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RESUMEN

En este Trabajo de Grado, modalidad investigacion, se determiné las propiedades
antibacteriales de polvos ceramicos de 6xido de cinc (ZnO) sintetizados por los métodos
Sol-Gel y precipitacién controlada. Durante la obtencién de ZnO se variaron algunos
parametros de sintesis, tales como: naturaleza del solvente de sintesis y concentracion
de los precursores quimicos, lo que permiti6 obtener dos morfologias para las
nanoparticulas de ZnO, esferoidal (Sol-Gel) y acicular (precipitacion controlada),

caracteristica importante de los productos considerando el interés central del proyecto.

Los polvos sintetizados, por los métodos de sintesis mencionados, se caracterizaron
mediante técnicas espectroscopicas: espectroscopia infrarroja (IR), para determinar los
grupos funcionales presentes en los polvos sintetizados; difraccion de rayos X (DRX),
para determinar la fase cristalina presentes en los mismos; microscopia electrénica de
transmision (MET), para determinar el tamafio, la morfologia y la homogeneidad de los
polvos ceramicos sintetizados. Los resultados de estos estudios de caracterizacion
indicaron que la metodologia sol-gel permitié obtener ZnO de tamafio nanométrico, entre
20 nm y 40 nm con morfologia esferoidal, y usando el método de precipitacion controlada
se obtuvieron particulas de ZnO con morfologia acicular, de tamafo entre 40 nm de
didmetro por 400 nm de longitud, muestra que presentd una mayor cantidad de

aglomerados que la obtenida por Sol-Gel.

A los polvos ceramicos sintetizados, tanto esferoidales como aciculares, se les evalu6 su
capacidad antibacterial usando una cepa de bacterias Gram Negativa, Escherichia coli.
Con estos estudios se determind el efecto antibacterial de las nanoparticulas de ZnO,
encontrandose que parametros como la morfologia y la concentracion de 6xido, en el
medio de cultivo, afectaron notablemente la accién antibacterial de este sobre la cepa de
E. coli. Este efecto antibacterial se analiz6 registrando la fase de crecimiento de la cepa
en un medio de cultivo liquido, tal que las curvas de crecimiento a los diferentes
tratamientos de ZnO fueron construidas utilizando datos de espectrofotometria ultravioleta

visible del sistema, midiendo la densidad 6ptica a 600 nm.



Por medio de estas curvas de inhibicion al crecimiento de la cepa de bacterias se
establecio la concentracion minima inhibitoria (CIM), referenciando las normas del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), para determinar la minima
concentracion de ZnO que inhibe el 50% del crecimiento bacteriano CIM, se obtuvo que
esta era de 0,45 mg/mL, para la morfologia esferoidal, y de 0,95 mg/mL, para la acicular.
Los resultados indican que la morfologia esferoidal, sintetizada por el método sol-gel,
presento una mayor actividad antibacterial que la morfologia acicular, sintetizada por el
método de precipitacién controlada, lo que indica el efecto tanto de la morfologia como del
método de sintesis sobre la funcionalidad del ZnO, concretamente sobre la potencial
aplicacion de estas nanoparticulas como agentes antimicrobianos para combatir

microorganismos patdgenos.
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1.1 INTRODUCCION

Una gran variedad de Nanoparticulas (NPs) de 6xidos metalicos estan siendo empleadas
en la fabricacién y desarrollo de muchos productos, donde la capacidad catalitica Unica de
estas nanoestructuras, sus propiedades optoelectrénicas y actividad antimicrobiana, entre
otras funcionalidades, las hacen necesarias y prometedoras para una amplia gama de
aplicaciones. La nanotecnologia comprende el estudio, sintesis, manipulacion de
materiales, equipos y sistemas funcionales a través del control de la materia a nivel de la
nanoescala, siendo un nanémetro (nm) la billonésima parte de un metro [1]. A través de
esta tecnologia, es posible proponer y disefiar equipos y materiales con propiedades
totalmente nuevas y Unicas, con gran impacto en el desarrollo de la electrbnica, la
gquimica, la medicina, etc., y en general de la industria. Especificamente, la actividad
antibacteriana del 6xido de cinc ha sido ampliamente explorada, encontrdndose que la
concentracion, el tamafio de las nanoparticulas y la temperatura pueden afectar dicha
actividad [2].

Los microorganismos son responsables de una gran variedad de infecciones que, pueden
llegar a ser mortales, entre ellas estan la neumonia, meningitis, peritonitis, dermatofitosis,
histoplasmosis, coccidiosis, etc. No obstante, el descubrimiento de los antibidticos ha
tenido un efecto muy importante en la medicina moderna, ya que estos han facilitado la
curacion y/o control de muchas infecciones producidas por microorganismos que son una
amenaza para la vida. Sin embargo la efectividad de estos agentes se esta volviendo
cada vez mas limitada [3], debido, por ejemplo a su uso inadecuado, generando
mutaciones genéticas en muchos microorganismos, como ha sucedido con algunas
bacterias. Lo anterior ha permitido el desarrollo cada vez méas frecuentemente, de cepas
resistentes a los antibiticos las cuales, mediante mecanismos genéticos, transmiten
estos genes de resistencia a su descendencia, imposibilitando a los antibiéticos realizar
su normal efecto antimicrobiano [4]. Esta probleméatica mundial ha generado la necesidad
de buscar nuevas fuentes de principios antimicrobianos, lo que ha llevado a considerar a
la nanotecnologia como una prometedora alternativa, ya que resultados recientes,
muestran que muchos metales y nanomateriales de oxidos metalicos, por ejemplo Ag,
TiO,, SiO,, MgO y CaO estan recibiendo atencion cientifica significativa, por su posible
uso como biocidas o agentes desinfectantes [1,2]. En este sentido, las NPs de ZnO han
mostrado ser versétiles y se consideran como potenciales agentes biocidas o

desinfectantes, con ventajas adicionales como su alta estabilidad y resistencia a



condiciones adversas de temperatura, humedad, etc., mayor a la que presentan los

agentes desinfectantes o antimicrobianos basados en moléculas organicas.

En el presente estudio se determiné si las nanoparticulas sintetizadas que presentaban
diferentes morfologias, obtenidas empleando diferentes métodos de sintesis, tenian
propiedades antibacteriales y que tan comparables eran sus capacidades antibacteriales
sobre una cepa de bacterias E. coli, en ensayos in vitro. Para ello, se realizdé un estudio
sistematico con el fin de dilucidar el papel de las especies reactivas de oxigeno (ROS),
como mecanismo, en la actividad antibacteriana de las NPs de ZnO. En un sistema
biolégico, los ROS se determinan usando el método de especies reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS), lo que lleva a la formacion de un complejo de color rosa entre el
acido tiobarbittrico (TBA) y malondialdehido (MDA) que se puede medir cuantitativamente
usando un método espectrofotométrico a 532 nm [5]. El MDA se produce durante la
peroxidacion lipidica de acidos grasos insaturados propiciada por radicales libres que
involucran al oxigeno, donde la intensidad medida se relaciona con la concentracion de
ROS presentes en el sistema. Esta metodologia fue usada ya que este ensayo, que

involucra el TBARS, es un importante indicador de estrés oxidativo [6].

En este trabajo se han determinado los niveles de MDA como un indicador de los ROS
generados durante la interaccion entre el ZnO y las bacterias en los medios de cultivo,
para diferentes concentraciones crecientes, de NPs de ZnO, tanto con morfologia esférica
como acicular. Se consideré que los ROS generados en los diferentes medios de cultivo
tenian su origen en la oxidaciéon de los lipidos que conforman la membrana de las
bacterias E. coli, por lo que se condicioné el crecimiento bacteriano a condiciones
bacteriostaticas o bactericidas. Ademas, se verifico el papel de los ROS en el proceso, en
presencia de un antioxidante en el medio de cultivo por medio de los ensayos de TBARS,

encontrandose una disminucién del efecto antibacterial de las NPs de ZnO.

El tema tratado es de interés para el Grupo de Investigacién de Ciencia y Tecnologia de
los Materiales Ceramicos - CYTEMAC, del Departamento de Fisica - FACNED, para
fortalecer la linea de investigacion de remediacion medioambiental usando
nanotecnologia. La informacion reportada en este documento aporta al desarrollo de
temas de investigacion de vanguardia en el campo de la ciencia e ingenieria de los
materiales y establece una importante referencia para la realizacion de estudios

posteriores e, incluso, si se considera la elaboracién de productos con éste tipo de



nanomaterial aprovechando sus propiedades como agentes antimicrobianos, para el

beneficio de la humanidad.
1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando la propiedad bactericida que presenta el ZnO [2], la literatura cientifica
reporta que el mecanismo antibacterial ain no estd completamente dilucidado; varios
autores involucran en el mismo la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
generadas por interacciones superficiales con los medios de cultivo [7], las cuales
participarian de manera activa en el mismo, asi como iones libres del metal (Zn** por
ejemplo) o complejos de este metal, e interaccién con la membrana y el ADN [8], entre
otros posibles mecanismos. Sin embargo, los detalles especificos de las reacciones entre
las sustancias quimicas y el sistema organico, que conforma la bacteria, no se comprende
aun completamente. Por ello, es necesario la realizacion de trabajos de investigacion
orientados a evaluar el posible mecanismo involucrado en el efecto bactericida de dicho
oxido metalico (ZnO) o que suministre informacion para conocer mas sobre los posibles

mecanismos.

Con lo anterior surgen las siguientes inquietudes ¢ Tendra alguna influencia la morfologia
de las NPs de ZnO, considerando el efecto mecanico y superficial asociado a esta
caracteristica, sobre la capacidad antibacterial de las nanoparticulas de ZnO? ¢Qué
efecto tendria la presencia de un antioxidante en los medios de -cultivos con

nanoparticulas?

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del ZnO nanoparticulado, con dos
morfologias diferentes, sobre cepas de E. coli, cuantificando la evolucién del
malondialdehido (MDA), biomarcador producto de la peroxidacion lipidica, generado
durante la interaccion ZnO - E. coli, utilizando para ello espectrofotometria ultravioleta UV-
Vis; estos resultados son Gtiles como conocimiento basico para estructurar un modelo del

mecanismo antibacterial.
1.3 JUSTIFICACION

La literatura cientifica reitera la importancia de las nanoparticulas de Oxido de cinc
(ZnO-NPs) debido a sus propiedades épticas y electrénicas que, considerando ademas su
naturaleza semiconductora, las hace aptas para diferentes aplicaciones [1], entre las que
se destacan: el disefio de sensores, transistores, celdas solares, nanofésforos con

emision en la region visible del espectro, etc. Especificamente, la actividad antibacteriana



del 6xido de cinc ha sido ampliamente explorada, encontrdndose que la concentracion, el

tamafio de las nanoparticulas y la temperatura pueden afectar dicha actividad.

Las anteriores aplicaciones de las ZnO-NP requieren de la obtencion controlada y
reproducible de las mismas, propicidndoles las caracteristicas requeridas para su
funcionalidad. Para tener un buen control de la morfologia obtenida es importante
establecer e implementar, en forma adecuada, el medio y el método de preparacion.
Existen en la actualidad varios métodos de sintesis que ofrecen una gran variedad de
alternativas para generar diferentes nanomateriales con diferentes caracteristicas. En el
presente trabajo se estudiaron dos métodos de sintesis para obtener dos morfologias
diferentes de las nanoparticulas de ZnO: uno de ellos fue el método de sol-gel y el otro el
método de precipitacion controlada [3]. Se considerd que controlando los parametros
fisicos y quimicos del sistema, durante el proceso de sintesis, era posible controlar el
tamafio y la forma de la nanoparticula; este trabajo busca presentar una alternativa rapida
y sencilla para sintetizar nano-particulas de ZnO, de diferente morfologia, afectando la
etapa de nucleacion de la fase sélida. Para ello se vari6 la concentracién del precursor de
reaccion, asi mismo se usO un surfactante en la mezcla de reaccion para impedir el
crecimiento de los nucleos de ZnO. Finalmente, se evalud la capacidad antibacterial del
ZnO-NP sintetizado poniendo especial atencién a la morfologia que ellas presentaban,
dependiendo del método de sintesis empleado.

En resumen, en el presente trabajo se describe los principales resultados obtenidos de la
sintesis de Nanoparticulas de ZnO, su caracterizacion estructural, y las propiedades

antibacteriales de las mismas.
1.4 OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar el efecto de la morfologia de las nanoparticulas de ZnO sobre su funcionalidad

antibacterial en bacterias E. coli.
Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas con morfologias definidas: esferoidales, empleando el

método sol-gel, y nanoagujas haciendo uso del método de precipitacion controlada.



e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de ZnO
sintetizadas utilizando técnicas como DRX, espectroscopia IR, y microscopia

electrénica de transmision.

¢ I|dentificar el efecto de la morfologia de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas
sobre su accion antibacterial, tomando como cepa referencia el E. coli, usando
para ello como biomarcador, el MDA y observando los cambios estructurales

en la membrana plasmatica.

e Determinar, a partir de los ensayos de inactivacidon de bacterias, la importancia que
tienen los efectos mecénicos y superficiales propiciados por la morfologia de las

nanoparticulas.
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(Capituto 2

OBTENCION DE NANOPARTICULAS DE ZnO CON
DIFERENTE MORFOLOGIA



2.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL ZnO

El 6xido de cinc (ZnO) es un compuesto inorganico de masa molecular 81,40 g/mol,
parcialmente soluble y ligeramente alcalino en agua, de naturaleza semiconductora, tipo
[I-VI, con un valor de 3.37eV de banda prohibida (banda “gap”). Este 6xido presenta un
espectro de emisién con bandas en el UV-vis [1] caracteristicas que en afios recientes, ha
generado un gran interés debido a que las propiedades fisicas que de ella se derivan,
propiciarian el desarrollo de componentes para aplicaciones optoelectronicas [2]. Muchos
semiconductores binarios del tipo 1I-VI, como el ZnO, cristalizan tanto en la estructura de
blenda de zinc o como wurtzita hexagonal, siendo ésta Ultima la estructura mas estable
del ZnO [2]; estas formas de cristalizacion se ilustran en la figura 2.1a y 2.1b. Los atomos
se encuentran lo suficientemente alejados para compensar las repulsiones apreciables
entre sus nubes de carga electrénica, generadas por la diferencia de electronegatividades
entre el cinc (1.6) y el oxigeno (3.5). Para garantizar la estabilidad eléctrica de la
estructura, cada anion se encuentra rodeado por cuatro cationes, en las esquinas de un
tetraedro, y viceversa. Esta caracteristica se puede apreciar con claridad en la figura 2b,

siendo esta coordinacion tetraédrica tipica del enlace covalente con hibridacion sp3.

@) (b) (c)

Figura 2.1 Estructuras cristalinas del ZnO: (a) blenda de Zn, (b) wurtzita hexagonal y (c) planos
cristalinos de los &tomos.

Esta estructura se puede considerar como una combinacién alternada de planos de
atomos de oxigeno y de planos de atomos de cinc, apilados a lo largo del eje ¢, con un
desplazamiento entre ellos de 0.38c, siendo ¢ su pardmetro de red en la direccién vertical
(figura 2.1c). Los valores de los parametros de red del ZnO, en condiciones normales de
presion y temperatura, son a=3.253 Ay ¢=5.213 A y su densidad es de 5,065 g/cm®[3]. El
ZnO no es toxico, ni irritante y es un compuesto que presenta caracteristicas anféteras
gue se disuelve tanto en acido, formando sales, como en bases, produciendo cincatos del
tipo [Zn (OH)s] y [Zn (OH).] ™ [4] tal como lo indican las ecuaciones (2.1) y (2.2).
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ZnO + 2 HCI — ZnCl, + H,0 (2.1)
ZnO + 2 NaOH + H,0 — Na,[Zn(OH).] (2.2)
2.2 USOS DEL OXIDO DE CINC

El ZnO ha sido empleado en diversas aplicaciones por miles de afios, El cinc es
actualmente, el cuarto metal de mayor consumo en el mundo después del hierro, aluminio
y cobre, y juega un papel importante en una amplia gama de aplicaciones, tanto
domésticas como cientificas. EI ZnO es considerado como un gran material para la
ingenieria, con una produccién que se acerca al millén y medio de toneladas al afio [5]. La
principal aplicacion se da en la industria del caucho donde el ZnO junto con el acido
estedrico, activan la vulcanizacion de este [4]. En una menor proporcién se encuentra su
aplicacion en la industria de la cerdmica, por sus propiedades fisicas, lo convierten en un
aditivo adecuado, tal como ocurre en la industria del hormigbn mejorando sus
propiedades. Por otro lado, las aplicaciones domésticas son altas, encontrandose en
productos farmacéuticos, como en la crema de calamina (agente anti-picazén que es una
mezcla de ZnO con Fe,03), en las pinturas y en otros productos quimicos. También se ha
comprobado que el ZnO, en la presentacion de finas particulas, tiene propiedades
bactericidas, razon por la cual es afiadido a varios materiales como el algodén, caucho, o
los envoltorios de comida para cumplir esta funcionalidad. También es usado en una gran
variedad de tratamientos para la piel, en productos como ungiientos antisépticos, cremas,
lociones, protectores solares; este Ultimo uso se debe a que no es absorbido por la piel,
por lo que se queda en la superficie, y bloquea los rayos ultravioleta [6].Sus aplicaciones
potenciales se dan en el campo de la electrénica ya que es un semiconductor de “gap”
ancho (3,37eV) y por esto es usado para la fabricacion de laseres de luz UV, LEDS,
emisores de campo, celdas solares, sensores de gases, pantallas de cristal liquido,

transistores, varistores, entre otros [7,8].
2.3 NANOPARTICULAS DE ZnO

Debido a sus propiedades, el 6xido de cinc tiene un gran interés tecnolégico en
estructuras de baja dimensionalidad. Se pueden obtener nanoestructuras de ZnO en
forma de nanoparticulas, nanohilos, nanofibras, etc., todas ellas a escala nano (10®° m).
Por este tamafio tan pequefio, la relacion entre los &tomos de superficie y los del interior

es mucho mayor que en materiales de mayor tamaiio.



