las referencias iniciales a la nanotecnologia fueron presentadas en 1959 por el fisico
norteamericano Richard Feynmann en una conferencia titulada: There’s Plenty of Room at
the Bottom, en la cual vislumbrd la posibilidad de manipular materiales a escala atomica y
molecular. Afios después, en 1974, por primera vez fue usado el término “nanotecnologia”
por Norio Taniguchi, un investigador de la Universidad de Tokio, quien sefialaba asi la

capacidad de manejar materiales a nivel nanométrico [9].

En la actualidad, la nanotecnologia ha sido un foco de atencién debido a las diversas
aplicaciones que se han encontrado gracias a las propiedades fisico-quimicas adquiridas al

redimensionar un material al orden de los nandmetros.

Esta ciencia emergente ha sido definida de muchas formas, siendo el enfoque mas utilizado,
aquel donde el tamano del material obtenido es el eje central. La Royal Society ademas de
puntualizar que la nanotecnologia es el disefio, caracterizacién, produccién y aplicacion de

estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de la forma y el tamafio en la escala

nanométrica, establece que




(...) El rango de tamafio de interés es tipicamente desde 100 nm hasta el nivel atdmico
(aproximadamente 0.2nm), porque es en este rango donde los materiales pueden tener
propiedades diferentes o mejoradas en comparacién con los mismos materiales a gran
escala [10].

Si bien, ésta es una ciencia relativamente nueva, muchas disciplinas han estado trabajando
en el orden nanométrico desde hace afios. Dichas ramas, actualmente trabajan en conjunto

para atribuirle un caracter multidisciplinario a la nanociencia.

De manera general, se podria definir nanotecnologia como la fabricacién de materiales,
estructuras, dispositivos y sistemas funcionales a través del control y ensamblado de la
materia a la escala del nandmetro (de 0.1 a 100 nandmetros, del atomo hasta por debajo
de la célula), asi como la aplicacién de nuevos conceptos y propiedades (fisicas, quimicas,
bioldgicas, mecanicas, eléctricas...) que surgen como consecuencia de esa escala tan
reducida [11], por lo que la investigacion y desarrollo de la nanotecnologia, se orienta a la
comprensidn y creacidn de materiales mejorados y dispositivos que aprovechen estas

nuevas propiedades.

2.2 Materiales nanoestructurados

Un factor clave en el desarrollo de materiales nuevos y mejorados, desde los aceros del siglo
XIX hasta los materiales avanzados de la actualidad, ha sido la capacidad de controlar su

estructura a escalas cada vez mas pequefias.

Las propiedades generales de los materiales estan determinadas por su estructura en la
nano y microescala. A medida que mejore nuestra comprensién de los materiales a
nanoescala y nuestra capacidad para controlar su estructura, habrd un gran potencial para

crear una gama de materiales con caracteristicas, funciones y aplicaciones novedosas.

Aunque tienen una definicion amplia, establecemos que los nanomateriales son aquellos
gue tienen componentes estructurados con al menos una dimensidon de menos de 100 nm
(figura 1). Los materiales que tienen una dimension en la nanoescala (y se extienden en las
otras dos dimensiones) son capas, como peliculas delgadas o revestimientos superficiales.

Los materiales que son nanoescalares en dos dimensiones (y se extienden en una




dimensidn) incluyen nanohilos y nanotubos. Los materiales que son a escala nanométrica
en tres dimensiones son particulas, por ejemplo, precipitados, coloides y puntos cuanticos
(particulas diminutas de materiales semiconductores), asi como materiales nanocristalinos,

formados por granos de tamafio nanométrico [10].
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Figura 1. Clasificacién de nanomateriales segin el nimero de dimensiones que se encuentran en el rango
nanométrico. Nanoparticulas (O-D), Nanoalambres (1-D), Nanopeliculas (2-D), Policristales (3-D) [12].

Los nanomateriales son de interés porque a esta escala, emergen propiedades 6pticas,
magnéticas, eléctricas, entre otras. Las dos razones principales por las que los materiales
en la escala nanométrica pueden tener diferentes propiedades son el aumento del drea de
superficie relativa (relacién superficie/ volumen) que conduce a una mayor reactividad
guimica, y los nuevos efectos cuanticos que pueden llegar a ser muy importantes para

determinar las propiedades y caracteristicas de los materiales [12].

En este sentido, las nanoparticulas han sido categorizadas segin su morfologia, tamafio y
propiedades quimicas. En funcidn de las caracteristicas fisicas y quimicas, algunas de las
clases conocidas de nanoparticulas son, por ejemplo, las que estan basadas en carbono,
como los fullerenos y nanotubos de carbono; las nanoestructuras cerdmicas que son sdélidos
inorganicos no metalicos, sintetizados por calor y enfriamiento sucesivo, y que pueden
encontrarse en formas amorfas, policristalinas, densas, porosas o huecas [13]; los
materiales semiconductores que poseen propiedades entre metales y no metales, ademas
de que poseen amplios bandgaps, resultan ser muy importantes en fotocatdlisis y
dispositivos electrénicos [14]; las nanoparticulas poliméricas que en su mayoria son
nanoesferas o nanocapsulares [15]; las nanoparticulas basadas en lipidos que poseen un
nucleo sélido hecho de lipidos y una matriz que contiene moléculas lipdfilas solubles, suelen

usarse con eficacia en muchas aplicaciones biomédicas.




También podemos encontrar en esta clasificacidn, a las nanoparticulas metdlicas que son
producidas exclusivamente a partir de precursores de metales. Debido a las conocidas
caracteristicas de resonancia de plasmén de superficie localizada, estas poseen
propiedades optoeléctricas Unicas. Las nanoparticulas de los metales alcalinos y nobles, es
decir, cobre (Cu), plata (Ag) y oro (Au), tienen una amplia banda de absorcién en la zona

visible del espectro electromagnético [16].

2.3 Nanoparticulas metdlicas y sus métodos de sintesis

En los ultimos afos, ha ido en incremento el interés sobre las nanoparticulas metalicas
debido a sus posibles aplicaciones en diversos campos, incluidos la catalisis, los medios de
grabacién magnética o la microelectrénica. Comunmente los enfoques principales en la
sintesis de nanomateriales son: de abajo hacia arriba (bottom-up) o de arriba hacia abajo

(top-down), los mecanismos se ejemplifican en la figura 2.
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Figura 2. Mecanismos en la sintesis de nanomateriales [17].

En el top-down se inicia con una pieza grande de material y a través de grabado o molienda
se obtiene de ella una nanoestructura mediante la remocién del material; esto puede
hacerse mediante técnicas de alta precision como las litograficas que se han desarrollado
durante los ultimos treinta afios para producir circuitos en microprocesadores y que se

intenta mejorar para conseguir cada vez mayor precision. Las técnicas top-down ofrecen




confiabilidad y con ellas se obtienen dispositivos bastante complejos, sin embargo, tienen
la desventaja de requerir mucha energia y generar desperdicios, aun asi, con ellas se pueden

fabricar chips para computadora, laseres, espejos de alta calidad dptica, etc.

Las técnicas bottom-up se refieren a la construccion de estructuras dtomo por dtomo o
molécula por molécula, mismas que, para una mejor revisidn podemos separar en tres

partes:

a) Sintesis quimica. Método para producir materias primas como moléculas o
particulas, que se puedan utilizar directamente como productos o bien, para fabricar
materiales mas avanzados o complejos.

b) Autoensamble. Técnica en la que los &tomos o moléculas se ordenan a si mismas
dentro de nanoestructuras mediante interacciones fisicas y/o quimicas entre las
unidades basicas

c) Ensamble posicional. Los atomos, moléculas o sus agregados son manipulados
deliberadamente y posicionados uno por uno. Este método es extremadamente

laborioso y no es conveniente como proceso industrial [9].

