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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

NpAg: nanoparticulas de plata

NpAu: nanoparticulas de oro

LBL: layer by layer - capa por capa

PAH: Clorhidrato de polialilamina

PAA: Acido poliacrilico

PDDA (Policloruro de dialil-dimetil amonio)

UFC: unidades formadoras de colonias

TEM o MET: Transmission Electron Microscopy - microscopio electrénico de transmision
SEM o MEB: Scanning Electron Microscope - microscopio electrénico de barrido

AFM: atomic force microscope - microscopio de fuerza atémica

EDS: Energy Dispersive X-Ray — Energia dispersiva de rayos x



RESUMEN

La nanotecnologia permite la creacién de nuevos materiales, dispositivos y sistemas, utiles y
funcionales, mediante el control de la materia en la escala del nandmetro, y el aprovechamiento de nuevos
fendmenos y propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas a esa escala dimensional.

En este trabajo de tesis se plante6 como objetivo sintetizar nanoparticulas de plata y la
incorporacion de éstas a distintos materiales, para conferirles a los mismos un poder antimicrobiano. Las
sales de plata y las nanoparticulas de plata se utilizan en variadas aplicaciones para el control de
infecciones, en forma de apdsitos y compresas, que contienen superficies “antimicrobianas” con plata y
nanoparticulas de plata.

En primer lugar, se realiz6 la sintesis de nanoparticulas de plata coloidales (NpAg), logrando una
suspension muy estable de las mismas, cuyo tamafio promedio de nanoparticulas rondé los 50 nm. En su
caracterizacion por microscopia electronica de transmisién (TEM), se observé su estructura cristalina
caracteristica de la plata, y el analisis por difraccion de rayos X (EDS) confirmé su composicion.

En cuanto a los textiles, se utilizaron aquellos que podrian tener aplicaciones médicas (algodon,
en vendas) o técnicas (poliéster, ropa de trabajo). Para cada tipo de fibra se evaluaron diferentes
pardmetros, ya que difieren mucho entre si en su composiciéon quimica, y no reaccionan de la misma
manera durante el proceso de impregnado. Se ensayaron dos métodos de impregnacion de las fibras. El
primero depositando directamente mediante un aerosol la suspension ya preparada de NpAg coloidales
estabilizadas con almidén. El segundo, formando las nanoparticulas in situ dentro de una red polimérica
previamente depositada en la superficie del textil, utilizando borohidruro como reductor. En este caso el
tamafio promedio de las nanoparticulas formadas fue entre 30 y 80 nm. Los dos métodos presentaron
buenos resultados, con sus ventajas y desventajas cada uno.

En el deposito directo por aerosol de una suspension de concentracion 500 ppm de Ag, la cantidad
de plata cuantificada fue de 65 £ 8 mg Ag en 100 g de tela en algodén y 50 + 10 mg Ag en 100 g tela,
para poliéster. Mientras que mediante la formacién de nanoparticulas in situ, se obtuvieron 64 + 2 mg Ag
en 100 g tela para algodén y 25 £5 mg Ag en 100 g tela en poliéster. En cuanto al comportamiento en los
ensayos microbioldgicos frente a bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, todas las
muestras inhibieron el crecimiento microbiano en mayor o menor medida. En los ensayos de difusién por
disco, las telas fabricadas por depdsito directo de nanoparticulas presentaron mayores halos de inhibicién,
consecuencia de tener mayor disponibilidad de NpAg en la superficie, mientras que las producidas por la
técnica de formacion in situ de NpAg dentro de la red polimérica, presentaron halos mds chicos, propio
de generar una difusion menor de la plata al medio, por estar incluida dentro de la red.

La segunda matriz evaluada fue una pintura de base acuosa utilizada para paredes. La preparacion
de las muestras en este caso consistid simplemente en mezclar la pintura con la suspension de NpAg
sintetizadas ex sifu, en distintas concentraciones (50, 250 y 500 ppm). El comportamiento antimicrobiano
de las pinturas se evalud utilizando normas internacionales (ASTM y JIS). El mejor resultado de la
actividad antifingica lo mostr la pintura formulada con una concentraciéon final de 500 ppm de
nanoparticulas, inhibiendo significativamente el crecimiento de hongos ambientales. En cuanto a la
actividad antibacteriana, los resultados mostraron actividad entre aceptable y pobre, segtn el criterio de
evaluacion de la Paint Research Association (PRA) de Inglaterra.

Queda mucho por desarrollar en el campo de nuevos materiales como los presentados en este
trabajo, mejorando las formulaciones y procesos para lograr una mayor actividad antimicrobiana, y
mejores propiedades de los productos.

Si bien este trabajo representa pruebas iniciales y preliminares en el desarrollo de textiles y pinturas
con propiedad antimicrobiana, este fue el punto de partida para lograr el desarrollo de productos basados
en estas matrices, hoy disponibles en el mercado.



ABSTRACT

Nanotechnology allows the creation of new useful and functional materials, devices and systems,
the control of matter through the nanometer scale, and the use of new phenomena and physical, chemical
and biological properties at that dimensional scale.

In this thesis, the objective was to synthesize silver nanoparticles and its incorporation to different
materials, to give them an antimicrobial power. Silver salts and silver nanoparticles are used in a variety
of infection control applications, under the form of dressings and compresses, which contain
“antimicrobial” surfaces with silver and silver nanoparticles.

In the first place, the synthesis of colloidal silver nanoparticles (NpAg) was carried out, achieving
a very stable suspension thereof, which average nanoparticle size was around 50 nm. In its characterization
by transmission electron microscopy (TEM), the characteristic crystalline structure of silver was observed,
and X-ray diffraction analysis (EDS) confirmed its composition.