Las propiedades de los materiales dependen del ordenamiento de sus atomos y de como
se disponen y mueven los electrones dentro de ellos. En un nanomaterial el movimiento
de los electrones estara limitado por sus dimensiones, dando origen al
denominado confinamiento cuantico de los electrones. La variedad de nanoestructuras ha
propiciado la optimizacion de sus propiedades, permitiendo que sea considerado como un
material con gran potencialidad en muchos campos de la nanotecnologia. Puede
presentar estructuras unidimensionales (1D), bidimensionales (2D) y tridimensionales
(3D). Siendo las primeras las que constituyen el mayor grupo y en ellas se incluyen las
nanovarillas, nanoagujas, nanotubos etc. Como estructura 2D se obtienen nanoplacas y

nanohojas, y en estructura 3D como flores diente de ledn, copos de nieve, etc. [9].
2.4 METODOS DE OBTENCION DE LAS NANOPARTICULAS DE ZnO
2.4.1 Rutas Quimicas

Considerando los requerimientos en nanotecnologia, la quimica de la sintesis, en general,
ha sido utiizada para desarrollar diferentes metodos con el fin deobtener nanoparticulas;
cada uno de estos métodos tiene sus ventajaspropias y limitaciones. Hay dos enfoques
fundamentales para fabricar los nanomateriales. EI denominado enfoque "abajo hacia
arriba" (“bottom-up”), que involucra principalmente a los métodos quimicos, considera la
obtencion de un nanomaterial, desde sus componentes basicos, a través de la
condensacion de atomos o moléculas, en fase gaseosa o en solucién, lo que propicia la
formacion de nucleos y su crecimiento; controlando estos procesos, se podrian disefiar
particulas con cierto tamafio y/o morfologia, que presenten las propiedades deseadas. El
segundo enfoque, método "arriba hacia abajo" (“top-down”), involucra, principalmente,
métodos fisicos que favorecen la divisién de so6lidos masicos en porciones mas pequefas
(por ejemplo por molienda), implicando la re-estructuracion de un material para obtener un

nanomaterial [10].
2.4.1.1 Método hidrotermal

Esta es una técnica en la que un precursor metalico, normalmente una sal metalica, se
disuelve en agua, en un recipiente cerrado, y luego se calienta, por encima del punto de
ebullicion del agua, generandose una presion superior a la atmosférica (normalmente
moderada). Es una técnica muy usada en la sintesis de polvos cerdmicos ya que esta
permite controlar la morfologia de las particulas, ajustando la concentracion del solvente y
la de los precursores utilizados [11]. Dadas las condiciones del proceso, se logra una

mejor disolucion de los componentes del sistema, permitiendo la disolucion o la reaccion
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de especies muy poco solubles a condiciones habituales, por ejemplo: aluminosilicatos,
titanatos y sulfuros [10]. El objetivo de esta técnica es lograr una mejor disolucion de los
componentes de un sistema y asi se logran disolver o hacer reaccionar especies muy
poco solubles en condiciones habituales, el agua es calentada a 600 °C, experimentando
una disociacion, en H;O" y OH~, por lo que agua a estas condiciones se comportaria,
simultdneamente, como un &cido y una base bastante fuertes, capaces de propiciar
ataques acido-base mucho mas agresivos. También, en este proceso, se puede controlar
la homogeneidad de las fases ya que se pueden regular las especies involucradas en la
formacion de nucleos, con el previo conocimiento de las reacciones que ocurren en el

sistema [9].
2.4.1.2 Método Precursor polimérico (Pechini)

Recibe el nombre de su pionero M. Pechini quien en 1967 desarrollo la técnica para
obtener titanatos alcalinotérreos para su utilizacion como dieléctricos de condensadores
[12]. El método se estructuré como una variacion del método sol-gel, el cual fue empleado
para la obtencion de peliculas delgadas. Sin embargo, este ha sido ampliamente usado

para el desarrollo de otras novedades tecnolégicas [13].

El método Pechini esta basado en la formacién de complejos metalicos favoreciendo la
reaccion de acidos alfa-hidroxicarboxilicos, que contienen grupos hidroxilicos, y cationes
metalicos, donde se ha hecho uso, principalmente, de acido citrico, el cual actia como
agente quelante de dichos cationes [12,13]. Después, con la adicién de un polialcohol,
como el etilenglicol, se origina una resina polimérica al reaccionar este alcohol y el &cido
quelante [12,14]. Posteriormente, al calentar el sistema, se elimina agua y se forma la
resina polimérica con los iones precursores acomplejados en su estructura; este material
es calcinado, para descomponer la estructura organica de la resina, y posteriormente
tratado térmicamente a una temperatura adecuada para obtener la fase cristalina
deseada. Entre las ventajas que este método ofrece, esta la alta pureza y homogeneidad
que presenta el producto final y la posibilidad de sintetizar materiales nanométricos de
composiciones complejas; esto ha hecho que el método Pechini sea ampliamente
utilizado para obtener diversos Oxidos multicomponentes, para diferentes aplicaciones
[15].

2.4.1.3 Método de combustidn

Es una técnica muy utilizada en la sintesis de materiales ceramicos con cierta estructura y

que presentan funcionalidad, entre ellos catalizadores, aleaciones y nanomateriales en
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general. En este método, el calor requerido para llevar a cabo la sintesis, es aportado
principalmente por la reaccién exotérmica que ocurre entre los reactivos precursores y el
“‘combustible”, por ejemplo la urea, reduciendo significantemente la cantidad del calor que

tiene que ser aportado por la fuente externa [16].

La sintesis por combustién quimica, en solucion, consiste en poner en contacto una
solucion acuosa de sales del metal de interés, como los nitratos, con un apropiado
combustible organico, como la urea, a temperaturas en el intervalo de 400-800 °C.
Cuando la mezcla empieza a calentarse, se genera energia térmica de manera muy
rapida, lo que propicia una reaccién exotérmica brusca dando como resultado la
formacion en el sistema, de un Oxido metalico en forma de polvo, que puede ser
empleado como material adsorbente [16] y/o para hacer uso de su actividad fotocatalitica,
dada su gran area superficial. Este método es facil y rapido comparado con otros métodos
convencionales y esta basado en la descomposicion explosiva de reactivos de nitrato,
haciendo uso de un combustible organico, lo que puede originar estructuras porosas de

nanoparticulas, por ejemplo de ZnO [17].
2.4.1.4 Método mecanogquimico

Es una de las metodologias de sintesis mas ecoldgicas actualmente, debido a que no se
usan disolventes quimicos y se aprovecha la energia mecéanica generada por los
elementos de molienda o por los morteros comunes. La friccion generada en estos
procesos, sobre los materiales iniciales, origina cambios energéticos en los solidos,
propiciados por la acumulacion de defectos en condicion de no-equilibrio en los
materiales. Lo anterior ocasiona estiramientos reversibles de los enlaces y una alta
energia de vibracion de los atomos de los reactivos en contacto, favoreciendo la ruptura
de los enlaces activos para la formacion de los enlaces de los productos, disminuyendo
asi las energias de activacion y activando los sélidos para que ocurran las reacciones
quimicas en estado sélido [10]. Este método se ha aplicado ampliamente en la sintesis de

una gran variedad de nanoparticulas, incluyendo ZnS, CdS, LiMn,O,, SiO, y CeO,[18].

Un diluyente, a menudo el subproducto de la reaccion (sal), se incorpora a los materiales
de partida durante el procesamiento mecanoquimico para separar las nanoparticulas y
prevenir su posterior crecimiento [18]. La eliminacién de esta sal de la matriz se lleva a
cabo, generalmente, a través de un simple lavado y, como resultado, el polvo sintetizado
no presenta al final gran aglomeracion. Es un método simple, barato y cémodo que es

especialmente adecuado para la produccion de las hanoparticulas a gran escala [19].
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2.4.1.5 Metodologia Sol-Gel

Es una ruta quimica de sintesis de gran importancia cientifica y tecnologica que permite
obtener polvos cerdmicos nanoestructurados. Es una excelente opcién para producir
materiales de alta calidad y pureza, con alta homogeneidad de los productos, utilizando
bajas temperaturas para su obtencion si se compara con los procesos convencionales. A
través de este proceso se pueden sintetizar principalmente éxidos inorgénicos pero,
también, se pueden obtener nitratos, sulfuros, hibridos organicos e inorganicos, entre
otros materiales. Consta de varios pasos: mezclado, gelificacion, envejecimiento, secado
y calcinacion [20].

“

Este proceso implica la transicion de un sistema predominantemente liquido, “sol”
(suspension coloidal de particulas solidas con tamafios nanométricos, con diametros de
1-100 nm), a uno predominantemente solido, “gel” (solido constituido por al menos dos
fases, con la fase liquida atrapada e inmovilizada en la fase solida) [20]. La quimica del
proceso Sol-Gel estad basada en el desarrollo, en el seno del sistema, de reacciones de
hidrélisis y condensacion de especies quimicas provenientes de los precursores
moleculares utilizados para formar el “sol’. Los precursores se usan para conformar
soluciones acuosas y estos pueden ser o una sal inorganica o un compuesto 6rgano-
metdlico, entre otros posibles reactivos quimicos que contengan el catién de interés

[21,22]

En estas suspensiones, la fase dispersada es tan pequefia que las fuerzas gravitacionales
se pueden despreciar y las interacciones que predominan son las fuerzas de corto
alcance, tipo atraccion de Van der Waals, las couldmbicas y las estéricas. La
transformacioén posterior de sol a gel, denominada proceso de gelacion, comienza
después de que el precursor se dispersa homogéneamente y se forma el “sol”, a través de
reacciones de olacion y oxolacién que favorecen las reacciones de condensacion [20-23],
llegando a rigidizarse el sistema por el desarrollo de un cambio brusco de liquido
altamente viscoso a fase sélida. Se puede utilizar un acido o base como catalizador, para
favorecer la hidrolisis del ion de interés por ejemplo el Zn**, propiciando la formacion de
especias acuo, hidroxo u oxo, o combinaciones de ellas, o adicionalmente, como para el
caso del cinc, especies Zn-(OH, OR con R= alquilo). Estas especies pueden dar origen a
nucleos de la fase sdlida, que crecen y pueden formar precipitados, tal que su
composicion quimica, tamafo y forma de particula primaria puede depender del tipo de

solvente, asi como de la naturaleza del precursor. En el caso de que el gel perdure, o sea
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gue no se presente separacion de fases, éste puede estar constituido por una red de
grandes cadenas polinucleares o cadenas de particulas sélidas muy finas (en el rango de
los nanémetros), reteniendo en su interior un fase liquida (solvente organico o acuoso)
[20,22,24].

Durante el proceso de gelacién, la viscosidad se incrementa rapidamente, sin embargo
con un control apropiado del sistema, principalmente de las reacciones de condensacion,
la viscosidad del “sol” puede cambiar de manera controlada. Algunos pardmetros
importantes que se consideran para el proceso son: la concentracion de los precursores,
la temperatura a la que se realiza el proceso y la presencia de catalizadores acidos o
basicos; cualquier cambio del pH de la solucién desplazara el equilibrio de hidrdlisis y por
lo tanto ocasionara un cambio de la electronegatividad promedio del medio, que puede
afectar el tamafio de las particulas, por ejemplo. El uso de surfactantes en la mezcla de
reaccién impide el crecimiento exagerado e irregular de los nucleos, favoreciendo la

formacion de las nanoparticulas con un tamafo y morfologia determinada [25-28].

El “gel” es por lo tanto, una interconexion de una red rigida constituida por poros de
dimensiones submicrométricas y cadenas poliméricas. El término “envejecimiento” es
utilizado para denominar al proceso de cambio de la estructura y de las propiedades del
sistema después de la gelacion; si éste se deja reposar a temperatura ambiente, durante
un cierto periodo de tiempo, el gel se encogera expulsando tanto el solvente como al agua
residual presentes en la estructura [20]. El envejecimiento involucra procesos de
condensacioén, disolucion y re-precipitacién, asi como las transformaciones de fase que
puedan ocurrir dentro de las fases solidas o liquidas que existen en el sistema. Al terminar
el tiempo de envejecimiento, por lo general aln la fase sélida contiene solvente y agua los
cuales pueden ser retirados de la misma por un método separativo (centrifugacion,
filtracibn o evaporacion). Tras un proceso térmico el sélido se somete a una etapa de
calcinacién, donde finalmente se obtienen los polvos ceramicos de interés con diversas
formas de monolito (esferas, fibras, etc.), o de pelicula delgada, cuando el “sol’ se
deposita sobre un sustrato de vidrio y se forma un “gel humedo” sobre este; al secar el
sistema, y tratarlo térmicamente, se obtiene un polvo ceramico [29,30]. En la figura 2.2 se

muestra el esquema del procedimiento general del método sol-gel.
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Figura 2.2. Esquema del procedimiento general del método sol-gel.
2.4.1.6 Método de precipitacion controlada

Este método consiste en la disolucion de una sal de cinc utilizando un agente acidulante,
en agua, para conformar una solucion homogénea totalmente traslucida. Posteriormente,
se adiciona de manera controlada el agente precipitante, normalmente una base débil
como hidréxido de amonio (NH;OH) manteniendo el sistema en constante agitacion, hasta
propiciar la precipitacion de un compuesto de cinc sélido en el seno de la solucion; este
sblido se extrae, y se trata térmicamente [31,32]. Durante la adicibn del agente
precipitante se registran los cambios de pH, El precipitado obtenido al final del

procedimiento, se trata térmicamente para obtener el sélido de interés.

El proceso de precipitacion controlada, utilizado para la obtenciéon de los polvos
ceramicos, involucra diferentes etapas entre las que se destacan: la nucleacién de la fase
sélida, el crecimiento de los nucleos y el proceso de envejecimiento del sistema [31-33],
etapas que se representan esquematicamente en la figura 2.3. El intervalo de tiempo
dentro del cual ocurre el proceso de precipitacion puede variar, desde unos pocos

segundos, hasta dias, meses o afios [31].

+— Nucleacibon ——

o

e

/' Cambios secundarios
— recristalizacion,
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Figura 2.3 Procesos cinéticos involucrados en el proceso de precipitacion controlada.
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En la solucion que se disuelve la sal de cinc, se obtiene la fase sélida, la fase liquida
Opticamente homogénea y en continua agitacion, estaria constituida por atomos,
moléculas e iones complejos enlazados con moléculas del solvente y otros constituyentes
de la solucién. Con el proceso de precipitacion se busca la transicion de esa fase liquida
homogénea a una estructura sélida homogénea dispersa en el sistema, en forma de
pequefias particulas de sdlido de dimensiones nanométricas y que pueden presentar

patrones reticulares regulares de largo rango (cristales) o de orden local (amorfos) [34].

El agente precipitante promueve la formacion de especies quimicas no solubles a través
de reacciones fisicoquimicas que ocurren en el seno del sistema. Estas nuevas especies
guimicas pueden ser asociaciones de iones o moléculas, complejos de iones individuales,
especies mono o polinucleares u oligbmeros, principalmente (figura 2.4). Posteriormente,
debido a que la concentracién de estas especies aumenta, o que ocasiona cambios en su
actividad, asi como del pH de la solucion, se favorece la formacion de embriones o sea de
unidades que carecen de una red cristalina estable, que se forman y se disuelven
facilmente [35]. Cuando los embriones alcanzan un “tamanio critico” se forman los nucleos
de la fase sdlida, esta etapa denominada “nucleacién”, es el principal proceso relacionado
con la formacion de los cristales en el seno de la solucién, el cual ocasiona un cambio de
estado en una regién pequefia del volumen del sistema, pero estable. Es decir, para
comprender la formacion de un cristal en el seno de un liquido, se debe considerar que,
inicialmente, en la disoluciéon se tienen monémeros y moléculas simples, sometidas a
movimiento browniano y a colisiones inelasticas. En segundo lugar se deberia contemplar
la accion de las fuerzas intermoleculares que tratarian de unir a los mondémeros,
favoreciendo la formacion de especies polinucleares vy, finalmente, de los nucleos; estas
fuerzas dependerian de factores como: pH, fuerza i6nica, constante dieléctrica del

disolvente, etc.