2.4 Sintesis por reduccién quimica

Entre los métodos de sintesis desarrollados para producir nanoparticulas, generalmente se
prefiere la reduccidon quimica porque este método es facil, rentable y eficiente, y puede
mejorar el control en la distribucidn de tamano optimizando los factores experimentales,
por ejemplo, la relacion molar del estabilizador con la sal precursora y la fraccidon de agente
reductor con la sal precursora [6]. La velocidad de crecimiento de las nanoparticulas
depende ademas de diversas variables, incluida la concentracién de iones metalicos, el tipo
de reductor, el pH y la temperatura [18]. El tiempo también es un pardmetro clave en la
sintesis de nanoparticulas. La disponibilidad de una enorme cantidad de nucleos en un
momento dado, da como resultado la disminucién en el tamano de las nanoparticulas,
debido a que los nucleos metalicos mds pequefos crecen y usan iones metalicos al mismo

tiempo [6].
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Figura 3. Esquema que representa la sintesis por reduccién quimica.

2.5 Sintesis por reduccién electroquimica

Reetz y colaboradores son pioneros en la sintesis electroquimica de nanocristales de metal.
Su método representa un refinamiento del proceso de electrorrefinado clasico y consta de
seis pasos elementales: la disolucién oxidativa del dnodo, la migracion de iones metadlicos
al catodo, la reduccién de los iones a un estado de valencia cero, la formacidn de particulas
por nucleacion y crecimiento, la detencién de crecimiento por agentes estabilizantes y la

precipitacion de particulas (figura 4).
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Figura 4. Esquema que representa la sintesis electroquimica [19].




El tamafo de los nanocristales puede ajustarse alterando la densidad de corriente, la
distancia entre los electrodos, el tiempo de reaccion, la temperatura y la polaridad del

disolvente.

Este método ha sido usado en la obtencién de nanoparticulas de niquel (Ni), cobalto (Co),
hierro (Fe), titanio (Ti), plata (Ag), oro (Au) y cobre (Cu). Coloides bimetalicos como
hierro/niquel (Fe-Ni), hierro/cobalto (Fe-Co), y paladio/niquel (Pd-Ni) han sido preparados
usando dos anodos de cualquiera de estos metales. Particulas mono y bimetdlicas consisten
en la reduccion de sales de platino (Pt), rodio (Rh), rutenio (Ru) y molibdeno (Mo), disueltas

en un electrolito [20].

2.6 Propiedades del cobre

El cobre es un metal noble, no se degrada, no contamina y es reciclable indefinidamente.
Es denominado comunmente "metal rojo" por su color rojo intenso y atractivo y su
utilizacidon puede ser de forma pura o en aleacidon con otros metales (las mas importantes
conocidas desde la antigiiedad son el bronce — combinacidn cobre/estafio - y el latén -
combinacidn cobre/zinc). Entre las principales propiedades del cobre se pueden destacar
las siguientes: alta conductividad eléctrica, alto grado de conductividad térmica, excelente
metal para procesos de maquinado (facil de moldear y cortar), gran resistencia a la
corrosion, alta capacidad de aleacidn metadlica, muy buena capacidad de deformacién en
caliente y en frio, mantiene sus propiedades indefinidamente en el reciclaje (detalles en la
tabla 1) y tiene propiedades bactericidas [21]. Ademas, posee una estructura cristalina
clbica centrada en la cara. Es mas suave que el zinc y puede pulirse hasta obtener un
acabado brillante. Se encuentra en el grupo Ib de la tabla periddica, junto con la plata y el
oro. El cobre tiene baja reactividad quimica. Bajo condiciones de humedad, forma una
pelicula de superficie verdosa llamada patina; este revestimiento protege al metal de un

ataque adicional.




Tabla 1. Propiedades del cobre [22].

Informacioén Propiedades Fisicas
Nombre, simbolo, Cobre, Cu, Estado Solido
numero 29 (diamagnético)
Familia Metales de Transicidn Densidad 8960 kg/m3
Grupo, periodo, 11, 4, Punto de fusion 1357.77 K
bloque d (1084.62 °C)
Masa atémica 63.536 u Punto de ebullicion 2835 K (2562 °C)
Configuracién [Ar] 3d1%4s! Entalpia de 300 kJ/mol
electrdnica vaporizacion
Dureza Mohs 3.0 Entalpia de fusion 13.1 kJ/mol
Electrones por nivel 2,8,18,1 Conductividad 58.108 x 10° S/m
eléctrica
Conductividad 400 W/ (K-m)
térmica

2.7 Cobre en estadisticas

La importancia del sector minero, en particular la mineria del cobre, en el desarrollo
econémico de los paises productores ha sido y seguird siendo de vital importancia para
mejorar las condiciones de vida y el bienestar de las personas. A través del tiempo los paises
exportadores de este metal han demostrado que es posible crecer a partir de la explotacién

de sus riquezas mineras [21].

En la actualidad el consumo de cobre a nivel mundial, reportado para el mes de febrero de
2018, fue de 1.78 millones de toneladas de acuerdo al boletin presentado en mayo por el

Grupo Internacional de Estudio sobre el Cobre (ICSG, por sus siglas en inglés) [23].

Segun el informe Anual 2018 de la Camara Minera de México, nuestro pais ocupa el séptimo
lugar como productor de cobre a nivel mundial, produciendo el 3.83% de este metal
industrial no ferroso [24] y en particular, el estado de San Luis Potosi extrajo 2,213 toneladas
de cobre durante el mes de febrero, concediéndole el tercer lugar como entidad federativa

productora de cobre en la Republica Mexicana [25].




Son numerosas las aplicaciones del cobre, siendo su uso en alambres para cables
conductores de energia eléctrica e informacion, y en tuberias, la mas comun. Estd presente

también en artefactos, tecnologias, monedas y en la industria automotriz.

La construccidn es uno de los sectores que mas demanda cobre, dado que esta presente en
el cableado de edificaciones, tuberias de agua y de gas, sistemas térmicos, terminaciones,

y como componente estructural (figura 3).

Industria 11%
31% Equipos

Transporte 13%

Infraestructura 16',% Construccion

Figura 5. Consumo mundial de cobre por seccién, 2016 [23].

2.8 Nanoparticulas de Cobre

Las nanoparticulas metadlicas, como las sintetizadas a partir de plata, platino, oro, etc., han
sido estudiadas para encontrar posibles aplicaciones en diversas areas tecnolégicas. Dicho
estudio, nos ha ido proporcionando las propiedades (entre ellas electrénicas, cataliticas y

Opticas) que las convierten en prometedores e innovadores materiales.

En este contexto, nanoparticulas de plata y cobre captaron importancia en una gran
cantidad de investigaciones que reportaban su sintesis y posibles usos. Pero la plata al ser
un metal caro, aumentaba los costos para la sintesis de particulas de este material. Por el
contrario, el cobre, al ser mas barato en comparacién con la plata y al tener un facil acceso

a él, prometia hacer mas rentable la sintesis de nanoparticulas de cobre [26].




2.9 Sintesis de nanoparticulas de cobre: estado del arte

Métodos fisicos, quimicos y bioldogicos han sido propuestos para la sintesis de
nanoparticulas de cobre y se sabe que las propiedades del material obtenido, depende
mucho del método elegido. Conforme se han ido estudiando estos métodos, apoyados de
técnicas de caracterizacion y después la bisqueda de aplicaciones del nanomaterial, ha
surgido un punto de discusiéon para elegir el método mds adecuado al producir

nanoparticulas de este metal.