Para que la nucleacion de la fase soélida se produzca, se debe superar una barrera
energética durante el proceso lo que exige un cierto grado de sobresaturacion (ver figura
2.3) [31]. Los nucleos son unidades basicas que pueden crecer debido a que poseen una
estructura béasica de solido cristalino. Esta transicion de liquido a solido ocurre en varias

etapas, tal como lo ilustra la figura 2.4.
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Figura 2.4 Esquema del proceso de nucleacién y crecimiento de nanocristales en solucién.

Finalmente, se conforma el nlcleo base para que, posteriormente, se forme un cristal.
Existen diferentes tipos de nucleacion: (1) la nucleacion primaria que puede clasificarse
en homogénea, si ocurre directamente a partir de disoluciones puras, y heterogénea,
inducida por otras superficies ajenas al cristal. (2) La nucleacién secundaria es inducida
por la presencia de otros cristales y el crecimiento cristalino se realiza por la formacion de
capas monomoleculares de las especies quimicas, componentes del precipitado, que no
han reaccionado y que se pueden adsorber individualmente sobre la superficie de los

nucleos o cristalitos iniciales, ocasionando el crecimiento de los mismos.
2.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para la obtencién de los polvos ceramicos de 6xido de cinc con diferentes morfologias se
emplearon dos metodologias diferentes, el método sol-gel y el método de precipitacion
controlada, para obtener nanoparticulas de ZnO con morfologias esferoidal y acicular,
respectivamente; 6xidos con morfologias de interés para este trabajo. Se emplearon los

equipos Yy reactivos listados en la tabla 2.1, donde se indica su pureza y marca.

Tabla 2.1 Equipos y reactivos usados para la sintesis y caracterizacion del ZnO.

REACTIVO MARCA PUREZA
Acetato de cinc di-hidratado. Merck 99%

Bromuro de cetiltrimetilamonio Merck 99.97%
Etanol absoluto Merck 99%
hidroxido de amonio Mallinkrodt 28%
Acido nitrico Merck 67%
dosificador Dosimat Metrohm775 | = --------
Dispersor de alta cizalla Ultraturrax T50 | --------
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pH-metro Metrohm 744 |  --eeeee-
Horno Carbolite | -=—-m--
Espectrofotometro (FT-IR) Termo Electrén Nicolet | --------
IR 200 FT-IR
Microscopio electronico JEOL 1.200EX | -
Difractometro de rayos X Bruker modeloD8 | ----—----
Advance

2.5.1 Metodologia sol-gel

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados en este trabajo es importante obtener un
polvo ceramico de ZnO nanoparticulado y con baja aglomeracion. Para cumplir con estos
requerimientos se controlaron los parAmetros mas importantes que intervienen en el
desarrollo del proceso de sintesis, tales como: naturaleza y concentracion de los
precursores, naturaleza del solvente, pH del sistema y presencia de un surfactante,
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), asi como la temperatura y tiempos de duracion de

los tratamientos térmicos.

1. En el método sol-gel, tal como se mencioné anteriormente, la obtencién de los “soles”
de ZnO se realiz6 a través de las reacciones de hidrdlisis y policondensacion del
acetato de cinc dihidratado Zn(O,CCHjs),(H20), - (AcZn). Para ello se empleé como
solvente alcohol etilico, en el que se disolvié el acetato de cinc (0,15 M) y la solucién
obtenida se agit6 durante 20 minutos, a una temperatura de 70°C, hasta obtener una
disolucién completa del precursor (figura 2.5).

2. Después se adicion6 a la mezcla el surfactante, Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
(0,005 M), Luego se incorporé el “agente precipitante” una solucion de hidroxido de
amonio, NH,OH al 28%, de manera controlada con la ayuda de un dosificador,
manteniendo en agitacidon continua el sistema durante 2 horas, hasta llegar a un pH
8.5.

3. La suspension resultante, después de adicionar el agente precipitante, se dejé
envejecer por 3 dias y pasado ese tiempo la suspensiéon obtenida conformé un “gel” el
cual se puso a calentar en una plancha de calentamiento a 80°C, por 48 horas, para
evaporar el solvente (fase liquida) y obtener la fase solida.

4. Una vez eliminado el solvente, el precipitado sélido se macer6, usando un mortero de
agata, hasta obtener un polvo fino el cual se someti6 a tratamientos térmicos para

eliminar totalmente el solvente y la fase organica presente en las muestras. Para ello
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se estructuro un programa de calentamiento que involucro una velocidad de
calentamiento de 3 °C/min, desde temperatura ambiente hasta 150 °C. Manteniendo
esta temperatura por 2 horas, con el fin de evaporar el agua fisisorbida y remanente
del solvente, a continuacién se incrementé la temperatura a 400 °C, donde se mantuvo
por 2 horas para favorecer la calcinacién de la fase organica, luego se disminuyé la
temperatura hasta temperatura ambiente, para completar un total de 9 horas de
tratamiento térmico de la muestra solida en el horno. Al final se obtuvo un solido
blanco, el cual se caracterizd6 usando diferentes técnicas segun se describe a

continuacién de la figura 2.5.

Etanol
A
Acetato de cinc P Mezclar durante
0,15 M A 20 min, a 70°C.
v
Surfactante P Agitacion
(CTAB) 0,005 M X constante
A\ 4
3 dias de Agente precipitante —>| soL
envejecimiento T (NH4OH)

Calentar en plancha a 80° C |=—> | GEL

A 4

\4

. PRODUCTO
Tratamiento FINAL

térmico >

Figura 2.5 Esquema de la sintesis de ZnO por el método sol gel.
2.5.2 Caracterizacion de las NPs-ZnO sintetizadas por el método sol-gel

El 6xido de cinc fue caracterizado, usando espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR) para determinar los grupos funcionales presentes en los solidos v,
principalmente, la presencia de las bandas caracteristicas del ZnO. Se utilizd6 Microscopia
Electronica de Transmision (MET) para conocer el tamafio, grado de aglomeracién vy
morfologia de las particulas. Posteriormente, los sélidos se caracterizaron usando
difraccion de rayos X (DRX) para determinar las fases cristalinas presentes en las

particulas nanométricas.
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« Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

El espectro de infrarrojo del sélido sintetizado, se obtuvo empleando un espectrofotdbmetro
FT-IR. El barrido se realiz6 entre 4000 cm™y 400 cm™ y las muestras se prepararon
mezclando los sélidos en polvo con bromuro de potasio, en la figura 2.6 se muestra el
espectro IR correspondiente a la muestra solida obtenida por el proceso sol-gel y que fue
sometida a tratamiento térmico a 400°C. Se observa la banda tipica del agua a 3450 cm™,
correspondiente a los modos vibracionales de tensién de los grupos funcionales hidroxilos
(OH) y otras bandas alrededor de 1378cm™ y 1570 cm™ que se pueden asociar a los
modos vibracionales de tension asimétrico y simétrico del COO'. Una banda intensa a 445
cm™ que corresponde al modo vibracional de tension del grupo funcional Zn-O del ZnO
[31]. Otras bandas son evidentes como la ubicada a 2930 cm™, que se podria asociar al
modo de tensién del grupo metilo, y otra a 2370 que corresponderia al CO, adsorbido del

medio ambiente por la muestra [31].

2930 2370
1570 1378

3450

% transmitancia

445

v T J T ¥ T v T v T v T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm™

Figura 2.6 Espectro IR de ZnO sintetizada por la metodologia sol-gel.
% Microscopia electrénica de transmision (MET)

La muestra de ZnO a analizar se suspendi6 en 1mL de etanol y se llevd a un bafio
ultrasénico, por 30 minutos, para dispersarla. Posteriormente, con una micropipeta, se
tomo6 una pequefia cantidad de ella y se depositdé sobre una de las rejillas circulares
empleadas en microscopia electrénica de transmisioén y a las que previamente se les ha

depositado una pelicula Formvar; ésta finalmente se introdujo al microscopio y se observo
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la muestra. Para este estudio se utilizé el microscopio electrénico, a 80 kev. En la figura
2.7 se observa una micrografia de la muestra sintetizada por el método sol-gel donde se
evidencia las particulas de ZnO con un tamafo del orden de los nanémetros (<20nm) y

presentan una morfologia esferoidal.

Figura 2.7 Micrografia obtenida con MET de ZnO sintetizado con la metodologia Sol-gel.

+» Difraccion de rayos X DRX

Esta técnica de caracterizacion se utilizé6 para identificar y determinar la estructura
cristalina de la muestra sintetizada [30]. La muestra obtenida fue macerada y compactada
en el portamuestras, para posteriormente llevarla al difractometro. En la figura 2.8 se
muestra el difractograma de rayos X del sélido obtenido después de 3 dias de
envejecimiento del sistema sintetizado por la metodologia sol-gel, usando etanol como
solvente. Se identifico que la fase del ZnO, tiene una estructura cristalina hexagonal tipo
wurtzita. Los espectros indican las direcciones preferenciales a lo largo de los planos
(100), (002) y (101) segun la base de datos (JCPDS 36-1451). Ademas, se evidencia la
presencia de los planos (102), (110), (103) y (112) que corresponden a la misma fase
wurtzita del ZnO [36].
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Figura 2.8 Difractograma de rayos X del ZnO sintetizado por el método sol-gel, (PDF 36 1451).

2.5.3 Metodologia precipitacién controlada

Para la obtencion de los polvos ceramicos de Oxido de cinc con morfologia acicular se
empled el método de precipitacién controlada - MPC, procedimiento que ha sido utilizado
con éxito para obtener Oxidos metalicos de interés industrial [36-41]. Los equipos y
reactivos usados para el desarrollo de esta parte del proyecto, indicando su pureza y

marca, son listados en la tabla 2.1.

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados en este trabajo, se controlaron los
parametros de sintesis sobre las caracteristicas finales del ZnO sintetizado, entre ellos: el
pH del sistema, la temperatura y los lavados realizados al precipitado que se forma en el
sistema, pardmetros que afectan las caracteristicas finales del producto, principalmente

su morfologia y tamafio de las particula, seguin estudiados realizados previamente [31,32].

1. Se emple6 como precursor acetato de cinc dihidratado Zn(O,CCHz),(H.0), (AcZn)y
como solvente agua destilada, en un volumen tal que, usando la cantidad adecuada de
AcZn, se obtuviera una solucién con concentracion 0,2 M.

2. La solucion obtenida se agito durante 20 minutos a temperatura ambiente, y se
acidifico adicionando &cido nitrico HNOj3, hasta obtener un pH = 2 (figura 2.9 (a)).
Posteriormente, mientras se adicionaba el hidroxido de amonio NH,OH (Agente
precipitante), accién que se realiz6 usando un dosificador a una velocidad de 0.034

ml/seg, bajo continua agitacion del sistema (200 rpm), se control6 el incremento del pH
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con la ayuda de un pH-metro, hasta alcanzar un pH=8.2; este proceso se realiz6 a
temperatura ambiente y el precipitado resultante se dejé envejecer durante 3 dias
(figura 2.9 (b)).

3. Pasado este tiempo, la suspension obtenida se filtr6 al vacio para eliminar el solvente,
utilizando para ello una membrana con un tamafio de poro de 0,22 um (figura 2.9(c)), y
el sélido obtenido se secd y se re-dispersé en el mismo volumen de agua usado para la
sintesis, empleando un dispersor de alta cizalla, a 10000 rpm durante 20 minutos
(figura 2.9(d)); a este tratamiento de redispercion, envejecimiento y filtracion del
precipitado se le denomind “proceso de lavado” y se repitid cuatro veces, cada 24
horas.

4. El producto resultante, después de realizar el proceso de lavado, se secé en una estufa
a una temperatura de 100 °C, durante 12 horas, se macer6 en un mortero de agata y
posteriormente se caracterizé para conocer la evolucién de la fase sélida durante la
sintesis. El polvo obtenido se sometié a tratamiento térmico, a una temperatura de
400°C durante 2 horas, usando un horno. El polvo cerdmico obtenido se macero y
posteriormente se caracterizd por diferentes técnicas. Un esquema general del método
de precipitacioén controlada se ilustra en la figura 2.10 [33]

,*1

@

A
s l’\.’" .

Figura 2.9 Fotografias de la etapa de lavado en el método de precipitacion controlada utilizado
para sintetizar el ZnO con morfologia acicular.
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Figura 2.10 Esquema de la sintesis de ZnO por precipitacion controlada.
2.5.4 Caracterizacion de las NPs-ZnO sintetizadas por precipitaciéon controlada

Las muestras obtenidas al finalizar el proceso de lavado, se caracterizaron usando
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), para determinar la
presencia de las bandas caracteristicas del ZnO y Microscopia Electrénica de Transmision
(MET) para conocer el tamafio, grado de aglomeracion y morfologia de las particulas, asi
como la evolucion de la muestra durante el lavado. Al finalizar el proceso se tomo la
muestra soélida resultante y se caracteriz6 usando difraccion de rayos X (DRX) para
determinar la fase cristalina presente en la misma. Los resultados obtenidos con estas

técnicas de caracterizacion se describen a continuacion.
«» Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

En la figura 2.11 se muestran los espectros IR obtenidos para las muestras
sintetizadas por el método de precipitacién controlada, donde es evidente la evolucion de
las bandas mas caracteristicas disminuyendo la intensidad de las mismas hasta su
desvanecimiento. Las bandas que se observan entre 3700 cm™ y
3000 cm™ se pueden asignar a los modos vibracionales de tensién de los enlaces O-H y

N-H correspondiente a los grupos funcionales hidroxilos (OH’), del agua e
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intermoleculares, y los producidos por la incorporacion del NH,OH y/o del HNO; al
sistema. La evolucion de los grupos funcionales en el sélido, durante el proceso de lavado
(figura 2.11), muestra una disminucion en el sistema de la cantidad de OH libres, y/o de
los enlaces intramoleculares, y de la interaccion del HNOj; con oxigenos superficiales. En
el intervalo de frecuencias entre 3000 cm™y 2800 cm™ se observa la disminucion de la
intensidad de dos sefiales a 2950 cm™ y a 2870 cm™ tal que la primera se podria asociar
al enlace NH-O [42]. La otra sefial, a 2870 cm™, corresponde al modo vibracional
simétrico de tension CH; adsorbido. Algunas bandas indicarian la formacién de complejos
de cinc durante el proceso de sintesis, como es el caso de las sefiales ubicadas a 1380
cm™y 1550 cm™ que se podrian asociar a modos vibracionales de tension asimétrico y
simétrico del COO’, con una separacién de numero de onda de AA=170 cm™, lo que
indicaria la formacion de un compuesto monodentado de carboxilo con el cinc, asi como
las sefiales ~1641 cm™ y ~1340 cm™ que podrian contener informacién adicional de la
presencia de especies bidentadas, quelante y puente del carboxilo, las cuales redujeron
su intensidad (figura 2.11).

Este comportamiento indicaria que estos complejos, en presencia de agua, se
transformaron en otros durante el proceso de lavado, tal como se observa en el segundo y
tercer lavado donde persisten las bandas de tensién asimétrico y simétrico del COO’
alrededor de 1380 cm™y 1550 cm™ [36]. La absorcién a 1060 cm™ corresponde al modo
vibracional C-O.

Los espectros IR de la figura 2.11 muestran que, a través del proceso de lavado, se
favorece la consolidaciéon de los enlaces Zn-O (500 y 450 cm™) y Zn-OH (878 cm™); la
banda mas intensa se encuentra a 446 cm™ la cual se puede asociar al modo vibracional
de tension del grupo funcional Zn-O del ZnO [31]. Este dltimo resultado también se
observa en el espectro IR de la muestra sintetizada por sol-gel (figura 2.6) y con los
encontrados en la literatura [31-33]. Comparando la forma de la banda a bajas frecuencias
correspondientes al enlace Zn-O de la muestra sintetizada por precipitacion controlada
(figura 2.11) con la obtenida por sol-gel (figura 2.6), la primera es mas ancha que la
segunda lo que indica que existen diferencias “locales” en la estructura de los respectivos
sélidos [43].
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Figura 2.11 Espectros de Infrarrojo (FTIR) correspondientes a muestras solidas extraidas del

sistema durante la etapa de lavado, en el desarrollo del proceso de precipitacion controlada: (a)
muestra sin lavar, (b) primer lavado, (c) segundo lavado, (d) tercer lavado y (e) cuarto lavado.

% Microscopia electrénica de transmision (MET)

La muestra de ZnO obtenida al finalizar la etapa de lavado se suspendié en 1mL de etanol
y esta suspension se colocé en un bafio ultrasénico, por 30 minutos. Posteriormente, con
una micropipeta, se tomé una pequefia cantidad de ella y se deposité sobre una de las
rejillas circulares empleadas en microscopia electrénica de transmision a la que
previamente se le habia depositado una pelicula Formvar; ésta, finalmente, se introdujo
en el compartimiento de porta muestras del microscopio y se observé la muestra

depositada.