Debido a la sensibilidad que presentan las nanoparticulas de cobre en medio acuoso, su
produccién suele ser mas complicada en comparacién con la sintesis de otros metales.

Ademas, al exponerlas al aire, suelen agregarse debido a la oxidacién en su superficie.

El método mas empleado para la obtenciéon de nanoparticulas de cobre es la reduccién
guimica. La técnica consiste, generalmente, en usar como precursor una solucién de alguna
sal de cobre, un agente reductor y un estabilizante. La sal mas empleada suele ser el sulfato
de cobre [3], [27]-[29] y el agente reductor, borohidruro de sodio [29]-[31].

La formacidn de nanoparticulas metalicas de tamafio uniforme se logra, en la mayoria de
los casos, mediante la combinacidon de una baja concentracién de sal precursora y una
monocapa polimérica adherida a las superficies de crecimiento. Estas condiciones dificultan
la difusidn del crecimiento de los nucleos iniciales. Entre los estabilizantes mas utilizados,
se encuentra la polivinilpirrolidona (PVP) [3], [29], [30], [32], dodecilsulfato sddico (SDS)
[27], [33], [34] y el alcohol de polivinilo (PVA) [35]. La Tabla 2 presenta algunos métodos

publicados para sintetizar nanoparticulas de cobre por reduccién quimica.

Si bien, los enfoques quimicos son los mas empleados para la produccién de nanoparticulas
de cobre, en su mayoria, podemos ver reportados métodos que hacen uso de quimicos
téxicos. Muchas de las aplicaciones comerciales de las nanoparticulas metalicas se
encuentran en areas donde el ser humano tiene contacto directo, debido a esto, existen
muchas lineas de investigacién que se dedican a buscar y desarrollar métodos de sintesis

gue sean amigables con el medio ambiente.




La reduccién y estabilizacion con extracto de plantas [36] o empleando microrganismos

[37], ha llegado a ser una ruta viable para la obtencion de nanoparticulas de cobre con

propiedades iddneas para algunas aplicaciones.

Tabla 2. Pardmetros de sintesis de nanoparticulas de cobre por reducciéon quimica reportados

Precursor Reductor Estabilizante Tamano de particula Ref.
1 Cu(CH3C00)2 NaBH4 PVP 5nm (rods) [30]
2 CuSOq4 - 5H.0 N2H4 Chitosan 53nm [28]
3 CuClz- 2H,0 Acido ascérbico - 12 nm [38]
4 CuSOq4 - 5H.0 NaBH4 PVP 30nm [3]
5 CuSOs4 - 5H20 N2H4- H20 SDS 50nm [34]
6 CuSO4 - 5H,0 KBHa PVP 100nm [39]
7 CuCl>- 2H,0 Acido ascérbico Acido ascérbico 2nm [40]
8 CuSOq4 - 5H20 Extracto de Extracto de 37-110nm [36]

Magnolia kobus Magnolia kobus

9 CuCl2- 2H20 NaBHa PVA 3nm [35]
10 CuSO04 - 5H20 NaBHa PVP 6nm [41]
11 CuSOq4 - 5H.0 NaBH4 - 50nm [42]
12 Cu(CHsC0OO0)2 Acido ascérbico Acido ascérbico 5-10nm [43]
13 CuSOq4 - 5H.0 NaBH4 Polietilenglicol 6000 14-50nm [6]
14 CuSOs - 5H20 NaBH4 Poliacrilato de sodio 18nm (cubos) [31]
15 CuSOq4 - 5H.0 NaBH4 - 150nm [44]

PVP = polivinilpirrolidona; SDS = dodecilsulfato sédico; PVA = alcohol de polivinilo

Se han empleado extractos, cuyos compuestos generaban cambios en las propiedades del
idon metdlico empleado en el proceso de sintesis. Factores como el color, reactividad o
solubilidad varian cuando un ligando reemplaza las moléculas de agua que cominmente

rodean a los iones metalicos en solucidn.

Han sido reportadas la sintesis de nanomateriales metalicos empleando agentes quelantes.
Por ejemplo, la sintesis de nanoparticulas de cobre utilizando extracto de soya que, debido
a su alto contenido proteico, actuaban como agente quelante para el ion Cu®* y le
proporcionaba mayor solubilidad en agua. Posteriormente, al efectuarse la reduccion, el

producto resultante tenia buena estabilidad [45], [46].

Como en cualquier proceso, nos encontramos con limitantes que nos incitan a buscar
nuevas rutas para obtener nanoparticulas metdlicas. Equipos especificos y caros, ademas

de la complejidad existente en algunos métodos, complican la sintesis de nanomateriales.




Al usar métodos de reduccidn por via hiumeda, nos encontramos con que los reactivos
utilizados son tdxicos en algunas ocasiones, y en el caso de los métodos bioldgicos, su
principal desventaja es la dificultad que se tiene para retirar del producto obtenido los

posibles residuos o impurezas existentes en los precursores.

Por otro lado, tenemos el método por via electroquimica, donde una de las principales
ventajas es la casi nula contaminacién con subproductos que suelen tener presente los
agentes empleados en la reduccién quimica. Ademads de que el nanomaterial obtenido se
aisla facilmente del precipitado y es un método facil de replicar donde el tamafo de
particulas suele ser muy definido. Cominmente se emplea una solucién electrolitica cuyo
componente principal es una sal del metal a reducir y algin &acido para promover la
circulacion de corriente; dos electrodos, en algunas ocasiones de sacrificio y sin emplear sal

precursora, y agentes estabilizantes.

En la tabla 3 se presentan algunos métodos publicados para sintetizar nanoparticulas de

cobre por la via electroquimica.

Tabla 3. Parametros de sintesis de nanoparticulas de cobre por el método electroquimico reportados.

Solucidn electrolitica Voltaje Tiempo Catodo Anodo Tamaino Ref.
1 H20 + CuSO4 - 5H.0 32cd 2hrs. Cu Cu (hoja) 10 - 50nm [47]
+ H2S04 (cilindro)
2 H20 + CuSOa4 3V 20 min. Grafito Cu 10nm [3]
+ H2S04 7A
3 H,0 + ACN 6mA/cm? 2hrs. Pt Cu 5-10nm [48]
+ THF+ TBAB (hoja) (hoja) (Cu0)
4 H>0 + ACN+ NaOH 50-100V 2hrs. Pt Cu 20nm [49]
100mA (CuO)
5 H20 + CuSO4 - 5H.0 15v - Cu Cu 24nm [4]
6A
6 H2O(ultrapura) 4V 30 min. Cu Cu 60nm [50]
+ CuSO4 - 5H,0 5A (placa) (placa)
+ sacarosa
7 H20 + CuSOs4 - 5H.0 0.25A/cm? - Cu Cu 1.31 um [51]
+ CuClz + H2S04 (placa) (placa)
8 NaNOs3 10mA/cm?  Pocas hrs. Acero Cu d=20-50nm [52]
+ H20-EtOH Inoxidable  (placa) |I=200-300nm
(rods)

ACN = Acetonitrilo; THF = Tetrahidrofurano; TBAB = Bromuro de tetrabutil amonio




2.10 Cobre como agente antimicrobiano

El cobre, cuyo descubrimiento data de alrededor de 5,000 aiios A.C., ha sido ampliamente
utilizado debido a su basta presencia en la naturaleza. En todos los seres vivos, lo

encontramos como nutriente para realizar funciones bdsicas en el metabolismo celular.