En la figura 2.12 se observan las micrografias de muestras extraidas en diferentes
instantes de la etapa de lavado cuando el ZnO se obtuvo por el método precipitacién
controlada. En el sélido sin lavar se observan grandes aglomerados de particulas, con
formas y tamaiios irregulares (fig. 2.12a), mientras que en el segundo lavado se observan
los primeros cristales con forma acicular (fig.2.12b). Algo similar se observa en la
micrografia tomada a la muestra del tercer lavado donde son evidentes particulas
aciculares, con baja aglomeracion (fig. 2.12c). Finalmente, después del cuarto lavado, las
particulas mostraron, preferencialmente, una morfologia tipo acicular (fig. 2.12d). Lo

comun en las micrografias de la figura 2.12 son las particulas con morfologia acicular, del
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orden de los nanémetros en una de sus dimensiones (<40nm) y con menos de 400 nm en
su longitud, y algunos aglomerados de particulas esferoidales, pero las particulas con
morfologia acicular predominan en la muestra del cuarto lavado donde, por los resultados

de espectroscopia IR (figura 2.11), se deberia tener ZnO como fase mayoritaria.
¢ Difraccion de rayos X (DRX)

En la figura 2.13 se muestran los difractogramas de rayos X correspondientes a solidos
obtenidos de los polvos cerdamicos sintetizados por precipitacién controlada, usando como
solvente agua. Se observa que, al igual que en la muestra sintetizada por el método sol-
gel (figura 2.8), la muestra obtenida por precipitacion controlada presenta como Unica fase
cristalina predominante el éxido de cinc (ZnO), una estructura cristalina hexagonal tipo
wurtzita. Los espectros indican las direcciones preferenciales a lo largo de los planos
(100), (002) y (101) segun la base de datos (JCPDS 36-1451). Y se evidencia la presencia
de los planos (102), (110), (103) y (112) que corresponden a la misma fase wurtzita del
ZnO, (PDF 36-1451).

Figura 2.12 Micrografias obtenidas con MET de sdélidos obtenidos en diferentes etapas de lavado,
en el proceso de precipitacién controlada: (a) primer, (b) segundo, (c) tercero y (d) cuarto lavado.
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Figura 2.13 Difraccion de rayos X de la muestra sintetizada por la metodologia de Precipitacion
controlada.

2.6 ANALISIS

Con el desarrollo del trabajo se evidencio el gran efecto que tiene el método de sintesis,
con sus diferentes etapas, sobre las caracteristicas microestructurales del producto final,
en este caso ZnO. Para la obtencion de los polvos ceramicos de 6xido de cinc (ZnO) con
morfologia esferoidal se empled un surfactante en el medio de reacciéon con el fin de
retardar el crecimiento exagerado de los nucleos, formados en el seno del solvente a
través de los procesos de hidrolisis y condensacion, considerando un efecto estérico mas
que por la formacion de microreactores en el solvente (proceso de micela inversa) [20,21].
Este proceso favorecio la formacion de pequefias particulas nanométricas al aumentar el
pH en la mezcla, tal que al alcanzar una condicion basica en el sistema se observo

turbidez dentro de él, la cual aumento gradualmente hasta llegar a un pH 8.5 [26-28].

Para la obtencién del 6xido de cinc (ZnO) con morfologia acicular se empled, tratamiento
de lavado, en donde a través del proceso de lavado se favorece la morfologia acicular de
las nanoparticulas asi como los cambios quimicos en el sistema, con la eliminacion de la
fase orgénica en el sistema e intermediarios formados en el desarrollo de la sintesis, asi
como la consolidacion de los enlaces Zn-O, evidenciando que el sistema es dinamico

posterior a la adicién del agente precipitante y proceso de lavado [31-33].
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Tanto al utilizar como solvente de sintesis etanol para el método sol-gel o agua para el
método de precipitacion controlada, en el seno de los mismos ocurrieron reacciones de
hidrolisis y condensacion con ciertas peculiaridades, durante el desarrollo de los
procesos, determinadas por la naturaleza del solvente. Mientras el agua es un liquido
polar con valor de constante dieléctrica 78.5, esta molécula (H,O) presenta un momento
dipolar de 1.85 D (1 D = 3.336 x 10-30 C m) [44], la constante dieléctrica del etanol es de
24.3 y su molécula presenta un momento dipolar de 1.7 D, estas caracteristicas del
solvente afectaron tanto la interaccion solvente—soluto (acetato de cinc) como el
desarrollo de las reacciones de hidrélisis y condensacién que ocurren al interior de cada

sistema.
% Mecanismo propuesto para explicar la formacién de las Nanoparticulas de ZnO

Para dar una explicacion de la formacion de los cristales en el seno de la solucion,
durante la sintesis del ZnO, se debe tomar como referente la teoria basica del crecimiento
de particulas y las reacciones quimicas que propician la formacion de los nicleos a través
del proceso de hidrolisis del acetato de cinc y posterior condensacién de las especies
guimicas generadas. Al aumentar la concentracion de iones OH’, tras la adicion de
hidréxido de amonio, una de las primeras reacciones que deberian ocurrir en la solucion,
concretamente sobre la superficie de los compuestos de cinc que se generan, se indica

en la ecuacion (2.3).
=Zzn*+ OH —> =ZnOH" (2.3)

Donde la notacién =Zn** de la ecuacion (2.3) representa al Zn que se encuentra ligado al
nucleo de la particula en formacién ubicado en la superficie del mismo. Dicho ndcleo es
muy estable y la Unica parte del mismo que participaria en los fenémenos de intercambio
ibnico e incorporacion de las unidades de crecimiento (complejos de cinc en solucién)
seria su superficie, procesos responsables del crecimiento de la particula. Considerando
la acidez de Lewis de los iones Zn?* en solucién, tras la adiciéon del hidréxido de amonio

se podria generar el equilibrio indicado en la ecuacién (2.4):
=ZnOH + Zn*+ OH" €<——> =ZnOZnOH™" + H" (2.4)

La especie =ZnOZnOH*" seguiria reaccionando de acuerdo a la cinética basica de la
reaccion indicada en la ecuacion 2.4; el protén generado en el equilibrio seria eliminado
rapidamente por el medio basico de la solucion, formando agua, desplazando dicho

equilibrio hacia la derecha. Tomando como base la ecuacion 2.4, cualquier sustancia
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anionica de caracter nucleofilico, podria generar un equilibrio de ese tipo, tal como se

ilustra con las ecuaciones (2.5), (2.6) y (2.7).

=ZnOH + Zn* + NH; <—> =ZnOZnNH;"+ H" (2.5)
=ZnOH + Zn* + Ac <€—> =ZnOZnAc + H" (2.6)
=ZnOH + Zn** + H,O <—> =ZnOZnOH," + H' (2.7)

Para determinar cudl de las ecuaciones (2.4), (2,5), (2.6) y (2.7) es la que controla el
proceso de nucleacion de la fase solida en el sistema, es necesario considerar las
actividades de las especies participantes en dichos equilibrios. Las sustancias de caracter
nucleofilico presentes en la mezcla de reaccién, podrian aumentar en concentracion si se
considera el aporte del solvente utilizado, y para determinar la importancia de las mismas,
en las reacciones, es necesario tener en cuenta la serie de poder nucleofilico que se

indica a continuacion [31].
OH™> Ac™> NH3> H,0O > CH3;0H > CH,OHCH,OH (2.8)

Si el medio fuera lo suficientemente basico seria altamente probable que predominara el
equilibrio (Ec. 2.4) ya que, de todos los nucledfilos presentes en la mezcla de reaccién, es
el ion OH el que presenta mayor caracter nucleofilico, ya que tiene carga y bajo

impedimento estérico (ver Ec.2.8).

Los equilibrios generados por los solventes organicos, usados en este trabajo, se pueden

representar como se indica en las ecuaciones (2,9) y (2.10).
=ZnOH + Zn*" + CH;CH,OH <—> =ZnOZnOCH,CH; + 2H' (2.9)
=ZnOH + Zn** + CH,OHCH,OH €<——> =ZnOZnOCH,0OH + 2H"(2.10)

Como se indic6 anteriormente, un equilibrio prevalecera frente a otro dependiendo de las
actividades de los nucledfilos participantes. Las especies quimicas producidas por las
reacciones (2.9) y (2.10) se adicionarian a las generadas por las reacciones (2.4) y (2.7),
y como en el procedimiento experimental, todas las soluciones se llevaron a un pH de 8.5,

seria el equilibrio (Ec. 2.4) el predominante en el proceso.

Un parametro importante a tener en cuenta, durante el crecimiento de las particulas, es la

concentracion de Zn?* presente en la solucién, ya que ésta contribuiria a un
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desplazamiento del equilibrio hacia la derecha en todas las reacciones propuestas: si la
concentracion fuera baja la particula detendria su crecimiento de forma mas rapida que a
concentraciones mayores, accion que se podria justificar considerando la siguiente

reaccion.
=ZnOH + XZn* + (X+1) OH <——> =ZnO(0Zn)xOH + XH" (2.11)

El valor de X dependeréa principalmente de la concentracion de Zn* en el sistema, tal que
entre mayor sea su valor, se esperaria un mayor tamafio de la particula final. Este efecto,
también va a estar determinado por el nimero de nucleos formados en la solucién
(cantidad de =ZnOH), obteniéndose bajos valores de X ya sea por las concentraciones
bajas del precursor de cinc de partida, el AcZN que era la fuente del iébn Zn, como por el
alto nimero de nudcleos formados en la solucién durante el proceso (cantidad de =ZnOH

en el sistema).

2.7. CONCLUSIONES

+« Utilizando las metodologias propuestas, proceso sol-gel y precipitacion controlada, se
pudo obtener 6xido de cinc de tamafio nanométrico (< 100 nm), con dos morfologias
diferentes: esferoidal y acicular. Los métodos empleados son reproducibles y se
pueden controlar garantizando la obtencion de unas caracteristicas predeterminadas
en el producto final, tanto en tamafio, morfologia, pureza quimica de las particulas,

condicion importante si se considera las potenciales aplicaciones tecnoldgicas del ZnO.

X3

%

El solvente utilizado durante la sintesis del 6xido de cinc afecto considerablemente la
morfologia que presento el ZnO sintetizado. En el método Sol-gel utilizando etanol, en
presencia del surfactante, el crecimiento de los nucleos fue lento y muy uniforme en
todas las direcciones, lo que llevé a la morfologia esferoidal de las nanoparticulas de
ZnO obtenidas. Por otro lado, al utilizar agua como solvente de sintesis, por el método
de precipitacion controlada, se favorecié el crecimiento de la particula en una direccién,
efecto que se acentud con el proceso de lavado, y que condujo a la obtencién de

nanoparticulas de ZnO con morfologia acicular.

X3

%

Especificamente, el proceso de lavado con agua, etapa del método de precipitacion
controlada, fue importante tanto para favorecer una cierta morfologia de las

nanoparticulas como ciertos cambios quimicos en el sistema. Como lo indicaron los
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resultados de espectroscopia IR, el precipitado sin lavar presento una fase orgénica
asociada al precursor, acetato de cinc, que se modifico durante el proceso de lavado,
consoliddndose los enlaces Zn-O vy, adicionalmente, la morfologia acicular; este
resultado pone en evidencia que el sistema, después de terminar la adicion de

hidréxido de amonio, sigue siendo muy dinamico en sus reacciones quimicas internas.
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(Capitulo 5

El ZnO COMO BACTERICIDA



3.1 BACTERIAS

Las bacterias son los organismos mas abundantes del planeta, se encuentran en todos
los habitats terrestres y acuéticos y pueden crecer hasta en las condiciones mas
extremas, son microorganismos celulares que presentan un tamafio de unos pocos
micrometros (entre 0,5 y 5 um) y diversas formas incluyendo esferas (cocos), barras
(bacilos) y hélices (espirilos) [1]. Todos los organismos vivos se pueden dividir en dos
tipos celulares: eucariotas y procariotas. Las bacterias integran el reino procariota (pro de
primitivo y cariota de ndcleo). Los organismos multicelulares, animales y plantas, estan
constituidos por células eucariotas (eu de verdadero). Tienen estructuras en comidn como
la membrana celular, los ribosomas encargados de la sintesis proteica y el acido

desoxirribonucleico (ADN) portador de la informacién genética [2].

Como caracteristica principal, los procariotas no poseen compartimientos intracelulares
delimitados por membranas, por lo que carecen de membrana nuclear, a diferencia de los
eucariotas. También es importante destacar que el ADN procariota es circular y cerrado,
mientras que el eucariota se organiza en cromosomas individuales. Mientras las células
eucariotas se reproducen por mitosis, las células procariotas lo hacen por fision binaria.
En dicho proceso la célula crece, se forma un tabique y finalmente se desprenden dos
células nuevas. En este proceso se produce también la replicacion del ADN, de forma que

las células hijas contienen cada una, un duplicado idéntico del genoma de la progenitora
[2].

La coloracion de Gram es la mas usada en bacteriologia, debe su nombre a quién la
describi6 en 1884. Es una coloracion diferencial, dado que las bacterias pueden
clasificarse segln su respuesta en gram-positivas o gram-negativas. Las primeras se
tifien de color azul violeta y las segundas adquieren un color rosado o rojo. La diferente
reaccion de las bacterias a la coloracion de Gram se relaciona con diferencias

fundamentales de la envoltura celular de estas dos clases de células [2].

La cantidad de péptidoglicano presente en una bacteria es una de las caracteristicas que
le permite su clasificacion. En las bacterias Gram negativa (figura 3.1a) la capa de
péptidoglicano es relativamente fina (1-2 capas y entre 2 y 6 nm) que contiene 50% de
lipopolisacéaridos, 35% de fosfolipidos y 15% de lipoproteinas; En el caso de las Gram
positivas, la pared celular esta constituida por una capa gruesa (hasta 40 capas y 80 nm)
de péptidoglicano [2]. La pared celular bacteriana esta formada por un polimero de dos

derivados del azlucar: el NAG (acido N-acetilglutamico) y el NAM (&cido
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N-acetilmurdmico), que le confiere rigidez y da forma a las células bacterianas y actla

como una barrera selectiva frente a diferentes moléculas.

Para este trabajo la Escherichia coli, bacilo Gram negativo (figura 3.1b), es la bacteria de
interés, la cual reside en el intestino del ser humano. La mayoria de las E. Coli son
inofensivas, sin embargo, algunos tipos de esta bacteria pueden producir enfermedades y
causar molestias estomacales [3]. El tipo méas agresivo de E. coli puede causar
insuficiencia renal y hasta la muerte, problemas que son mas frecuentes en nifios y en
adultos con sistemas inmunoldgicos debilitados. Se pueden adquirir infecciones por E. coli
al consumir alimentos que contienen esta bacteria o al tomar agua contaminada con

materia fecal humana [2].

Membrana
\ ) P %
\ ) e { /) plasmatica
Parsd
celular

Membrans
extema

(a) (b)
Figura 3.1 (a) Pared celular de la bacteria Gram-negativa y (b) Bacteria E. coli.

3.2 ASPECTOS GENERALES DE LOS BACTERICIDAS

Un compuesto bactericida es aquel que produce la muerte a una cepa de bacterias. El
efecto bactericida es producido por sustancias que son secretadas por los organismos
para defenderse de las bacterias. Los antimicrobianos de efecto lisico o litico (Lisis)
provocan una reduccion en la poblacion bacteriana, en el huésped, o en la sensibilidad
microbiana. La aparicion de patdgenos resistentes a los antibiéticos se ha convertido en
un problema grave de salud, lo que ha llevado a que se desarrollen numerosos estudios
con el fin de mejorar las terapias antimicrobianas actuales; se sabe que méas del 70% de
las infecciones bacterianas son resistentes a uno o mas de los antibiéticos que se utilizan,
generalmente, para erradicarlas [3]. Por otro lado, la actividad antimicrobiana de metales

como la plata (Ag), cobre (Cu), oro (Au), titanio (Ti), y cinc (Zn), teniendo cada uno
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diferentes propiedades, potencias y espectros de actividad, se conoce y se ha venido

aplicando durante siglos [4].

Las enfermedades infecciosas bacterianas son un grave problema de salud que ha
llamado la atencion de profesionales e investigadores, en todo el mundo, por la amenaza
gue representa para la salud humana, generando, ademas, inconvenientes econémicos y
complicaciones sociales. El aumento de brotes e infecciones con cepas patégenas y de la
resistencia bacteriana a los antibidticos, asi como la aparicion de nuevas mutaciones
bacterianas, falta de vacunas adecuadas principalmente en los paises subdesarrollados y
las infecciones hospitalarias asociadas, son un peligro para la salud humana, en particular

para los nifios [5].

Entre las bacterias resistentes a los antibiéticos, las mas comunes aisladas en los
hospitales, se encuentran las siguientes: Staphyloccocus aureus, Enterococcus,
Klebsiella, Enterobacter, Escherichia coli, Pseudomonas y mas recientemente,
Acinetobacter [6]. Una Cepa resistente es aquella cuyo fenotipo silvestre le permite
"resistir", de modo natural, a un determinado antibiético; la base de dicha resistencia suele

ser alguna estructura de la bacteria que actda como barrera [7].
Uso de las nanoparticulas de ZnO como bactericida

El estudio del ZnO como un agente antibacterial comenz6 en la década de 1950, sin
embargo, una investigacion sistematica, se inici6 en 1995 [8]. Algunos investigadores
informaron que los polvos de MgO, CaO y ZnO tenian actividades antibacterianas contra
algunas cepas bacterianas. En los ultimos afios, el desarrollo de la nanotecnologia ha
promovido el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos debido a que, cuando el
tamafio de los materiales disminuye desde el rango micrométrico hacia el nanométrico en
comparacion con los materiales convencionales, estos presentan un mejor rendimiento,
entre ellas: una mejora en la difusividad, incremento de la resistencia mecanica y/o la

reactividad quimica, y propiedades biol6gicas mejoradas [8].

Recientes estudios sobre el uso de nanoparticulas en aplicaciones bactericidas mostraron
que el ZnO presentaba efecto bactericida sobre algunos microorganismos. Estos trabajos
indicaban la capacidad del ZnO para eliminar un amplio rango de bacterias, tanto Gram
negativas como Gram positivas [9]. EI mecanismo de accién antibacterial, de las
nanoparticulas de ZnO, aun no estd completamente dilucidado aunque algunos autores
sefialan que la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS por su sigla en inglés)

es el principal mecanismo [9-13]. De sus resultados se puede inducir que el mecanismo
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de inactivacion involucra, principalmente, la degradacion de la pared celular y membrana
citoplasmética, de las bacterias, debido a los ROS producidos por el ZnO, tales como
radicales hidroxilo y peroxido de hidrogeno. Lo anterior conduciria, en principio, a la
perdida de contenido celular y la posterior lisis celular, procesos que pueden llevar a la
completa mineralizacién del organismo [12], asi como a la produccion de peroxido de
hidrogeno (H,0,), ion hidroxilo (OH), y anién perdxido (0,?), que también afectarian la
permeabilidad de la membrana. Esto permitiria la internalizacion de las NPs en la
bacteria, debido a la pérdida de la fuerza motriz de protones, y la absorcién de iones
toxicos de cinc disuelto (Zn?"), a partir de concentraciones de nanoparticulas de ZnO, que
contribuiria a la citotoxicidad de las NPs de ZnO [14,15].

3.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El procedimiento se realizé de acuerdo a lo establecido por el instituto de estandares
clinicos y de laboratorio (CLSI) en la norma de métodos de Dilucién para el estudio de
susceptibilidad antimicrobiana para bacterias (norma aprobada 2010). Los ensayos se
realizaron en el laboratorio de biologia celular y molecular (CELMOLEC) de la Facultad
de Ciencias Exactas y de la Educacion de la Universidad del Cauca, bajo una cabina de
bioseguridad LABCONCO. Se emplearon los equipos y reactivos listados en la tabla 3.1,

donde se indica su pureza y marca.

Tabla 3.1 Equipos y reactivos usados para para determinar la capacidad bactericida de las

nanoparticulas de ZnO.

REACTIVO MARCA PUREZA
sulfato de bario Merck 99 %
cloruro de bario Merck 99 %
acido sulfarico Merck 40 %

Caldo nutritivo Mueller Hinton Thermo Scientific |  -----—---
agar nutritivo sélido MacConkey Thermo Scientific | ----—----
cajas de Petri Senna @ | emmeeee-

Tubos tapa rosca falcon |  —eemmee-
Agitador Vortex Thermo Scientific | -----—---
agitador orbital SHKE416HP Thermo Scientific | ----—----
Incubadora ref 14802261 Thermo Scientific |  ----—----
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3.3.1 Curvas de crecimiento

Para evaluar la actividad de las nanoparticulas de ZnO, como agente bactericida, se
requieren métodos de andlisis en los que se pueda medir el comportamiento de los
microorganismos luego de su exposicion a las NPs. Esta determinacion, en general, se
realiza empleando los métodos de evaluacion y los criterios estandar usados para analizar
los antibiéticos en la practica microbiolégica, tales como: discos de difusién o halo de
inhibicién y dilucion en caldo [16]. EI método de dilucién en caldo es uno de los métodos
mas frecuentemente utilizados, cuyos medios de cultivo de diluciones seriadas
contendrian las nanoparticulas de ZnO y la bacteria incubada en medio liquido, bajo
condiciones adecuadas. En la suspensién celular, la turbidez observada es generada por
la luz dispersada por las células cuando ésta atraviesa la suspensiéon. Por lo tanto, el
determinar la turbidez de una suspensién seria un método adecuado para relacionar la
cantidad de biomasa de una poblacién con una magnitud fisica, la dispersion de la luz.
Estas medidas se realizan empleando un espectrofotémetro en el cual la radiacién de una
determinada longitud de onda se hace incidir sobre una cubeta, que contiene el cultivo
bacteriano y se mide la densidad éptica (DO) o la absorbancia (A) a 600 nm. La
absorbancia no dan una medida directa del nimero de células, para ello es necesario
obtener una curva de calibracion que relacione el numero de bacterias presentes en el
cultivo y la absorbancia, para ciertas condiciones de trabajo que consideren las que se

van a utilizar durante el ensayo [17].

1. Se obtuvo, inicialmente, la curva de calibracién ajustada al estandar de McFarland
midiendo la absorbancia a 600 nm de una serie de celdas herméticamente cerradas,
previamente calibrados y con una densidad Optica diferente originada por la aparicion
de un precipitado de sulfato de bario (BaSO,) resultante de la reaccion entre el cloruro
de bario (BaCl,) al 1,175% (0,048 M), y el acido sulftrico (H,SO,) al 1% (0,36N)
[18,19].

2. La turbidez se midi6é, en el modo absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, con
un espectrofotbmetro del laboratorio CELMOLEC de la Universidad del Cauca. En la
figura 3.2 se muestra la curva de calibracién de McFarland obtenida, que se utiliz6 para
determinar la cantidad de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL)
existentes en un cultivo, es decir la cantidad de bacterias E. coli por mililitro de medio
de cultivo, mediante la medida de la absorbancia. La ecuacioén lineal ajustada a la recta
fue A= 9,6667x10'° (UFC/mL) + 0,0186 (R*= 0,976).
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Figura 3.2 Curva de calibracion de absorbancia vs UFC/mL para cultivo de E. coli.

3. La colonia de bacterias se cultivd, primero, en medio agar nutritivo solido MacConkey,
en cajas de Petri, desde las placas de agar de cultivo primario. Las colonias frescas
fueron inoculadas en 50 mL de caldo nutritivo y posteriormente se registraron las
curvas de crecimiento de los diferentes cultivos de E. coli en el medio de cultivo, para
las diferentes concentraciones de ZnO-NPs; este procedimiento se monitoreo midiendo
la densidad éptica (absorbancia a 600 nm) de cada sistema, en un intervalo de una
hora.

4. El inéculo se prepard de una suspension de bacterias de la especie Escherichia Coli
(ATCC 25922), transcurridas 24 horas de su cultivo. De ésta se retir6 una pequefia
parte de las colonias de bacterias con un asa de alambre estéril y se transfiri6 a un
tubo de ensayo tapa rosca que contenia medio de cultivo. La suspension bacteriana
contenida en el tubo se homogeniz6 con un vortex y se ajusté a una concentracién 0,5
de McFarland (1,5 x 10° UFC/ml), utilizando los datos del espectrofotémetro con base
en la curva de calibracion (figura 3.2), es decir una absorbancia de 0,1636.

5. La suspension asi conformada se utilizé para realizar las pruebas antibacteriales,
manteniéndola en constante agitacion; tras incubar 100 pL en las celdillas de 1 mL la
cual contenia 0,9 ml de medio de cultivo (dilucién 1:10), la concentracion final de las
bacterias, en cada celdilla fue de 1,5 x 10" UFC/mL (Figura 3.4)
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“+ PREPARACION DE LOS TRATAMIENTOS

Para evaluar la capacidad antibacterial de las Nanoparticulas (NPs) de ZnO,
considerando las dos morfologias elegidas: esferoidal y acicular, se realizaron ensayos de

inhibicion de crecimiento en presencia de diferentes concentraciones o tratamientos.

1. Se pesaron 100 mg de ZnO, y se agregaron en 50 mL de medio de cultivo, en un tubo
Falcén, homogeneizando la suspension con un vortex para obtener una concentracion
de 2,0 mg de ZnO/mL de medio de cultivo. De esta suspension con esta concentracion,
se toman 6,5 mL y se mezclé con el medio de cultivo, para obtener 13 mL de una
concentracion 1,0 mg ZnO/mL.

2. Dado que para la realizacion del ensayo antibacterial se tomaron datos con el
espectrofotdbmetro y que las ZnO-NPs usadas en los tratamientos pueden también
contribuir a la turbidez de la muestra a una longitud de onda de 600nm, a la cual se
evaluaron los crecimientos bacterianos, fue necesario registrar la absorcién a 600 nm
de cada uno de los tratamientos para considerar esta informaciéon en el momento de
hacer los céalculos. Para ello se tomo6 una muestra de cada uno de los tratamientos sin
inocular bacterias, y se registré su valor de absorbancia a 600 nm, dato que se utilizé
como blanco de muestra de cada uno de los tratamientos.

3. Las diluciones seriadas se prepararon a partir de esta suspension (1,0 mg ZnO/mL) de
la cual se tom6 9,75 mL y se mezclé con medio de cultivo hasta obtener 13 mL, para
garantizar una concentracion de 0,75 mg/mL y de ella se tom6 una muestra para
registrar el valor de la absorbancia con el espectrofotémetro. Este valor se registro
como la absorbancia del blanco de muestra de 0,75 mg/mL; De la concentracién
anterior se tom6 10,4 mL y se mezcl6 con medio de cultivo hasta 13 mL, para
garantizar asi una concentracién 0, 65 mg/mL y se midié su absorbancia, valor que se
registr6 como blanco de muestra para esta concentracion.

4. De manera similar y sucesiva, a partir de esta concentracion, se tomaron alicuotas
adecuadas para obtener las concentraciones 0.55, 0.45, 0.35, y 0.15, mg/mL, como se
ilustra en la figura 3.3, y se registraron los respectivos valores de la absorbancia para
cada blanco de muestra. Este procedimiento se realizd para las dos morfologias del
ZnO evaluadas (Figura 3.4). Estos valores de absorbancia (blancos de las muestras)
correspondientes a las diferentes concentraciones, se emplearon para obtener los
datos correctos, de los diferentes ensayos realizados, tales como: curvas de

crecimiento y concentraciéon minima inhibitoria (CMI).
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<+ Procedimiento en las celdas de crecimiento bacteriano

Después de preparar los diferentes tratamientos con las nanoparticulas de ZnO en los
medios de cultivo, considerando las dos morfologias, del tratamiento preparado con 2,0
mg de ZnO/mL se tomaron 0,5 mL y se depositaron en una celda que contenia 0,4 mL de
medio de cultivo. Posteriormente, al agregar 0,1mL del inoculo de bacterias ajustado al
estandar 0,5 de McFarland en la celda de incubacién, se garantizé 1 mL de concentracion
de 1,0 mg/mL con bacterias incubadas en cada una de las tres celdas. Del tratamiento de
1,0 mg/mL se toman 0,75mL y se transfieren a las celdas donde se enraso hasta 0,9 mL
con medio de cultivo con el objetivo de que al agregar los 0,1 mL del inoculo de bacterias,

se garantice 1 mL de concentracion 0,75 mg/mL con las bacterias inoculadas.

Considerando la concentracién de nanoparticulas en el tratamiento 0,75 mg/mL, sin
inocular bacterias, se calculé la siguiente muestra de 0,65 mg/mL. De manera similar, y
considerando los tratamientos sucesivos, se calcularon los volumenes requeridos en las
celdas a incubar, asi sucesivamente hasta una concentracién de 0,15 mg/mL, con
volimenes de 0,9 mL, para inocular en ellos 0,1 mL de la suspensién bacteriana, por
triplicado a cada una de las celdas, con el fin de asegurar una cantidad de 1 mL en todas
las celdas de incubacion, tal como se ilustra en la figura 3.3.

6,5 mL 8,46 mL 8,18 mL 7,77 mL 4,28 mL

0,88 mL 0,81 mL

tratamiento tr i t i tratamiento trat t t iento t iento tr
2,0 mg/mL 1,0 mg/mL 0,75 mg/mL 0,65 mg/mL 0,55 mg/mL 0,45 mg/mL 0,35 mg/mL 0,15 mg/mL

000 =060 =00 =g g -9 =

Se realiza el mismo
procedimiento que en
los tratamientos
anteriores, registrando
tambien los respectivos

] [} [ ] [

1mg/mL 0,75 mg/mL 0,65 mg/mL 0,55 mg/mL 0,45 mg/mL 0,35 mg/mL

inocular 0,1mL inocular 0,1mL inocular 0,1ml inocular 0,1mL inocular 0,1mL inoctii;ar 0.1mL

o

Celdas por triplicado de cada t iento para i

Figura 3.3. Procedimiento para preparar los tratamientos de ZnO.
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Estas celdas se incubaron simultdneamente, a 37°C por 12 horas, colocandolas sobre un
agitador orbital, a 130 rpm. Para evitar la deshidratacion de las celdas, estas fueron
selladas con papel parafilm garantizando un buen cierre. El crecimiento bacteriano fue
monitoreado, tomando intervalos de 1 hora, midiendo por triplicado la absorbancia de los
medios de cultivo a una longitud de onda de 600 nm, datos que fueron registrados como
valores de densidad Optica (Figura 3.4). En forma independiente y con estos valores, se

obtuvieron las desviaciones estandar de cada punto de crecimiento.

Curva de calibracion Preparar solucion de
McFarland ZnO (2.0 ma/mL)
Inoculacion de bacterias Preparar tratamientos
a tubos tapa rosca de ZnO

Después de incubar x Rdeg;strar los blancos
24 horas e los tratamientos

v

Calcular los
volimenes para las
concentraciones

\ 4

Homogeniza al estandar
0,5 de McFarland

Mezclar 0,1 mL de inoculo +
0,9 ml de los tratamientos

v

Celdas de crecimiento
bacteriano

v

Incubacion a 37°C por 12 horas
Sobre agitador orbital

A 4
Registrar los valores de

absorbancia de cada celdilla a
600nm, cada hora

Figura 3.4 Esquema para la construccion de las curvas de crecimiento bacteriano.
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¢ Protocolo para determinar las curvas de crecimiento de bacterias

Para evaluar el crecimiento celular fue necesario tener en cuenta los valores de
Absorbancia de los blancos de las muestras de cada uno de los tratamientos con ZnO,
considerando las dos morfologias de interés; por lo tanto, la densidad bacteriana real fue

obtenida de la siguiente manera:
A real = Agoo nm Mmedida con NPs y bacterias — Aggo nm medida con NPs

Es decir, la Absorbancia real es la diferencia entre el valor de medido de los medios que
contenian el cultivo de bacterias y el obtenido de los blancos de la muestra, consignados

en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Valores de absorbancia correspondientes a los blancos de las muestras de NPs de ZnO
en los medios de cultivo, acicular y esferoidal, para las diferentes concentraciones de NPs.

(mg ZnO/mL de MC) 0,15 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 1,00

ESFERAS 0,011 | 0,030 |0,043 |0,077 |0,107 | 0,115 | 0,157

AGUJAS 0,082 | 0,164 | 0,210 | 0,292 | 0,364 | 0,416 | 0,537

El valor de absorbancia calculado, tras la correccién de la absorbancia considerando los
blancos de muestra, se grafic6 obteniendo las curvas de crecimiento bacteriano, figuras
3.5y 3.6.
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Figura 3.5 Curvas de crecimiento E. Coli sometido al tratamiento con ZnO-NP esferoidal.
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Figura 3.6 curva de crecimiento E. coli sometido al tratamiento con ZnO-NP acicular.

En las figuras 3.5 y 3.6 se muestran las distintas etapas de crecimiento del E. coli donde
se compara el comportamiento de la cepa control con la de las cepas sometidas a los
diferentes tratamientos, diferentes concentraciones de ZnO-NP para particulas con
morfologia esferoidal (figura 3.5) y acicular (figura 3.6). Para la cepa control (sin
tratamiento), la fase de latencia (periodo de transicion para los microorganismos
transferidos a una nueva condicion) durd 1h y la fase exponencial de crecimiento del
microorganismo finalizé a las 10 horas, en esta fase cada 20 minutos la poblacién de
bacterias se duplico. Luego de este tiempo, comenzé la fase estacionaria en la cual el

namero de células se mantiene aproximadamente constante.