Su uso como agente biocida es una de las aplicaciones mas estudiadas actualmente. Su
potencial para eliminar contaminantes, usandolo a partir de complejos de cobre o de sus

iones, era conocido y empleado por numerosas civilizaciones.

Segun investigaciones, este metal fue usado por los griegos, egipcios, romanos y aztecas
como tratamiento de aguas para consumo y para aumentar la calidad higiénica.
Empiricamente, se sabia que su uso mejoraba la condicidn sanitaria del agua y era utilizado

en recipientes para recolectarla.

Sus propiedades antimicrobianas y su posible uso en el tratamiento de algunas
enfermedades, comenzaron a investigarse después de descubrir que la causa de algunos
padecimientos, eran los virus, bacterias, pardsitos, entre otros. Por tanto, se han
encontrado un sinfin de aplicaciones en diversas dreas de la salud. Se han producido
pinturas antibacteriales, productos para la higiene bucal, recubrimientos para aparatos

médicos, etc. [53].

Al sintetizar nanomateriales de cobre se espera que muestren una mejoria en las
propiedades bactericidas que presentan en bulto, esto debido a que su relacidon

superficie/volumen incrementa al redimensionarse a la escala nanométrica.

En comparacién con lo investigado para las nanoparticulas de plata, en la literatura hay
menos reportes sobre la actividad antibacterial de nanoparticulas de cobre. Sin embargo,
las nanoparticulas de cobre han resultado buenos agentes antimicrobianos. Si bien, adn no
es definido del todo el mecanismo de accién que tienen contras las bacterias, algunos

autores mencionan los posibles efectos de las particulas en la célula bacteriana (tabla 4).




Tabla 4. Mecanismos bactericidas reportados para nanoparticulas de cobre.

Tipo de Método de Cepas Mecanismo bactericida sugerido Ref.
material sintesis evaluadas
empleado
1 Cu Condensacion E. coli Las particulas se adhieren a la pared
de gas inerte celular bacteriana y penetran a través de
12nm la membrana celular. El citoplasma se [54]
degrada y desaparece, lo que lleva a la
muerte celular.
2 Cu Reduccién E. coli Adherencia de las nanoparticulas a la
quimica S. aureus pared celular para romperla, lo que lleva  [55]
9nm B. subtilis a la desnaturalizacion de proteinas y
muerte celular.
3 CuO Biosintesis E. coli La inhibicion del crecimiento puede
P. fluorescens deberse al daiio que causan a la
26-30nm C. albicans membrana los iones liberados por las [56]
nanoparticulas, lo que genera una
descomposicidn en enzimas celulares.
4 CuO Biosintesis E. coli Los iones liberados por las
P. desmolyticom nanoparticulas se unen a la pared celular
5-10nm K. aerogenes con carga negativa y la rompen. Estos [57]
S. aureus iones, dentro de las células bacterianas,
irrumpen en los procesos bioquimicos.
5 Cu Reduccién MRSA Por la relacion superficie/volumen, las
quimica P. aeruginosa nanoparticulas interactian con la
2-350nm S. choleraesuis membrana celular a través de la [58]
B. subtilis superficie y esto conduce a la muerte de
C. albicans la bacteria.
6 CuO Combustion E. coli Mayor sensibilidad a bacterias del tipo
en gel P. aeruginosa gram-positivas por mayor presencia de
20-28nm B. subtilis aminas y grupos carboxilo en la [59]
S. aureus superficie celular y mayor afinidad del
cobre a estos grupos.
7 Cu Reduccién S. aureus Los iones de cobre interrumpen
quimica S. epidermidis procesos bioquimicos y se pueden unir  [34]
50nm C. albicans al DNA y provocar desorden en la

C. parapsilosis

estructura helicoidal.

Se cree que las nanoparticulas y sus iones pueden producir radicales libres, lo que resulta
en la induccién de estrés oxidativo (es decir, especies reactivas de oxigeno; ROS). Las ROS
producidas pueden dafar de forma irreversible las bacterias (por ejemplo, su membrana,

ADN y mitocondrias), lo que resulta en la muerte bacteriana (figura 6).




Proteinas Membrana celular

Ruptura de la Dafio al DNA

membrana
celular

Especies reactivas,
e OXxIgeno

Daiio a la
mitocondria

Produccién ROS

Transporte de electrones
trans-membrana interrumpido

Figura 6. Mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas contra bacterias [60].

Raffi et al. sintetizaron nanoparticulas de cobre cuyo didmetro rondaba los 12 nm vy
empleando un método cuantitativo demostraron que eran eficaces contra bacterias del tipo

gram-negativas como Escherichia coli [54].

Por otro lado, se buscd hacer una comparacién entre la inhibicion que presentaban las
particulas contra bacterias gram-negativas y gram-positivas. Un estudio sobre esto lo
presentaron Ruparelia et al. contra cepas del tipo Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
Empleando nanoparticulas de cobre de 9 nm sintetizadas por un método de reduccién
guimica en medio acuoso, encontraron que las bacterias del tipo gram-negativas (E. coli)
eran mas sensibles que las gram-positivas (S. aureus) [55]. EIl método para estudiar la
capacidad de inhibicidon de estas nanoparticulas fue practicamente cualitativo, un estudio
parecido al presentado por Usman et al. donde después de cargar papel filtro con una
solucién que contenia nanoparticulas de cobre, se evalud la difusidon en milimetros que
presentaban estas particulas contra cepas gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa y
Salmonella choleraesuis) y contra cepas gram-positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis) reportando al final que las particulas actuaron mejor contra cepas gram-negativas
[58].

Otro método presentado para observar la sensibilidad de las cepas contra las particulas, es
el método por difusién en pozo, donde se estudia la zona maxima de inhibicidon después de
depositar una solucion con concentracidn conocida de nanoparticulas, a pozos presentes

en placas que contenian agar e inoculo de la bacteria a estudiar. La actividad antibacterial




de nanoparticulas de 6xido de cobre fue estudiada con este método por Naika et al. Ellos
observaron, al igual que los autores antes mencionados, que las nanoparticulas de cobre, o
sus compuestos y derivados, actuaban mejor contra bacterias gram-negativas. En este caso

actudé mejor contra las cepas E. coli y K. aerogenes, que contra la cepa S. aureus [57].

Sivaraj et al.,, empleando de igual forma el método de difusién en pozo, estudiaron la
capacidad bactericida de dos cepas del tipo gram-negativo (E. coli y P. vulgaris) y

encontraron mejor respuesta contra la cepa E. coli [56].

2.11 Citotoxicidad de las nanoparticulas de cobre

El estudio sobre el uso de nanoparticulas como agente bactericida, surge debido a la
aparicion de enfermedades infecciosas y el aumento de la resistencia farmacolégica de
bacterias y hongos [61]. Con ayuda de la nanotecnologia se busca desarrollar nuevos

agentes antimicrobianos mediante rutas faciles, rapidas y ecoldgicas.

Gracias a la alta relacién superficie/volumen de las nanoparticulas, hay una mejora en su
interaccion con los microbios para llevar a cabo actividades antimicrobianas.
Nanoparticulas de plata y cobre han sido estudiadas principalmente por su naturaleza
antimicrobiana y esto conlleva a que sean usadas en muchas formulaciones antimicrobianas
y productos como textiles sintéticos, dispositivos biomédicos y quirurgicos, procesamiento

y envasado de alimentos, y en purificacion de agua [62]—-[64].