En este estudio se trabajé con poblaciones de bacterias de E. coli que se encontraban al
final de la fase exponencial, o sea a las 12 horas de incubaciéon. Con el fin de obtener mas
informacién sobre el crecimiento bacteriano, se realizé un tratamiento estadistico con los
datos del ensayo. El analisis estadistico permitié determinar si los datos de crecimiento
bacteriano presentaban una distribucion normal (prueba de Shapiro-Wilk), para cada una
de las morfologias estudiadas, y ademas se realizd una prueba “t Student” para muestras
independientes con un nivel de significancia del 5% (a = 0,05 porcentaje de variacién de
resultados), prueba de comparacion de medias, que ayudo a establecer si existian
diferencias significativas en el crecimiento de las bacterias expuestas al ZnO,
considerando las dos morfologias. En la tabla 3.3 y 3.4 se muestran los promedios de los

crecimientos del E. coli para cada una de las concentraciones de ZnO, considerando las
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dos morfologias de interés. Los datos obtenidos en el ensayo se introdujeron en la
ecuacion de la recta McFarland (A= 9,6667x10-10 (UFC/mL) + 0,0186) y se determiné la
cantidad de UFC/mL al final de la fase de crecimiento (12 horas de incubacion).

Tabla 3.3 Crecimientos del E. coli sometido a dosis incrementales de ZnO esferoidal, después de
12 horas de incubacion.

Concentracion de NPs de ZnO Promedio de Desviacion
(mg/mL) con morfologia crecimiento de E. coli estandar UFC/mL
esferoidal (DO)
Control 1,406 0,015 1,435 x10°
0,15 1,321 0,013 1,347 x10°
0,35 1,146 X 0,023 1,166 x10°
0,45 0,938 X * 0,023 9,511 x108
0,55 0,620 X * 0,011 6,221 x108
0,65 0,425 X * 0,005 4,204 x10°8
0,75 0,368 X * 0,003 3,614 x10°
1,0 0,116 X * 0,002 1,007 x10°

X. Concentraciones que difieren significativamente respecto al Control (sin NPs de ZnO)
* Concentraciones que mas difieren respecto al Control

Tabla 3.4 Crecimientos del E. coli sometido a dosis incrementales de ZnO acicular, después de 12
horas de incubacion.

Concentracién de NPs de ZnO Promedio de Desviacién
(mg/mL) con morfologia crecimiento de E. coli estandar UEC/mL

acicular (DO)

Control 1,406 0,015 1,435 x10°
0,15 1,352 0,033 1,379 x10°
0,35 1,339 0,025 1,366 x10°
0,45 1,234 X 0,021 1,257 x10°
0,55 1,097 X 0,025 1,115 x10°
0,65 1,078 X * 0,026 1,095 x10°
0,75 1,006 X * 0,002 1,021 x10°
1,0 0,702 X * 0,014 7,069 x10°

X. Concentraciones que difieren significativamente respecto al Control (sin Nps de ZnO)
* Concentraciones que mas difieren respecto al Control
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3.3.2 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracion

minima bactericida (CMB)

Para obtener mayor informacién sobre la capacidad bactericida de las NPs, como agentes
antimicrobianos, se determind la concentracion necesaria para inhibir o eliminar el

microorganismo de manera eficiente.

Con la metodologia empleada en las curvas de crecimiento bacteriano, se pudo
determinar la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB), a condiciones estandar. El valor de la CMI corresponde a aquella dosis
para la cual se inhibe al menos el 50 % del crecimiento de los microorganismos, in vitro,
en las celdas de dilucién con respecto al control (cepa sin tratamiento) después de 12
horas de incubacién. La CMB se determiné después de establecer la CMI sembrando en
agar solido a partir del punto de corte para CMI. El valor de la CMB correspondié a
aguella dosis para la cual se inhibié el 100% del crecimiento, con respecto al control (sin
tratamiento) [19], cuantificando las bacterias vivas después de 12 horas de incubacion

haciendo un recuento, de las mismas, en la placa (figura 3.7).

despues de 12 horas de incubacion

Figura 3.7 Esquema de la determinacion de la concentracion minima bactericida CMB para los
tratamientos de las cepas de E. Coli con ZnO-NP esferoidal.

La CMI se determiné considerando el 50 % del valor de la absorbancia (600nm) de la fase
de registro del control (A=1,406), es decir una absorbancia menor o igual a 0,700. Para la
determinacion del CMB, una vez establecido el valor de CMI, a partir de estos
tratamientos se transfiri6 una alicuota de 0,1 mL, de cada celda de incubacion, y se
realiz6 una siembra en una caja de Petri que contenia agar solido MacConkey, La cual se
incubo a 37 °C, por 12 horas para corroborar el efecto bactericida de los tratamientos,
como se indic6 en la figura 3.7; Durante el ensayo y pasado ese tiempo, no se registrd

crecimiento de colonias en el agar sélido. Realizado el ensayo, se obtuvo como resultado
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para el CIM un valor de 0,50 mg ZnO/mL, para el cultivo de E. coli expuesto a ZnO-NPs

esferoidales, y de 1 mg ZnO/mL para el medio de cultivo que contenia al ZnO-NP acicular.

Realizado los ensayos se obtuvo como resultado una CMB de 1,0 mg/mL, para los medio
de cultivo donde la cepas de E. coli fue expuesta a ZnO-NPs esferoidales, y de 2,1 mg/mL
para las tratadas con ZnO-NPs acicular. Los resultados obtenidos para el CMI y el CMB,
realizados los ensayos respectivos, se indican en la tabla 3.5.

Tabla 3.5 Valores de CMI y CMB para los cultivos de E. coli, después de 12 horas de incubacion,
al ser expuestos a la accion de las ZnO-NPs que presentaban las morfologias de interés.

Morfologia NPs ZnO CIM (mg/mL) CMB (mg/mL)
Esferoidal 0,5 (7,080 x10° UFC/mL) 1,0 (0 UFC/mL)
Acicular 1,0 (7,069 x10° UFC/mL) 2,1 (0 UFC/mL)

En las curvas de crecimiento (figuras 3.5y 3.6) y en la determinacién de la CMI y CMB
(tabla 3.5), se puede apreciar que el efecto inhibitorio de las ZnO-NPs, con las
morfologias elegidas, es dependiente de la dosis ya que a medida que se aumentd la
concentracion de las mismas, mayor fue el efecto inhibitorio del crecimiento del E. coli en
el cultivo. Ademds, presentaron una mayor actividad antibacterial las ZnO-NPs
esferoidales, sintetizadas por el método de sol-gel, que las ZnO-NPs aciculares

sintetizadas por el método de precipitacién controlada.

3.4 ULTRAESTRUCTURA DE LAS BACTERIAS DE E. coli SOMETIDAS A LA
ACCION DE LAS NANOPARTICULAS DE ZnO

Las muestras de los diferentes tratamientos, para ambas morfologias, fueron
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, del producto resultante de la
centrifugacion, se obtuvieron los “pellets” o sedimento que se analizaron, a través de
micrografias obtenidas de las mismas, para conocer mas sobre el sistema. El proceso de
centrifugacion permitio separar el sobrenadante para determinar el efecto ocasionado por
las NPs, especificamente por los ROS generados y/o propiciados por las mismas, en el
medio de cultivo. Los pellets obtenidos se colocaron en una solucién de glutaraldehido,
para su conservacion, y luego, para fijar la muestra en la resina, se sigui6 el protocolo

gue, normalmente, se utiliza con este fin [22].

Después de fijar la muestra a la resina, se realizaron cortes de la misma, de 70 nm de

grosor, con la ayuda del ultramicrétomo (Ultracut Leica), los cortes se recogieron en las
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rejillas metélicas empleadas en microscopia electronica de transmision, las cuales
contenian una pelicula Formvar, y las muestras se contrastaron usando citrato de uranilo
y acetato de plomo, sumergiéndolas en cada solucion, durante 20 min; la muestra,
finalmente, se introdujo en el porta-muestra del microscopio y se observo considerando el
esquema de la figura 3.8 [23], empleando el microscopio electronico de transmision (JEOL
1.200 EX a 80 kev).

Direccion del haz

Direccion del haz
de electrones

de electrones

Y i . seccion
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| deT0nm ,_'_,./” < . )
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Figura 3.8 Esquema que representa como podrian disponerse las nanoparticulas en las secciones
de los cortes transversales para TEM: (a) nanoparticulas sobre la cara extracelular de la doble
capa de la bacteria o (b) nanoparticulas dentro del citosol y sobre la superficie celular.

Una micrografia tipica del E. coli, sin exposicion a NPs, se muestra en la figura 3.9 (a). En
ella se observa que las bacterias tienen un tamafio del orden de las micras (0,5 -3 um).
Ademas, en la figura 3.9, se observan las micrografias de las muestras tratadas con NPs
esferoidales (figura 3.9 (b)), en donde se identifican distintos momentos de la interaccién
de las ZnO-NP con las bacterias E. coli. En ella se observa el dafio de la membrana
lipidica, propiciado por posible contacto de las nanoparticulas a la pared celular de la
bacteria lo que se podria justificar considerando la presencia de lipopolisacaridos, con
abundantes grupos fosfato y pirofosfato localizados en la superficie de la membrana
bacteriana, proporcionandole una carga negativa a la membrana externa [24], y debido a
gue las nanoparticulas de ZnO deberian poseer una carga superficial positiva como lo
indica la literatura [25], ocasionaria una atraccion electrostatica entre las ZnO-NPs y la
bacteria en los lugares donde las lipoproteinas estan intercaladas con proteinas de
membrana [26]; Ya que hay una variedad de proteinas propias de la membrana del E.
coli, la interaccion de las nanoparticulas dependera de la carga eléctrica especifica y la
topologia de cada proteina tal que, en general, las proteinas mas grandes favorecerian la

interaccion ZnO-NP - membrana por tener un mayor area de contacto y mayor carga [25].
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En las micrografias también se observa un cambio en la estructura de la bacteria
(figura 3.9 (c)); estos cambios en la morfologia de la membrana celular podrian producir
un incremento significativo en su permeabilidad, afectando el transporte de nutrientes y la
salida de desechos procedentes del metabolismo a través de la membrana plasmética, lo
gue llevaria a que las bacterias fueran incapaces de regular adecuadamente el transporte

de sustancias a través de la membrana plasmatica, lo que finalmente ocasionaria la

muerte celular [9-12] figura 3.9 (d).

Figura 3.9 Micrografias de E. coli posterior al tratamiento con NPs de ZnO morfologia esferoidal,
(a) tratamiento sin NPs, (b) ataque sobre la superficie e inflamacion, (c) cambio estructural de la
membrana y (d) muerte de la bacteria.
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3.5 ANALISIS

Observando los datos de las tablas 3.3 y 3.4 se puede decir que el efecto antibacteriano
de ZnO-NPs sobre el E. coli es evidente, tal que para la morfologia esferoidal es mayor
gue para el ZnO-NPs acicular. Esta diferencia comenzé a hacerse méas evidente para la
concentracion 0.45 mg/mL de nanoparticulas donde la UFC/mL fue de 9,511 x108, para
las esferoidales, y de 1,257 x10° para las aciculares, mientras que para la cepa control fue
de 1,435 x10°. A medida que se aumentd la concentracion de ZnO-NPs, en el tratamiento
de la cepa, mayor fue el efecto antibacterial que presento este Oxido metalico
nanoparticulado; estos resultados se podrian justificar considerando las caracteristicas
fisicas de las NPs ya que las esferoidales tienen menor tamafio, lo que hace predecir una
mayor superficie especifica para su interaccién con la superficie de la membrana de las
bacterias, lo que podria generar una alteracion de algunas de las funciones primarias de
esta Ultima, como su funcién de barrera osmética y permeabilidad selectiva de nutrientes

y la salida de desechos por mecanismos de transporte activo y pasivo.

Segun la literatura, el tamafio de particula y el area superficial afecta también la
generaciéon de los ROS y el estrés oxidativo, generado por la citotoxicidad de las
nanoparticulas de zZnO [9,13,19-21]. Aunque la mayoria de las ZnO-NPs esferoidal
sintetizadas en este trabajo tenian un tamafio de ~20 nm, no se puede descartar la
posibilidad de que ellas se hayan disuelto, a través de un desgaste quimico de su
superficie reduciendo su tamafio, y que estas muy pequefias particulas, de ~5nm
(denominados puntos cuanticos), hubieran ingresado en las bacterias por difusion a través

de los poros o las proteinas de la membrana.

En el E. coli la proteina secA, que hace parte de un complejo de secrecion de proteinas a
través de la membrana celular, puede formar un poro en la membrana plasmatica de
hasta 6 nm [27], que permitiria el ingreso de NPs de tamafios menores a 6 nm al interior
de la bacteria o por medio del dafio en la membrana lipidica, el cual fue evidenciado en
las micrografias, donde se observa el dafio de la membrana lipidica, propiciado por
contacto de las nanoparticulas a la pared celular de la bacteria lo que se podria justificar
considerando la presencia de lipopolisacaridos, con abundantes grupos fosfato y
pirofosfato localizados en la superficie de la membrana bacteriana, proporcionandole una
carga negativa a la membrana externa, atraida por la carga que las nanoparticulas de

ZnO deberian poseer una carga superficial positiva como lo indica la literatura [25].
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Una variedad de proteinas propias de la membrana del E. coli, la interaccion de las

nanoparticulas dependera de la carga eléctrica especifica y la topologia de cada proteina

tal que, en general, las proteinas mas grandes favorecerian la interaccién con ZnO-NP

por tener un mayor area de contacto y mayor carga, lo que promueve alteraciones en las

funciones propias de la membrana y el paso de nutrientes hacia el interior, produciendo la

muerte celular [24,25].

3.6 CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que la actividad antibacteriana de las ZnO-NPs variaron con
la concentracién de ZnO utilizado y con su morfologia, afectando, principalmente, la
pared celular. Se puede predecir que la accion antibacteriana de las ZnO-NPs se
atribuye, en parte, a los ROS generados por las nanoparticulas presentes en los

medios de cultivo, que contribuyen al mecanismo de accién antibacterial.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y concentracion minima bactericida
(CMB), obtenidas como resultado de los ensayos, evidenciaron que las nanoparticulas
de ZnO con morfologia esferoidal, sintetizadas por la metodologia sol-gel, mostraron
mayor actividad bacteriostatica y bactericida que las NPs de ZnO con morfologia
acicular sintetizadas por el método de precipitacion controlada.

Las micrografias indican que se presentaron alteraciones en la morfologia de la
membrana externa de las bacterias E. coli expuestas a las nanoparticulas de ZnO,
Ocasionando dafio a la pared celular, Ademas de dafios hacia el lado citosélico de la
doble membrana de las bacterias E. coli, Sin embargo las NPs en el citosol sélo se
observaron en una pequefia proporciébn de bacterias expuestas a nanoparticulas

esferoidales.

El mecanismo antibacteriano para las nanoparticulas de ZnO no esta claro y por ello
se requiere de mas estudios al respecto, sin embargo los resultados obtenidos
fortalecen la hipétesis de que las nanoparticulas de ZnO en suspension y en contacto
con la membrana bacteriana, generarian especies reactivas de oxigeno (ROS)
comprometiendo directamente la envoltura celular, propiciando finalmente la muerte

bacteriana. Esta hipétesis se discute ampliamente en el siguiente capitulo.
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4.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO - ROS

Las caracteristicas de las nanoparticulas ), COMO su pequefio tamafo y gran area
superficial, dan origen a propiedades cuinpietamente diferentes a su contraparte de
tamafio micro, propiciandoles unas caracteristicas quimicas superficiales bien
desarrolladas y una estabilidad quimica que les permitiria interactuar mas facilmente, y de
manera especial, con los microorganismos [1,2]. Una disminucién en el tamafio de la
particula puede conducir a un aumento en el nimero de defectos estructurales, asi como
a la alteracion de la configuracion electronica del “bulk” del material, lo que podria
establecer grupos superficiales especificos que funcionen como sitios reactivos [3].
Ademas de estas propiedades superficiales, las propiedades quimicas especificas de los
iones metalicos permitirian a las NPs su difusion a través de los canales que existen en la
membrana celular [4,5], fenbmeno importante a considerar en este trabajo. Por otro lado,
se ha demostrado que las sales de metales e iones metalicos, asi como ciertas NPs con
sitios reactivos en su superficie, pueden inducir estrés oxidativo por la existencia de

especies reactivas de oxigeno (ROS) [6—14].