Las aplicaciones de las nanoparticulas metdlicas esta bien documentada y estudiada, sin
embargo, la informacidn sobre el impacto que éstas pueden tener en la salud humana y el
medio ambiente, es limitada debido a su naturaleza compleja. Por lo tanto, un problema

importante en el uso de estos materiales es la posible toxicidad que pueden presentar.

Si bien, la relacidon superficie/volumen de las nanoparticulas nos proporciona nuevas
propiedades fisicoquimicas del material metdlico, también influye en la reactividad con ellas
mismas o con el entorno celular la diminucion del tamano de particula, la composicion

guimica, la estructura de la superficie y la solubilidad [65].,




Al igual que los demds minerales, el cobre no puede ser fabricado por los organismos
vivientes, por tanto, el hombre debe incorporarlo a su cuerpo desde el medio ambiente,
principalmente desde los alimentos y el agua [53]. Como es necesario para mantener las
funciones que significan estar vivos, se le denomina “esencial” porque forma parte de
algunas proteinas. Estas proteinas, también llamadas enzimas dependientes de cobre, son
vitales durante el desarrollo embrionario y cerebral; participan activamente estimulando el
crecimiento de los nifios y los mecanismos inmunolégicos de defensa; contribuyen a evitar
la anemia vy la fragilidad dsea; cooperan mejorando la calidad de los tejidos y de la piel; y

estdn activamente presentes en la sintesis de algunas hormonas y neurotransmisores [66].

Silaingesta de cobre excede el rango de la tolerancia humana, puede ejercer efectos toxicos
como hemdlisis, ictericia y eventualmente la muerte. De manera similar, si la ingesta de
nanoparticulas de cobre excede en el cuerpo humano por cualquier medio, como la
ingestion o la inhalacion, causa efectos téxicos en el tracto respiratorio, el tracto

gastrointestinal y también en otros tejidos [67].

Isani et al. reportan un estudio comparativo de la toxicidad de nanoparticulas de CuO y del
compuesto CuSO4, donde los resultados de las pruebas in vitro de toxicidad indicaron que
ambos compuestos de Cu aumentan la tasa de hemdlisis en eritrocitos y diferentes tejidos
en la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) de manera dependiente de la dosis, pero el
efecto se redujo al tratar las células con nanoparticulas de CuO. De igual forma, se induce

mayor daiio en el ADN en las células tratadas con CuSO4 [68].

Por otro lado, Chen et al. reportan una comparativa de los efectos que puede tener, variar
el tamafio de las particulas. Ellos realizan un estudio empleando particulas de cobre de 17
Mm y nanoparticulas de cobre de 23.5 nm. Las nanoparticulas inducian graves efectos
toxicoldgicos y lesiones graves en los rifiones, el higado y el bazo de ratones experimentales,

pero las particulas de micro-cobre no lo hacen en masa [67].

Motivados por el aumento en el uso de nanoparticulas de éxido de cobre (CuO) como
catalizadores industriales, Fahmy et al. expusieron células epiteliales de las vias
respiratorias (HEp-2) a dosis crecientes de nanoparticulas de 6xido de cobre, presentando
una mayor cantidad de citotoxicidad de una manera dependiente de la dosis en
comparacion con otros 6xidos metdlicos (SiO, Fe;03), ademas, sugieren que las especies

reactivas de oxigeno (ROS) generadas por las nanoparticulas de CuO indujeron estrés




oxidativo en las células, lo que puede ser la causa del efecto citotdxico de estas particulas
[69].

El efecto téxico de las nanoparticulas depende del tipo de célula con que interacciona. Esto
se debe a la variacion en la fisiologia celular (por ejemplo, epitelial o linfoide), el estado de
proliferaciéon (tumoral o células en reposo), las caracteristicas de la membrana vy las
caracteristicas de los fagocitos entre los diferentes tipos de células [70]. Las células
cancerosas, por ejemplo, son mas resistentes a la toxicidad de las nanoparticulas que las
células normales debido a que las células con tiempos de duplicacién prolongados son mas
susceptibles a las lesiones inducidas por la exposicién que las células tumorales con tiempos
de duplicacién cortos, ademas de la diferencia en la actividad metabdlica de cada tipo de
célula [71]. La diferencia en los efectos téxicos se observa incluso para las nanoparticulas
del mismo material. Por lo tanto, la seleccidn del tipo de célula apropiado basado en los
métodos de introduccién de nanomateriales es un factor importante en los ensayos de
citotoxicidad. Para identificar el efecto exacto de las nanoparticulas en los érganos o células
de interés, el ensayo de citotoxicidad debe incluir células que representen la ruta de
exposiciony los drganos a los que se dirigen las nanoparticulas. En el caso de las aplicaciones
biomédicas, las nanoparticulas a menudo se introducen en el cuerpo humano a través de la

via intravenosa, subcutdnea, intramuscular o intraocular [72].




CAPITULO TRES

| 3. METODOLOGIA

3.1 Materiales

Para realizar la sintesis de nanoparticulas de cobre por reduccidon quimica, se empled un
extracto de soya texturizada como agente quelante de los iones Cu?*. La sal precursora fue
sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 -5H,0) y como agente reductor se usé borohidruro
de sodio (NaBHa4), ambos obtenidos de Sigma-Aldrich > 99 %. El material obtenido fue lavado

con etanol.

Para la sintesis de nanoparticulas de cobre por el método electroquimico, se utilizé acido
sulfarico (H2SO4) para crear la solucidn electrolitica y promover el flujo de corriente
eléctrica. Como electrodos se utilizaron una placa de cobre y una barra de grafito. La
corriente eléctrica fue suministrada por una fuente. De igual forma se utilizé6 NaBH4 como

agente reductor y para realizar los lavados del material obtenido, se usé acetona.

Para llevar a cabo las pruebas bactericidas se utilizaron las cepas de control E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis 29212, caldo y agar Mueller-Hinton.




El ensayo de viabilidad se realizd en Células Mononucleares Periféricas Humanas
previamente separadas haciendo uso del reactivo Ficoll-Hystopaque. Para ajustar la
concentracion de células necesarias se empled medio RPMI, antibidtico (estreptomicina) y
suero bovino fetal (FBS). Durante la prueba se utilizé el kit colorimétrico Cell Proliferation
Kit | (MTT).

3.2 Técnicas de caracterizacion

Las muestras obtenidas de nanoparticulas de cobre fueron caracterizadas para conocer su
composicion, forma y tamafio empleando la Dispersion Dindmica de Luz, Potencial Z,

Espectroscopia UV-Vis, Microscopia Electrdonica de Transmision y Difraccion de rayos X.

3.2.1 Dispersidon Dindamica de Luz y Potencial Z

Utilizando el equipo de dispersién dinamica de luz marca Malvern modelo Zetasizer Nano
ZS (figura7), se realizo el analisis para conocer el diametro hidrodinamico y la medicién de
la carga superficial de las nanoparticulas obtenidas. Ademas, se hizo uso de un sonicador

para dispersar las muestras y poder leer en el equipo.

4

Figura 7. Equipo Malvern modelo Zetasizer Nano ZS.




3.2.2 Espectroscopia UV-Vis

Las nanoparticulas de cobre, cuya banda tipica de absorcién ronda los 580 nm en el espectro
de luz, fueron caracterizadas por la espectroscopia UV-Vis con el equipo marca OceanOptics
Inc. Modelo S2000-UV-vis (figura 8) para observar la cantidad de radiacién
electromagnética que puede absorber o transmitir la muestra en funcién de la cantidad de

sustancia presente. Las particulas fueron sonicadas previamente a su medicién.

Figura 8. Equipo OceanOptics modelo S2000-UV-vis.

3.2.3 Microscopia Electrénica de Transmision

Para observar la morfologia de las particulas se empled un Microscopio electréonico de
transmisién marca JEOL, modelo JEM-2100 (figura 9). Posteriormente se hicieron

mediciones para obtener la distribucién de tamanos obtenidos.




Figura 9. Microscopio Electrénico de Transmision.

3.2.4 Difraccién de rayos X (DRX)

Para realizar el andlisis de rayos X y conocer la estructura cristalina de las fases existentes
en las muestras obtenidas, se utilizd un difractdmetro de rayos X marca Malvern Panalytical
modelo Empyrean (figura 10) con catodo de Cu Ko (A = 1.54056 A).

El equipo mide las muestras en polvo, por lo tanto, después de realizar los lavados con
etanol o acetona, y de secar las muestras, se hizo la medicién. Posteriormente la
identificacion de las fases se realizé refinando el difractograma obtenido por el método de

Rietveld utilizando el programa Maud.

Figura 10. Difractémetro de rayos X.




3.3 Sintesis de nanoparticulas de cobre

3.3.1 Sintesis por reduccién quimica

Se prepard un extracto de soya empleando 4 gramos de soya texturizada por cada 100 ml
de agua desionizada, el cual fue llevado a ebullicién durante 10 minutos. Posteriormente se
enfrid y filtré para eliminar toda la fibra de soya posible. Después se agregd 1 gramo de
CuSOs - 5H;0 a 100 ml de extracto de soya para preparar un quelato de cobre vy

posteriormente agregar el agente reductor (figura 11).

y

Glycine max (soya)

Extracto de soya

| -+ cuso. A+ NaBHi
|

Extracto de soya Quelato

Solucién con
Nanoparticulas de Cobre

Figura 11. Esquema de la sintesis por reduccidon quimica.

Para realizar la sintesis se tomaron 50 ml de quelato (figura 12a), se agregaron 50 ml de
agua sin oxigeno y esta solucidn se puso en agitacidon constante. Una solucién de 0.5 gramos
NaBH4 en 10 ml de agua desionizada se agregd para realizar la reduccion (figura 12b). Por
ultimo, se centrifugd la muestray se realizaron lavados con etanol para impedir la oxidacion

de las nanoparticulas y para facilitar el proceso de secado.




Figura 12. a) Quelato de Cobre, b) Solucion después de agregar NaBH4.

3.3.2 Sintesis por el método electroquimico

Se realizd la sintesis en presencia de corriente eléctrica (30 V), empleando como dnodo una
placa de cobre para obtener los iones de cobre y una barra de grafito fue utilizada cémo
catodo; como electrolito una solucién de agua desionizada y H,SO4 y como agente reductor
una solucién de 0.1 g de NaBH4 en 10 ml de agua desionizada (figura 13a). La reaccidn se
llevé a cabo durante 3 minutos con agitacién constante. Al finalizar la sintesis, las
nanoparticulas de cobre (CuNPs) fueron recuperadas, lavadas con acetona y por ultimo se

pusieron a secar a temperatura ambiente (figura 13b).

Figura 13. a) Sintesis de CuNPs por el método electroquimico, b) Proceso de secado para las CuNPs.




3.4 Comprobacion de la capacidad bactericida por el método de
microdiluciéon

Los parametros utilizados para evaluar la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas
son la Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida utilizando
el método de microdilucidn en placa de 96 pozos por ser un método cuantitativo basado en

el estandar del CLSI. La prueba se realizé para las bacterias E.coli, S. aureus y E. faecalis.

Para obtener la CMI la prueba consiste en evaluar el crecimiento en la placa a partir de los
blancos positivos y negativos. En primer lugar, se coloca la muestra a evaluar (50 pl), con
concentracidn inicial conocida (2.5x10° ppm) en las primeras dos columnas. Posteriormente
se agrega caldo nutritivo Mueller-Hinton (50ul) de la columna dos a la doce en la placa para
hacer diluciones de la columna dos a la columna once. Por ultimo, se agrega inoculo con la
bacteria correspondiente a toda la placa (50ul). Esta se llevé a incubar en una cama de

humedad por 24 horas a una temperatura de 37 £ 2°C.

Para obtener la CMB se analizd la placa después de 24 horas de incubacidn. Se eligen pozos
tomando como referencia la ultima columna en que no se presenta crecimiento de la cepa.
Después se tomd muestra de los pozos de las dos ultimas columnas en que ya no hay
crecimiento y de los pozos de las siguientes dos columnas para sembrar en agar Muller-

Hinton y llevar a incubacidn durante 24 horas a una temperatura de 37 + 2°C (figura 14).
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Figura 14. a) Distribucion de la placa de 96 pozos para prueba CMI, b) placa de agar con crecimiento

bactericida en pruebas CMB.




3.5 Ensayo de viabilidad celular por reduccién de sales de tetrazolio MTT

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un
compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. La validez del ensayo MTT depende de la suposicion de
que solo las células viables reducen las sales de tetrazolio a formazan coloreado que se

puede cuantificar espectrofotométricamente [73].

Para realizar |la prueba se usé una concentracion inicial de las muestras de 2.5x10% ppmy se

realizaron disoluciones con medio completo como se observa en la figura 15.
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Figura 15. Distribucion de la placa de 96 pozos en el ensayo MTT.

El analisis se llevd a cabo en un lector de microplacas de absorbancia iMark ™ a una longitud
de onda de 570 nm y empleando el kit colorimétrico Cell Proliferation Kit | (MTT). El

procedimiento es el siguiente:

1. Para el blanco positivo se colocaron 50 pl de medio completo y 50 ul de células
mononucleares periféricas humanas (PBCM) previamente separadas por el
método de gradiente de densidad de Ficoll-Histopaque y ajustadas a una
concentracion de 4x10° cel/mL (200,000 células/pozo) en medio RPMI completo
(1% estreptomicina, 10% FBS). Para el control negativo se colocan 50 pl de medio

completo, 50 pl de células y 50 ul de peréxido de hidrégeno (H203).




2. Las muestras se evaluaron por triplicado con una concentracion inicial de 2.5x103
ppm (50 pl) y se realizaron diluciones empleando 50 pl de medio RPMI completo.
Posteriormente se agregaron 50 pl de células a todos los pozos con muestra. Los
procedimientos anteriores se realizaron en tres placas de fondo plano, para
evaluar a las 2, 24 y 48 horas de incubacidn respectivamente.

3. Las placas se llevaron a incubacién a 37°C en atmosfera de 5% de CO». Pasados
los tiempos deseados de incubacion, se agregaron 8ul de reactivo MTT a cada
uno de los pozos incluyendo controles positivos y negativos y se llevaron a
incubar por 2-4 horas.

4. Posteriormente se agregaron cuidadosamente, evitando formacion de burbujas,
50 ul de dodecilsulfato sddico-isopropanol (1:1) solucidon que promueve la
disolucién del azul de formazan.

5. Por ultimo, se realiza la lectura en el espectrofotémetro y se hacen relaciones de

100% de viabilidad como el control positivo (figura 16).
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Figura 16. Procedimiento para llevar a cabo el ensayo MTT.

Los resultados se analizaron de acuerdo a la siguiente formula:

S Promedio del blanco positivo — Promedio de la muestra
Viabilidad = - — x 100
Promedio del blanco positivo




Donde:
Promedio del blanco positivo: absorbancia promedio obtenida del blanco.

Promedio de la muestra: absorbancia promedio obtenida de la interacciéon de la muestra

con las células.