El termino ROS es utilizado para denominar a diferentes moléculas reactivas y radicales
libres derivados del oxigeno molecular (O,). Los ROS mas comunes incluyen al anién
superoéxido (O,), al peréxido de hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo (HO") y al oxigeno
singlete (*O,), los cuales tienen mayor reactividad que el oxigeno (O,). El mecanismo de
generacion de los ROS, inducido por la incidencia de luz, podria ser explicado de la
siguiente manera y expresado por las reacciones que al final de este parrafo se indican.
Considerando las NPs de ZnO, que poseen defectos superficiales, en ellas se pueden
generar pares electron-hueco (e - h") irradiandolas con luz UV y/o con luz visible (paso 1)
[15,16]. Posterior a la quimisorcion disociativa de las moléculas de H,O en OH y H*, en
una suspension de ZnO o en una atmdsfera himeda, el i6n hidroxilo atraparia el H*
(paso 2), Por otro lado, las moléculas de oxigeno, disueltas en el medio, se
transformarian, al interactuar con el H*, en el radical superéxido (O,") (paso 3), que a su
vez podria reaccionar con el H* para generar radicales hidroperoxilo (HO,") (paso 4). Este
radical, tras la subsiguiente colisién con electrones, podria producir aniones peroxido de
hidrogeno (HO,) que al reaccionar con iones de hidrégeno generaria moléculas de H,0,
[10,11, 17]
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ZnO + hv —-ZnO +e™+h" (1) O, "+ H'— HO, 4)
h* +H20 — OH + H' (2) H02.+e_+ H — H202 (5)
e +0; >0y " )

El H,O; generado, a través del esquema descrito, podria penetrar la membrana celular y
matar a las bacterias. Puesto que los radicales hidroxilo y superéxido son especies
cargadas negativamente, no podrian penetrar en la membrana celular y permanecerian
en contacto directo con la superficie exterior de la célula de las bacterias, 1o que no
sucederia con el H,0O, [18-21]. Algunos estudios han demostrado que la generacion de
ROS podria darse incluso en ausencia de luz, donde los defectos superficiales jugarian un
papel importante en la generacion de los mismos; tanto estos ROS como la densidad de
carga superficial tendrian una participacion muy importante en la actividad antibacteriana
de las NPs [22-23].

Considerando lo mencionado anteriormente, la superficie cataliticamente activa de la NP
podria propiciar un aumento del nivel de ROS como un efecto de respuesta rapida. En
una condicion normal, a bajos niveles de produccién de ROS las células inician una
respuesta protectora, que aumentan la defensa antioxidante de las células para promover
su supervivencia, llevando a la eliminacion del exceso de ROS y de ese modo a la
desintoxicacion [11,23]. Los bajos niveles generados de ROS, en algunos procesos, son
facilmente neutralizados por las defensas antioxidantes, tales como el glutation (GSH),
Superdxido dismutasa (SOD) y demas enzimas antioxidantes, las cuales regulan la
eliminacion de ROS generados. Por otro lado, cuando las especies reactivas oxidantes
superan las defensas antioxidantes se produce un desbalance hacia el estado pro-
oxidante, fendbmeno denominado estrés oxidativo [24,16]. En la figura 4.1 se muestra un
esquema de la citotoxicidad inducida por las nanoparticulas sobre sistemas biol6gicos

considerando, principalmente, la accién de los ROS.

En condiciones de exceso de produccion de ROS, las defensas antioxidantes naturales se
podrian ver superadas y en los niveles mas altos de ROS la respuesta protectora seria
superada por la apoptosis y la citotoxicidad. La apoptosis o muerte celular programada en
células eucariotas tiene como sus caracteristicas especificas la fragmentacion del ADN y
despolarizacion de la membrana, en E. coli no se puede descartar la muerte celular

programada, como ya ha sido reportada por algunos investigadores [25], esta es mediada
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por el sistema toxina-antitoxina mazeF, el mazEF se desencadena por varias condiciones
de estrés, incluyendo graves dafios en el ADN, Por lo tanto un mayor nivel de ROS puede
ser directamente genotoxico. Ademas, se ha reportado que mayores niveles de ROS
liberados conducen a un ataque directo sobre los constituyentes celulares, tales como
membranas, proteinas, lipidos, etc. [25].
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Figura 4.1 Interacciones célula-nanoparticula con un papel central para las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Resumen de las posibles reacciones celulares que tienen lugar después de
interactuar nanoparticulas (NPs) con sistemas celulares.

4.2 DETERMINACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA EN EL SISTEMA DE
CULTIVO E. Coli-ZnO.

La peroxidacion lipidica (LPO por su sigla en inglés) esta asociada al deterioro oxidativo
de los lipidos de la membrana celular y se ha utilizado, ampliamente, como un marcador
del estrés oxidativo [27]. La LPO es un proceso mediado por ROS en el que los acidos
grasos poli-insaturados se someten a peroxidacion, produciéndose aldehidos a-beta
insaturados, como el malondialdehido (MDA) por ejemplo, uno de los principales
productos de descomposicion de lipidos [28]; Es por esto que la LPO se estima midiendo
el contenido de MDA en el sistema de interés, ya que la sobreacumulacion de MDA puede
dafar las células y provocar la apoptosis [29]. En contraste con otros ensayos de barrido
de radicales, el ensayo de la peroxidacion de lipidos permite evaluar los compuestos, en
ensayo, aun en presencia de otros antioxidantes, hierro y radicales [30], y es por ello que

la peroxidacion lipidica es uno de los indicadores mas utilizados para obtener informacion
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de la formacién de radicales libres. Algunos ensayos miden directamente los radicales
libres mientras que en el ensayo de la peroxidacion lipidica se determina la cantidad de
acidos grasos oxidados que existen en el sistema, informacion que permite calcular la
correspondiente cantidad de radicales libres. La medicion de la peroxidacion lipidica se
realiza, generalmente, detectando la presencia del MDA generado como resultado de la
descomposicion de los productos de la peroxidacion de lipidos [31].

4.2.1 Metodologia

El método espectrofotométrico del acido tiobarbitarico (TBA) es el mas comiunmente
utilizado para la cuantificacion de MDA. En la reaccién que ocurre, por el ataque del MDA
al grupo metileno activo del TBA, un mol de MDA reaccionaria con dos moles de TBA, en
medio &cido y a alta temperatura, para formar el aducto MDA-TBA (figura 4.2) [10] y la
velocidad de esta reaccion dependeria de la concentracién de TBA, la temperatura y el
pH. El pigmento MDA-TBA generado, a través de esta reaccion, posee un pico maximo de
absorbancia a 532-535 nm [24,32]. En la figura 4.2 se ilustra la reaccion entre el MDA y el
TBA.

HS. _N

e ~OH §._ _N._ _OH HO_ _N._ _SH
‘\!'3-’ .l e -\"-‘9. e r
i ! _-CH_ _CH | : :
) - \__:__'__‘ ~n I = M= A _;H - [y '_1 IC'
2 N&}:___H_, + o~ CHy, ™0 M‘T.f' B -HQI__.;H-—"“Q}?_;- + 2 Hy
aH OH OH
Arido tioharbiturico Malondialdehids MDA-TEA
(TEA) MDA)

Figura 4.2 esquema de la reaccién entre malondialdehido y acido tiobarbittrico.

En este trabajo se midieron las sustancias producto de la reaccion con acido tiobarbitarico
(TBA) determinando los productos de la peroxidacion lipidica como una medida del estrés
oxidativo inducido por las NPs de ZnO; la concentracion de MDA se midi6 al final de la
fase de crecimiento de la cepa de bacterias, tras 12 horas de incubacion [10].

En la figura 4.3 se muestra la curva de calibracion de MDA obtenida, expresada como
(nmol/mL), y que se utiliz6 para determinar la cantidad de MDA en los diferentes
tratamientos realizados en este trabajo. La expresion, para la ecuacion lineal ajustada a la
recta, estaria dada por A=0,0866 (nmol/mL)+ 5,01 x107%, (R?= 0,999).
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Figura 4.3. Curva de calibracién de absorbancia vs concentraciéon de MDA utilizada para analizar
los cultivos de E. coli estudiados en este trabajo.

4.3 Procedimiento experimental

Para llevar a cabo este procedimiento se tomaron las muestras incubadas al final de la
fase exponencial, tras 12 horas de incubacién, esto se llevé a cabo en una cabina de
seguridad, y se emplearon los equipos y reactivos listados en la tabla 4.1, donde se indica

Su pureza y marca.

Tabla 4.1 Equipos y reactivos usados para determinacion de la peroxidacion lipidica en el sistema
de cultivo E. Coli-ZnO.

REACTIVO MARCA PUREZA
Acido tricloroacético Merck 99 %
Acido tiobarbitarico Panreac 0,98 %
Etanol absoluto Merck 99 %
1,1,3,3-tetrametoxipropano Panreac 99 %
centrifuga Thermo Scientific | ----—--—--
bafio termostatico Polystat | ----—--
Espectrofotémetro Shimadzu UV-180 | --—-—--—--

1. Se tom6 1,0 mL de cada uno de los tratamientos de cultivo con ZnO de ambas
morfologias y se transfirieron a un vial, al cual se le agreg6 1,0 mL de &cido
tricloroacético (7%) a cada sistema y se dej6 a temperatura ambiente durante 10 min.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm, durante 20 min, en una
centrifuga para garantizar que las nanoparticulas, células, y proteinas precipitadas se

sedimentaran completamente.
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2. El sedimento se desechd y el sobrenadante resultante se utiliz6 de inmediato para
realizar el ensayo bioquimico, agregandole 1,0 mL de &cido tiobarbitarico TBA
(0,65 % plv) recién preparado. Todas las muestras se incubaron a 90 °C en un bafio
termostatico, durante una hora, manteniendo las muestras en la oscuridad debido a la
inestabilidad del aducto coloreado formado (Figura 4.4)

3. Después de enfriar se midié la absorbancia a 532 nm (longitud de onda de absorcién
del aducto formado) en un espectrofotometro [32,33]. Las mediciones se realizaron por
triplicado para todos los grupos experimentales y los valores se expresaron como

nanomoles de MDA por mililitro de medio de cultivo (nmol/mL).

4. A partir de las mediciones del ensayo con TBA, los niveles correspondientes de MDA
fueron determinados usando una curva de calibracién trazada, previamente obtenida,
entre la absorbancia medida a 532 nm vy diferentes concentraciones de MDA
sintetizadas a través de la hidrolisis acida del 1,1,3,3-tetrametoxipropano, en un

intervalo de concentracion de 0,42 nmol/mL a 13,44 nmol de MDA/mL [10].

Se tom6 1,0 mL c/u de los
tratamientos de cultivo con
Zn0O

'

Se agrega 1,0 mL de TCA,
a ambiente durante 10 min

A\ 4

Centrifugar a 10.000 rpm,
durante 20 min

)

Desechar el sedimento, y
agregar, 1,0 mL de TBA

A 4

Medir absorbancia a

Incubar a 90°C en un bafio : 532 nm, y tabular los
termostatico, por una hora datos

Figura 4.4 Esquema del procedimiento para medicién de la peroxidacién lipidica.
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El tratamiento de los cultivos de cepas de E. coli con NPs de ZnO mostré una importante
liberacién de MDA en el medio, indicando un aumento continuo de la actividad MDA hasta
el tratamiento méaximo experimental. En la tabla 4.2 se registrd el promedio de los valores
de absorbancia para cada uno de los tratamientos con las dos morfologias de ZnO, asi
como para el control (sin tratamiento de ZnO), al final de la fase de crecimiento de las
cepas (pre-determinado a 12 horas). Como se observa en la tabla 4.2, los niveles de MDA
en los cultivos, después de la exposicién a las NPs de ZnO para las dos morfologias
estudiadas, mostraron grandes diferencias, tal que las suspensiones con cantidades bajas
de ZnO presentaron bajos niveles de MDA, los cuales aumentaron a medida que se
incremento la concentracion de ZnO-NPs en los tratamientos; en general, los tratamientos
con NPs aciculares mostraron una menor cantidad de MDA, en los sistemas, que los
registrados para la morfologia esférica, resultado que se corresponde, es coherente, con
las curvas de crecimiento que se mostraran mas adelante donde se presenté una mayor
inhibicién del crecimiento de las cepas de E. coli para la morfologia esférica, evidenciando
gque los ROS generaron la peroxidacion lipidica y la presencia de MDA, influyendo en la
citotoxicidad de las NPs de ZnO ya que, al existir una acumulacién adecuada de MDA,
podria atacar las células y provocar la apoptosis [29].

Tabla 4.2 promedio de los valores de absorbancia para diferentes tratamientos De NPs de ZnO
utilizando el ensayo de liberacion de MDA

Tratamiento con | ZnO Acicular | ZnO Esferoidal

ZnO (mg/ml) (Abs) (Abs)
Control 0,037 0,037
0,15 0,038 0,043

0,35 0,043 0,055

0,45 0,047 0,059

0,55 0,049 0,064

0,65 0,056 0,065

0,75 0,062 0,072

1,0 0,067 0,078

Interpolando los valores de absorbancia de la tabla 4.2 en la curva de calibracién para
MDA (figura 4.3), y teniendo en cuenta el factor de disolucién en los ensayos por la
adicion de TCA y TBA, se obtuvieron los resultados consignados en la tabla 4.3. En esta
tabla se puede observar que la cantidad de MDA medida en los medios de cultivo con
NPs de ZnO con morfologia esférica fue mayor que los registrados para la morfologia
acicular, resultado coherente como ya se indicd, con lo que muestran las curvas de

crecimiento registradas para ambas morfologias, que se encuentran mas adelante, es
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decir para un menor crecimiento de la poblacion de bacterias de E. coli mayor fue la

cantidad de MDA presente en el cultivo.

Tabla 4.3 Cantidad de MDA presente en los medios de cultivo de E. coli que contenian diferentes
tratamientos ZnO-NPs, para las dos morfologias de interés.

Concentracioén Zn0O
de ZnO ZnO acicular Esferoidal
(mg/ml) nmol/ml nmol/ml
Control 1,1082 1,1082

0,15 1,1428 1,3160
0,35 1,3160 1,7317
0,45 1,4546 1,8703
0,55 1,5239 2,0435
0,65 1,7664 2,0782
0,75 1,974 2,3207
1,0 2,1475 2,5285

Trasladando los datos de la tabla 4.3 a un histograma (figura 4.5), para hacer méas grafica
la diferencia del efecto de las NPs de ZnO con morfologia esférica con las de morfologia
acicular frente a la cantidad de MDA en los cultivos, se observa que para el tratamiento
con 0,15 mg/ml de ZnO acicular no se presenté un incremento significativo en la cantidad
de MDA, con respecto al control (sin tratamiento de ZnO), mientras que para el mismo
tratamiento (0,15 mg/ml), pero con ZnO-NP esferoidal, hubo un incremento significativo,
>5%, en la cantidad de MDA con respecto al mismo control. De igual manera, mientras la
cantidad de MDA registrada para el tratamiento 0,75 mg/ml con ZnO-NPs morfologia

acicular fue del 78,1 % para la morfologia esférica fue mayor al 100% respecto al control.

I 7nO acicular
[ ZnO esferoidal

2,5

2,04

1,5

1,0

Contenido de MDA (nmol/mL)

0,5

0,0 L
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Tratamiento de ZnO (mg/mL)

Figura 4.5 Cantidad de MDA en los medios de cultivo considerando el efecto de las ZnO-NPs,
diferentes morfologias, presentes en los cultivos de E. Coli.

63



En general se observa una marcada diferencia entre el MDA registrado para el ZnO
esferoidal, que para el registrado para la morfologia acicular donde, posiblemente, el
menor tamafio relativo de las ZnO-NPs [34,35], asi como la morfologia que ellas
presentan [36,37] podrian propiciar un mayor niumero de defectos superficiales capaces
de generar una mayor cantidad de especies oxidantes en el medio [15,16].

4.4 EFECTO DE LA PRESENCIA DE UN ANTIOXIDANTE EN EL SISTEMA

Los estudios de citotoxicidad con tratamientos de NPs de ZnO sobre medios de cultivos
de bacterias de E. coli, considerando la cantidad de malondialdehido (MDA) liberado en
ellos (figura 4.5 y tablas 4.2 y 4.3), mostraron citotoxicidad severa sobre las mismas,
accion que se reiter6 con la obtenciéon de las curvas de crecimiento. Haciendo uso del
acido ascérbico 0,2 mM (35 pg/ml), se propicid una proteccién significativa contra la
produccién de la peroxidacion de lipidos en cultivos pre-determinados, reduciendo asi
esta respuesta citotoxica por el favorecimiento de la actividad antioxidante, que se deriva
del desplazamiento de acido L-ascérbicoa su forma oxidada L-dehidroascérbico
(Figura 4.6); lo cual permite su accion contra radicales oxidativos (O, "y OH" ) y los
radicales acuosos, como el oxigeno singlete [33]. Lo anterior sugiere que la citotoxicidad
en los cultivos de E. coli, estudiados en este trabajo y sometidos a la accién de las ZnO-
NPs, se debe en parte a la liberacion de ROS, ya que estas especies fueron neutralizadas
con la presencia del antioxidante en aquellos cultivos dispuestos para tal fin; por lo tanto,
la presencia de acido ascorbico (antioxidante), en el medio donde ocurria la oxidacion,
evitdO que los ROS generados pudieran reaccionar con la membrana celular y las
proteinas intracelulares, y causar citotoxicidad [38,39]. Las otras contribuciones, al
proceso de oxidacién, podrian provenir del mecanismo de oxidacién directa por parte de
los huecos que pudieran existir en las ZnO-NPs sintetizadas (existencia que a futuro hay
que verificar) que, como se menciona para otros semiconductores [40,41], seria un
mecanismo a tener en cuenta, y por ultimo la disolucién de las ZnO-NPs, proceso que se
discutira mas adelante. En conclusion, asi como se plantea en la literatura cientifica, es
posible que los diferentes mecanismos mencionados actlen simultdneamente en los
procesos de degradacion propiciados por los semiconductores [42-44], y es lo que
posiblemente esta sucediendo en el proceso de degradacion de las ZnO-NPs sobre las

cepas de E. coli estudiado en el presente trabajo.
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Figura 4.6 Oxidacién de acido ascérbico a acido dehidroascorbico.