CAPITULO CUATRO

| 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis de nanoparticulas de cobre

Para hacer un estudio comparativo de los dos métodos de sintesis empleado, es necesario
conocer las propiedades del material obtenido. Después de lavar y secar las nanoparticulas
a temperatura ambiente, se guardaron en viales para después caracterizar las muestras.
Visualmente, las particulas de cobre sintetizado por reduccién quimica eran negras, pero
en poco tiempo se tornaron color café. En el caso de las particulas sintetizadas por el

método electroquimico, la coloracién permanecia negra por mas tiempo.

4.2 Caracterizacion de nanoparticulas de cobre

4.2.1 Caracterizacién de nanoparticulas de cobre por Dispersiéon Dinamica de Luz (DLS)
y Potencial Z

Los histogramas obtenidos para las nanoparticulas sintetizadas se muestran en las figuras

17 y 18. En el caso de las nanoparticulas obtenidas por el método de reduccidn quimica,




encontramos diametros de 52nm (97.3%) y 201nm (2.7%), y las particulas obtenidas por el
método electroquimico presentan diametros de 155nm. En ambos casos se observa que el
tamafio de particula es grande para lo que se esperaba, pero el equipo suele medir como
una sola particula a particulas aglomeradas, por lo que no es una medicion del todo

confiable en el caso de lo obtenido en ambas sintesis.

La medicién de potencial Z indico que las particulas sintetizadas por el método quimico eran
mas estables (-28mV) que las sintetizadas por el método electroquimico (4mV), lo cual
coincide con los tamafios obtenidos por DLS, donde las particulas sintetizadas por la
reduccion quimica, ademads de ser mas pequeiia, presentaban un indice de polidispersion
(PDI) mas pequefio (0.435) que la otra muestra (0.857) donde probablemente existan

aglomerados.

Para corroborar el andlisis se debe realizar un analisis TEM para medir correctamente las

particulas en caso de haber aglomerados.
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Figura 17. Histograma del didmetro promedio de las CuNPs sintetizadas por reduccién quimica.
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Figura 18. Histograma del diametro promedio de las CuNPs sintetizadas por el método electroquimico.




4.2.2 Caracterizacién de nanoparticulas de cobre por Espectroscopia UV-vis

En las figuras 19 (a y b) se presentan los espectros obtenidos para las nanoparticulas

sintetizadas por los dos métodos reportados. Podemos observar un espectro mas definido

para la muestra sintetizada por el método electroquimico donde el plasmdén se encuentra

aproximadamente en 540 nm, mientras que en la muestra sintetizada por reduccién

quimica encontramos el plasmén en aproximadamente 566 nm. En la literatura podemos

encontrar que el plasmén caracteristico de las CUNPs se encuentra alrededor de los 580 nm

[50]. La diferencia en los plasmones puede deberse a la estabilidad y distribucién de

tamafios en las particulas sintetizadas en ambos métodos.
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Figura 19. a) Espectro UV-vis de CuNPs sintetizadas por reduccidn quimica y b) espectro de CuNPs
sintetizadas por el método electroquimico.

4.2.3 Caracterizaciéon de nanoparticulas de cobre por Microscopia Electrénica de
Transmision

Para determinar la morfologia de las particulas obtenidas se utilizd un microscopio

electréonico de trasmisidon. Los resultados obtenidos para la muestra sintetizada por

reduccion quimica se presentan en las figuras 20a-b. Se observan particulas con formas, en

su mayoria, semicirculares y tamafios uniformes pero que presentan en algunas partes,

aglomerados.




Figura 20.(a y b) Imagenes TEM obtenidas para la sintesis por reduccién quimica de CuNPs.

En la figura 21 se observa el histograma de distribucidn de tamafnos de las particulas

sintetizadas donde los tamarfios van de los 2 a los 8 nm.

7
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Figura 21. Distribucién de tamafio de particula para la sintesis por reduccion quimica de CuNPs.

Las imagenes TEM de la muestra de nanoparticulas sintetizadas por el método
electroquimico se presenta en las figuras 22a-b. Las particulas se observan mayormente
aglomeradas. La distribucion de tamafos se presenta en la figura 23, donde en su mayoria,

los tamafos de particula se encuentran entre 10y 20 nm.
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Figura 23. Distribucion de tamafio de particula para la sintesis por el método electroquimico de CuNPs.

4.2.4 Caracterizacién de nanoparticulas de cobre por Difraccién de Rayos X (DRX)

La figura 24 muestra el difractograma obtenido para las muestras sintetizada por reduccién
guimica. Se observan picos de difraccidn caracteristicos del cobre en 20 = 43.22° que
corresponden a la familia de planos (111), en 50.33° correspondiente a la familia de planos
(200) y en 73.94° para la familia de planos (220), por mencionar los mds importantes segun
la intensidad. Los otros picos con mayor intensidad en 26 = 29.63°, 36.50°, 42.40°, 61.52°, y




69.75° corresponden a las familias de planos (110), (111), (200), (220) y (310),

respectivamente, de la fase de éxido cuproso.
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Figura 24. Difractograma de las CuNPs obtenidas por reduccién quimica.

La identificacion de las fases se realizé refinando por el método de Rietveld utilizando el
programa Maud, los resultados se presentan en la tabla 5. Para este caso las fases existentes

fueron la de cobre (41.52% en volumen) y éxido de cobre | (58.48% en volumen).

Tabla 5. Resultados del refinamiento de Rietveld para las CuNPs obtenidas por reduccién quimica.

% en volumen Parametros de red Tamafio de
(A) cristalito (nm) % de error
Cobre 41.52 3.62 119.6
Oxido de cobre | 58.48 4.25 83.59 5.94
(Cu20)

En la figura 25 se presenta el difractograma obtenido para las nanoparticulas sintetizadas
por el método electroquimico. Los picos observados para el cobre se encontraron en 28 =
43.22° y 50.34° para los planos (111) y (200), respectivamente. Para el 6xido de cobre | se
encontraron los picos mas intensos en 20 = 36.37°, 42.25°, 61.28° y 73.40° para la familia

de planos (111), (200), (220) y (311), respectivamente, y para el 6xido de cobre Il se




encontraron las familias de planos (110) y (202) que corresponden a los picos ubicados en
20 = 32.74° y 54.64°.
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Figura 25. Difractograma de las CuNPs obtenidas por el método electroquimico.

Las fases identificadas fueron la de éxido de cobre | (72.61% en volumen), 6xido de cobre Il

(14.65% en volumen) y cobre (12.74% en volumen), como se observa en la tabla 6 donde

estan reportados los resultados del refinamiento aplicado al difractograma.

Tabla 6. Resultados del refinamiento de Rietveld para las CuNPs obtenidas por el método electroquimico.

% en volumen Parametros de red Tamafio de % de error
(A) cristalito (nm)
Oxido de cobre | 72.61 4.27 76.27
(Cu20)
Oxido de cobre I 14.65 a=4.7 99.97
(Cu0) b=3.36 491
c=5.49
B=96.85
Cobre 12.74 3.62 99.58

En ambos casos, el resultado obtenido es muy similar a los parametros de red reportados

en la literatura para analisis DRX a muestras de nanoparticulas de Cu, Cu,0 y CuO [4], [74],

[75].




4.3 Comprobacion de la capacidad bactericida por el método de
microdilucién

La concentracién minima inhibitoria y la concentracién minima bactericida fueron
analizadas para las muestras de nanoparticulas de cobre sintetizadas por reduccién
quimica, por el método electroquimico, y se agregd el quelato de cobre como tercera
muestra (figuras 25a). Los resultados se desglosan en la tabla 7. Para las tres muestras
evaluadas, se observa un mejor resultado contra la cepa E. faecalis (figura 25b) en
comparacion con la concentracién necesaria para actuar como agente bactericida o

bacteriostatico contra las cepas E. coliy S. aureus.

La muestra que actué como mejor agente bactericida fue la de quelato al requerir una
concentracion para inhibir, menor en un orden de magnitud con respecto a las otras dos

muestras de cobre nanométrico.

Tabla 7. Resultados Concentracion Minima Inhibitoria y Minima Bactericida.

CuNPs (reduccion CuNPs (método Quelato
quimica) electroquimico)
Concentracion Inicial: 2.5 x 103 ppm
cMmI CMB CMI CMB cMI CMB
E. coli 2.5x 103 2.5x 103 1.25x 103 1.25x 103 6.25 x 10? 6.25 x 10?
S. aureus 2.5x10° 2.5x 103 2.5x103 2.5x10° 6.25 x 10? 6.25 x 10?
E. faecalis 1.25x 103 1.25 x 10° 1.25x 103 1.25 x 10° 3.12 x 10? 3.12 x 10?

Figura 26. a) Muestras evaluadas para conocer CMI y b) CMB para la muestra de CuNPs (electroquimico)
vs E. faecalis.




4.4 Estudio de la viabilidad celular

El ensayo MTT es uno de los mas empleados en estudios de citotoxicidad porque nos ayuda
a determinar la actividad mitocondrial de las células y que nos permite comprobar que no

existen afectaciones en el metabolismo celular tras la exposicidn a las nanoparticulas [76].

En la figura 27-a se observa la placa que se incubd por un tiempo de 2 horas mientras se
agrega docecilsulfato sédico (SDS) para disolver los cristales de formazan. La coloracion
presentada en la placa nos indica una insuficiencia en el tiempo de incubacién después de
agregar el reactivo MTT (2 horas), por lo que se determind que, para las muestras de 24 y
48 horas, las placas se incubarian por mds tiempo (3-4 horas). En la figura 27-b se presenta
la placa que se incubd por 24 horas. Visualmente se nota que las células no fueron capaces
de reducir las sales de tetrazolio a formazan porque no se observa el tipico coloreado violeta

en los pozos que contenian nanoparticulas.

¥
[N

Figura 27. a) Placa mientras se aplicaba SDS, b) Placa incubada durante 24 horas después de agregar SDS.

La viabilidad celular representada como porcentaje se observa en la figura 28, 29 y 30 para
los tiempos de incubacion de 2, 24 y 48 horas respectivamente. Cada punto representa la
media de 3 réplicas + desviacion estandar de la media. Se considera que un material no es

téxico cuando su viabilidad celular es del 80% o superior a éste valor.

En practicamente en todas las muestras evaluadas, después de dos horas de incubacion, la

viabilidad celular fue menor al 80% (exceptuando el quelato de cobre en concentracién de




1250ppm). En ninguna muestra se presenta una disminucién en la viabilidad celular de un

modo dosis-dependiente.
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Figura 28. Analisis de la viabilidad celular para células PBCM después de dos horas de incubacion con las
nanoparticulas de cobre y quelato de cobre a diferentes concentraciones.

Después de transcurridas las 24 horas de incubacién, la lectura concluyé en una disminucién
considerable del porcentaje de células vivas. Se puede resaltar que el mayor nimero de
células vivas, en todas las concentraciones empleadas, resultan en la muestra de

nanoparticulas de cobre sintetizadas por reduccion quimica (figura 29).
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Figura 29. Andlisis de la viabilidad celular para células PBCM después de 24 horas de incubacion con las
nanoparticulas de cobre y quelato de cobre a diferentes concentraciones.




Después de 48 horas de incubacidn, en algunos casos el porcentaje de células vivas estuvo

cercano a cero. En todas las concentraciones empleadas para el quelato de cobre,

observamos menos proliferacién celular en comparacion con las otras muestras (figura 30).
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Figura 30. Analisis de la viabilidad celular para células PBCM después de 48 horas de incubacién con las

nanoparticulas de cobre y quelato de cobre a diferentes concentraciones.




CAPITULO CINCO

| 5. CONCLUSIONES

Los métodos reportados para la sintesis de nanoparticulas de cobre, en el presente trabajo,
fueron procesos faciles de reproducir, pero que pueden ser perfeccionados si se tiene un
mejor control en las variables que interfieren en ellos. Es necesario plantear una
metodologia donde el procedimiento se realice en ausencia de oxigeno para obtener cobre
mas puro y estable, y sin necesidad de emplear surfactantes o agentes estabilizantes que
interfieran en posteriores pruebas bactericidas. La sintesis quimica derivd en particulas con
tamafios de didmetro de particula mas pequeiios (< 10 nm) y con mejor estabilidad en

comparacion con las nanoparticulas sintetizadas por el método electroquimico.

Con ayuda del analisis por Dispersién Dinamica de Luz se pudo determinar que las particulas
sintetizadas por reduccidn quimica eran mas pequefias que las sintetizadas por el método
electroquimico, sin embargo, en ambos casos, el diametro se encontraba superior a lo
esperado. El andlisis arrojo6 también, que las particulas sintetizadas por la ruta
electroquimica eran menos estables debido a que el indice de polidispersién que
presentaban era el doble del valor obtenido para las particulas sintetizadas con soya. Esto
se comprobd al medir la carga superficial de las muestras, donde el valor para la muestra

sintetizada electroquimicamente era positiva cercana a cero, lo que indica una tendencia a




la aglomeracion en estas particulas. Al contrario, las particulas sintetizadas por la ruta
guimica, tenian una carga negativa con un valor muy cercano a lo sugerido para particulas

estables.

Las medidas del didmetro promedio fueron corroboradas por Microscopia Electrénica de
Transmisién y posteriormente se hizo un andlisis de la distribucidn de tamafos que indicé
que las particulas eran mas pequefias, en ambos casos, que el resultado obtenido por DLS.
Ademas de corroborar que las particulas obtenidas por reduccién quimica eran mas
pequefias y de tamafios uniformes, se pudo observar la morfologia, en su mayoria, formas
semicirculares, y en el caso de las particulas sintetizadas por la via electroquimica, habia

presencia de muchos aglomerados.

Empleando la espectroscopia UV-Vis, se determind que las particulas obtenidas por ambos
métodos eran particulas de cobre en escala nanométrica. Los espectros tienen algunas
diferencias como el ancho del plasmdn, que en el caso de las nanoparticulas sintetizadas
por la ruta electroquimica resultaba mas definido. En ensanchamiento en el plasmdn de las
particulas obtenidas por el método quimico podria deberse a la rapida aparicion de especies

de 6xido de cobre.

Los difractogramas DRX ayudan a concluir que, si bien tenemos presencia de cobre, un
porcentaje de las muestras resulté oxidado. Asi mismo, se obtuvieron tamafos de cristalito

considerablemente grandes para lo que se esperaba.

Con las pruebas bactericidas se concluye que ambas muestras actian mejor contra la cepa
E. facecalis, no obstante, se obtuvieron mejores resultados evaluando el quelato de cobre

contra las tres cepas, E. coli, S. aureus y E. faecalis.

Con el ensayo de viabilidad celular, se puede concluir que las muestras evaluadas son
toxicas al no presentar en ningun tiempo de incubacidén, ni en ninguna de las
concentraciones evaluadas, un porcentaje de viabilidad igual o superior al 80%, aunque a
pesar de esto, los porcentajes que prevalecieron fueron los presentados para la muestra de
CuNPs sintetizadas con soya, que, en los tres tiempos de incubacién, su viabilidad rondé el
30%.
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