Como se puede observar en la figura 4.7, las curvas de crecimiento obtenidas graficando
la cantidad de UFC/mL, después de realizar las correcciones considerando los
respectivos blancos, la respuesta citotdxica en los cultivos de E. coli que contenian NPs
de ZnO con morfologia esférica, muestras que presentaron una mayor capacidad
antibacterial frente a las NPs de ZnO con morfologia acicular, y disminuyo al incorporar al

medio de cultivo el acido ascérbico (antioxidante) en una concentracién 0,2 mM.
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Figura 4.7. Curvas de crecimiento del E. coli en cultivos con presencia de ZnO-NPs esferoidales:
(a) sin acido ascorbico y (b) suplementado con acido ascérbico 0,2 mM (35 pg/ml).

Finalmente, la tabla 4.4 muestra los niveles de MDA en los cultivos de E. coli con
ZnO-NPs esferoidales al Interpolar los datos obtenidos de absorbancia a 600 nm (DO),
figura 4.7, en la curva de calibracién para MDA, figura 4.3, teniendo en cuenta el factor de
diluciéon en los ensayos por la adicion de TCA y TBA; los datos indican que el contenido
de MDA en el cultivo fue menor cuando estaba presente el acido ascorbico (antioxidante).
Adicionalmente, la figura 4.8 reitera que el suplemento antioxidante dio lugar a una
proteccion significativa contra la produccion de la peroxidacién de lipidos, liberando una

menor cantidad de MDA en el medio de cultivo bacteriano [38].
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Tabla 4.4 Cantidad de MDA presente en los cultivos de E. coli que contenian ZnO-NPs
esferoidales, sin y con acido ascorbico suplementado de en los mismos.

Concentracion | ZnO esférico ZnO esferoidal +
de ZnO nmol/ml Ascorbico nmol/ml
Control 1,1082 1,1082

0,15 1,3160 1,2814
0,35 1,7317 1,4200
0,45 1,8703 1,6625
0,55 2,0435 1,7317
0,65 2,0782 1,9050
0,75 2,3207 2,0782
1,0 2,5285 2,3553
I ZnO esferoidal

[ ZnO esferoidal + Ac ascorbico

2,54

Ly = n
o w =]
1 1 1

Contenido de MDA (nmol/mL)
o
(52}
1

0,0 -
0,00 0,15 0,30 0,45 0,60 0,75 0,90

Tratamiento de ZnO (mg/mL)

1,05

Figura 4.8 Niveles de MDA como una medida de la peroxidacion lipidica en los medios de cultivo
de E. coli que contenian ZnO-NPs esferoidales sin y con suplemento de acido ascorbico
(antioxidante).

4.5 ANALISIS

Los tratamientos con NPs aciculares mostraron una menor cantidad de MDA, en los
sistemas, que los registrados para la morfologia esferoidal, resultado que es coherente y
corresponde con las curvas de crecimiento donde se presentd una mayor inhibicion del
crecimiento de las cepas de E. coli para la morfologia esferoidal, evidenciando que los
ROS generados por los defectos superficiales de las ZnO-NPs propiciaron la peroxidacién
lipidica y promovieron la presencia de MDA en los medios de cultivo, como principal

producto de descomposicion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) , influyendo en la
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citotoxicidad de las NPs de ZnO ya que, al existir una alta acumulacion de MDA, este

promueve citotoxicidad en células bacterianas y provocar la apoptosis o muerte celular.

Ademas se puede observar en la figura 4.7, que las curvas de crecimiento obtenidas
graficando la cantidad de UFC/mL a lo largo de las 12 horas de incubacion; que la
respuesta citotoxica en los cultivos de E. coli que contenian NPs de ZnO con morfologia
esferoidal, presentaron una mayor capacidad antibacterial frente a las NPs de ZnO con
morfologia acicular, y que esa inhibicion en el crecimiento de las bacterias disminuyo al
incorporar al medio de cultivo el antioxidante, lo que evidenciaria la accién antioxidante
del acido ascérbico, el cual actiia como un barredor (scavenger) de especies ROS en una
concentracion 0,2 mM. Evitando la oxidaciéon de 4cidos grasos insaturados y de algunas
proteinas de membrana, compuestas por aminoacidos oxidables con dobles en laces
carbono-carbono, aminoacidos que ademas promueven atraccion electrostatica con la
superficie cataliticamente de las ZnO-NPS. El antioxidante se puede consumir a lo largo
de las 12 horas del proceso de incubacion, razén por la cual las curvas de inhibiciéon de

crecimiento no son muy significativas respecto al control (sin NPs)
4.6 DISOLUCION DE LAS NPS Y SU APORTE AL MECANISMO ANTIBACTERIAL

Algunos estudios han demostrado que ademas de los ROS generados por las NPs, se
pueden generar especies i6nicas de cinc disuelto (Zn?*) que participarian y contribuirian a
la citotoxicidad, considerando las concentraciones de nanoparticulas de ZnO utilizadas en
este trabajo [33,46]

Algunos factores que determinan la disolucién parcial de ZnO son: el tiempo, la
concentracion y el tipo de ZnO nanoparticulado usado, tal que la cinética de disolucion es
mas lenta para las concentraciones méas bajas de ZnO-NP. Por otro lado, la forma de las
particulas influyen en la disolucion tal que las NPs de ZnO esféricas deberian presentar
mayor velocidad de disolucién que las particulas con forma de varilla [45,46], por ejemplo.
Adicionalmente, el cinc disuelto no solo provendria de la disolucién de las ZnO-NP,
también podria generarse por la descomposicion de quelatos que se formarian por la
coordinacion de atomos de cinc con las proteinas, lo que destruiria, en gran medida, las

funciones que mantienen los procesos normales de la fisiologia de los microorganismos.

Las NPs pueden interactuar directamente con organulos oxidativos, tales como las
mitocondrias y proteinas, estimulando la produccion de ROS asi como de iones Zn*" en
las células, ocasionando un aumento en la concentracion local de Zn?* intracelular y por lo

tanto un desequilibrio de la actividad de las proteinas dependientes de Zn?*, que utilizan el
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ion calcio (Ca®") como sefial intracelular activadora. Esta accién causaria desbalances en
la autorregulacion homeostatica celular de los diferentes cationes metélicos, hacia el
exterior celular, causando efectos pro-inflamatorios [9,47].

4.7 PROPUESTA DE MECANISMO DE ACCION DE LAS NPS DE ZNO SOBRE LA
CEPA DE E. coli

Como se ha indicado previamente, existen varios enfoques sobre el mecanismo que
permitiria explicar la acciéon antibacteriana de NPs de ZnO siendo la produccién de
radicales libres uno de los principales mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas,
éste generaria estrés oxidativo, inflamacion y consecuentes dafios a las proteinas, la

membrana y el ADN.

Aunque el mecanismo de accion aun no estd completamente entendido y estructurado,
tres diferentes mecanismos de accién han sido propuestos en la literatura: (i) La
produccibn de especies reactivas de oxigeno (ROS) debido a propiedades
semiconductoras del ZnO [10,11], (ii) La desestabilizacién de la membrana microbiana por
el contacto directo de particulas de ZnO con la pared celular y consecuente penetracion a
través de la pared celular [23,48], y (iii)) Las propiedades antimicrobianas intrinsecas de
los iones Zn?* generados [49,50]. Algunos autores reportan que hay otros aspectos a
tener en cuenta, por ejemplo el uso de surfactantes durante el proceso de sintesis de las
Nanoparticulas, los cuales pueden tener efectos bactericidas debido a una mayor
interaccion con la pared celular (por atraccién electrostatica) de las NPs de ZnO. Ya que
en el presente trabajo se utilizd el surfactante CTAB para controlar la morfologia y el
tamafio de las ZnO-NPs, se indagd sobre la presencia de este compuesto en las
nanoparticulas obtenidas al final del proceso y se encontr6 que los espectros infrarrojo de
las NPs con morfologia esferoidal, no mostraron bandas caracteristicas del surfactante
(ver figura 2.5), lo que indica que el tratamiento térmico realizado fue muy efectivo y evito

la presencia de alguna fase organica en el sélido sintetizado.

El mecanismo para la generacion de ROS por luz visible estd bien documentada
[10,11,17], tal que los pares electron-hueco (e - HY), que propiciarian su produccion, se
generarian en el semiconductor de ZnO por la excitacion de electrones de la banda de
valencia a la banda de conduccion por la absorcion de la luz (UV o visible); estos pares
electron-hueco producirian los ROS en la interaccion con el agua. Por otro lado, el
mecanismo para la produccion de ROS en la oscuridad, con la participacion de la especie

superdxido generada, principalmente, por la acciébn de los defectos superficiales
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presentes en las ZnO-NPs (vacancias de oxigeno ionizadas, por ejemplo), a través de las

reacciones que se indican en el esquema de la figura 4.9.

0,+e — O, @)

0, "+ H,0 — H,0 +OH @)
H,O + H,O — H,0, (3)
H,0, + O, — O,+OH+OH @)

Figura 4.9. Esquema que indica el mecanismo de generaciéon de ROS a partir del superéxido.

El oxigeno de la atmdsfera puede reaccionar con electrones de la superficie del ZnO para
formar el radical superoxido (paso 1), el cual, en presencia de agua, es solvatado
formando radicales hidroperoxilo (paso 2). Estos radicales hidroperoxilo pueden
recombinarse para formar H,O, (paso 3) y el H,O, puede reaccionar con el radical
superoéxido para formar iones hidroxilo y radicales hidroxilo (paso 4). No se puede excluir
la posibilidad de formacién de oxigeno singlete, en el desarrollo de este proceso, ya que si

existen huecos en las ZnO-NPs sintetizadas este se podria formar [22].

En el presente estudio, las ZnO-NPs con morfologia esferoidal mostraron mayor actividad
antibacteriana que las NPs con morfologia acicular, resultado que se podria atribuir tanto
al menor tamafio relativo de las particulas con forma esferoidal, y por lo tanto una mayor
area especifica para generar los ROS, asi como a su morfologia, efecto que ya ha sido
analizado en otros sistemas por otros investigadores [49,50]. Ademas, se verificd la
presencia de ROS en los cultivos de E. coli, que contenian las ZnO-NPs, registrando el
efecto de la presencia de un antioxidante natural (vitamina C) y su capacidad de reducir
estas especies reactivas pro-oxidantes, lo que ocasiono la regulacion del efecto del estrés
oxidativo y por lo tanto una menor inhibicion del crecimiento bacteriano; estas especies
reactivas de oxigeno (ROS) se pueden generar debido a las propiedades

semiconductoras del ZnO [15,16], que aun en ausencia de luz son generadas [22].

En la figura 4.10 se indica el esquema de un posible mecanismo que generaria los ROS y
gue colaborarian en la degradacion de las bacterias de E. coli. El Trabajo de Prasanna y
Vijayaraghavan [22] puso en evidencia la importancia que tienen los defectos superficiales
gue existen en las ZnO-NPs en la produccion de los ROS; especificamente proponen que
en la oscuridad, en ausencia de radiacion, el radical superoxido mediaria en la

generacion de los ROS a través de las vacancias de oxigeno mono-ionizadas, propuesta
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gue ellos confirmaron con resonancia paramagnética electronica (EPR) y estudios de

barrido de radicales.

Ademas, la presencia de cargas eléctricas tanto en la pared celular como sobre la
superficie de las ZnO-NPs podria propiciar atraccion electrostatica entre ellas y por lo
tanto la adhesion de las NPs a la superficie bacteriana. Debido a que la superficie
cataliticamente activa de las NPs, principalmente por los defectos superficiales que en ella
existen, ella podria generar especies ROS pero algunas de estas especies con carga
negativa, como los radicales hidroxilo y superdxido, no podrian penetrar la membrana
celular y permanecerian en contacto directo con la superficie exterior de las bacterias,
debilitando la pared celular y generando peroxidacion lipidica LPO (Figura 4.10 (a)).Este
proceso, en principio, facilitaria la penetracion de las NPs hacia el interior de la célula,
accion que también se podria dar a través de los canales de iones y proteinas
transportadoras, lo que permitiria el paso de las NPs hacia la membrana plasmaética.
Estando las ZnO-NPs alli su interaccion seria directa con los organulos oxidativos, como

las mitocondrias, estimulando la produccién de ROS en el interior celular (Figura 4.10 (b))
[9].

Los ROS en pequefias cantidades serian facilmente neutralizados por las defensas
antioxidantes, entre ellas el glutation (GSH), superdxido dismutasa (SOD) y las demas
enzimas antioxidantes. Pero, cuando la defensa antioxidantes es insuficiente, se puede
producir un desbalance hacia el estado pro-oxidante [1,9,16] (Figura 4.10 (c)) debido a la
alta concentracion de ROS. Por otro lado, los iones de Zn®* disueltos tendrian la
capacidad de formar quelatos con las biomoléculas o desalojar a los iones metalicos de
las metaloproteinas especificas, lo que podria ocasionar la inactivacion de las proteinas
[24,45]. Los ROS también podrian inactivar los procesos de autorregulacion homeostética
de los iones hacia el exterior celular, los cuales utilizan el Ca®" como sefial intracelular
activadora [16]. Ademas, los ROS podrian inducir ruptura en la cadena de ADN afectando
la expresion génica (Figura 4.10(d)), sin descartar la muerte celular programada, mediada
por el sistema toxina-antitoxina mazEF [25], desencadenada por varias condiciones de
estrés oxidativo incluyendo graves dafios en el ADN, Conllevando a la Muerte celular
[9,20-22].
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Figura 4.10 Representacion esquemética de algunos eventos clave de toxicidad de ZnO en células
bacterianas, inducida por las NPs de ZnO.(a) Los posibles mecanismos de entrada de NPs de
ZnO; (b) efectos de ROS mtracelulares por NPs de ZnO; (c) estrés oxidativo generado por ROS y
(d) Efectos de coordinacion de Zn* " liberado de las NPs en la célula; incluyendo inhibicién en
efectos de homeostasis.

4.8 CONCLUSIONES

e Se comprobd la accion antibacteriana de las ZnO-NPs sintetizadas sobre cepas de
E. coli y caracteristicas fisicoquimicas de las Nanoparticulas obtenidas, concretamente
su morfologia, las cuales tienen un efecto importante sobre esta funcionalidad. En el
presente caso las ZnO-NPs con morfologia esferoidal presentaron mayor actividad
antibacteriana que las NPs con morfologia acicular. Estos resultados ponen en
evidencia la importancia de los métodos de sintesis utilizados para obtener las
ZnO-NPs y sus caracteristicas fisicoquimicas.
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En este Trabajo se confirmo la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
cultivos de E. coli y ZnO-NPS, durante el estudio de la accion antibacteriana de las
ZnO-NPs sobre las cepas de bacterias, en ausencia de luz, sobre los cultivos,
considerando una menor inhibicién del crecimiento bacteriano, al suplementarles acido
ascorbico (antioxidante). Los resultados mostraron una evidente reduccion de los

niveles de malondialdehido (MDA) en estos cultivos.

Uno de los mecanismos que justifica el efecto antibacteriano de las ZnO-NPs, sobre las
cepas de E. coli, es un proceso de oxidacion lipidica que experimentaria la membrana,
ocasionado por los ROS generados por las NPs; Estos ROS se generarian partiendo
de la formacién del radical superoxido (O, 7), debido a la reaccién del O, con
electrones ubicados en la superficie del ZnO y mediado por los defectos superficiales,
gue posteriormente propiciaria la generacién de radicales hidroxilo (OH") y peréxido de
hidrogeno (H,0,). La oxidacion de los lipidos de la membrana podria ocasionar la
ruptura de la pared celular permitiendo asi el ingreso de las ZnO-NPs al citoplasma de
la bacteria, facilitando la accién antibacterial de las mismas a través de los ROS que

ellas generan.

Los resultados de reduccion de los niveles de malondialdehido (MDA) en los cultivos
de E. coli con ZnO-NPs, a los que se les adiciond el acido ascérbico, indican que el
mecanismo de inactivacién de las bacterias a través de los ROS actuo, pero no fue el
anico, ni el mas importante, por lo que se deberian considerar, para justificar los
resultados obtenidos, otros mecanismos como: el efecto de los iones de cinc (Zn*")
disueltos, tanto en el medio de cultivo como en el citoplasma, y la oxidacién directa a
través de los huecos que puedan existir en la superficie de las ZnO-NPs. Estos dos
mecanismos, asi como la mediacion de los defectos superficiales que presenten las
nanoparticulas en los procesos de oxidacion, se deberian estudiar con mayor cuidado

en futuros trabajos.
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