Regarding textiles, those that could have medical applications (cotton, bandages) or technical
(polyester, work clothes) were used. Different parameters were evaluated for each type of fiber, since they
differ greatly in their chemical composition, and do not react in the same way during the impregnation
process. Two methods of impregnation of the fibers were tested. The first by directly depositing by means
of an aerosol the already prepared suspension of colloidal NpAg stabilized with starch. The second, by
forming the nanoparticles in situ within a polymeric network previously deposited on the surface of the
textile, using borohydride as a reducing agent. In this case, the average size of the nanoparticles formed
was between 30 and 80 nm. The two methods presented good results, though each with their advantages
and disadvantages.

In direct spray deposition of a suspension with a concentration of 500 ppm of Ag, the quantity of
silver quantified was 65 + 8 mg Ag in 100 g of cloth on cotton and 50 = 10 mg Ag in 100 g cloth, for
polyester. While by means of the formation of nanoparticles in situ, 64 £ 2 mg Ag in 100 g cotton fabric
and 25 + 5 mg Agin 100 g polyester fabric were obtained. Regarding the behavior in the microbiological
tests against bacteria such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus, all the samples inhibited
microbial growth to a greater or lesser extent. In the disk diffusion tests, the fabrics manufactured by direct
deposit of nanoparticles showed greater inhibition halos, a consequence of having greater availability of
NpAg on the surface, while those produced by the technique of in situ formation of NpAg within the
polymeric network, presented smaller halos, due to a lower diffusion rate of silver to the medium, because
it is included within the network.

The second matrix evaluated was a water-based paint used for walls. The preparation of the
samples in this case consisted simply in mixing the paint with the suspension of NpAg synthesized ex
situ, in different concentrations (50, 250 and 500 ppm). The antimicrobial behavior of the paints was
evaluated using international standards (ASTM and JIS). The best result of antifungal activity was shown
by the paint formulated with a final concentration of 500 ppm of nanoparticles, significantly inhibiting
the growth of environmental fungi. Regarding antibacterial activity, the results showed activity between
acceptable and poor, according to the evaluation criteria of the Paint Research Association (PRA) of
England.
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1 INTRODUCCION

1.1 Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia es un drea emergente de la ciencia que se ocupa del estudio de los materiales de
muy pequeiias dimensiones, se centra en entender los fundamentos y propiedades de aquellos materiales
cuyo tamaio se encuentra comprendido entre el de 4tomos (o moléculas) y de la materia condensada en
estado sélido, liquido o gaseoso en la macroescala. Es decir, es aquella rama de la ciencia que busca el
descubrimiento y la interpretacion de los fendmenos en la nano-escala, la acumulaciéon de nuevos
conocimientos, la conceptualizacion de nuevas categorias, sus relaciones y sus leyes.

La nanotecnologia, basada en la nanociencia, puede ser entendida como un nuevo tipo de
ingenieria aplicable en la escala nano. Se trata del desarrollo de técnicas experimentales que permitan la
observacion, la medida, la manipulacién y la fabricacion de estructuras, objetos, dispositivos y sistemas
nanométricos. Esta idea fue expresada publicamente por primera vez, ya en 1959, por el genial Premio
Nobel de Fisica, Richard Feynman en su célebre conferencia “There is plenty of room at the botom”,
coloquialmente «<Hay mucho espacio en el fondo» [1]. En esta conferencia planteaba el futuro del disefio
y la ingenieria a nivel molecular. Dijo:

“Cuando nos sumergimos en el mundo microscépico, por ejemplo, un circuito de 7 atomos,
tenemos muchas cosas nuevas que pueden suceder completamente distintas y que representan
oportunidades de disefio completamente nuevas. Los atomos en una pequeia escala presentan un
comportamiento que no tienen nada que ver con escalas mayores, ya que satisfacen leyes de la
mecanica cuantica. Entonces, cuando trabajamos a escalas moleculares estamos trabajando con
leyes completamente distintas y podemos esperar hacer cosas completamente diferentes.”

Feynman describi6 procesos en los cuales los cientificos podrian manipular y controlar &tomos y
moléculas de forma individual.

Figura 1. Premio Nobel de Fisica, Richard Feynman
(Imagen modificada de https://fisica.cab.cnea.gov.ar/colisiones/staff/barra/otros/young/index.html)

Alrededor de una década después, con sus experimentaciones el Profesor Norio Taniguchi definié
el término nanotecnologia. No fue hasta el afio 1981, con el desarrollo del microscopio de efecto tinel
que se pudieron “ver” atomos individuales, que la nanotecnologia moderna comenzo.
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Hoy dia tenemos ya una capacidad cientifica e industrial que era insospechada al final del siglo
pasado. En los ultimos afios han surgido gran nimero de patentes y publicaciones cientificas asociadas al
mundo nanométrico.

Si bien la nanotecnologia es un édrea relativamente nueva, la investigacion de objetos a escala
nanométrica no es nueva en lo absoluto. El estudio de los sistemas bioldgicos y de la ingenieria de muchos
materiales, tales como dispersiones metélicas coloidales, quantums dots, y catalizadores han formado
parte del mundo nanométrico durante siglos.

Uno de los objetos mds antiguos e interesantes donde se puede encontrar materiales nanométricos
es un hermoso cdliz hecho por los romanos hace mil seiscientos afios atrds, la Copa de Licurgo que se
encuentra en el Museo Britdnico. La copa representa la historia del Rey Licurgo, enredado en las vides
por su traicién contra Dioniso, el dios del vino en la mitologia griega.

Pero no es el disefio que hace que la copa sea de gran interés para los cientificos. Al ver la copa en
alumbrado normal, el cristal es verde jade. Pero cuando la copa se ilumina por detrds, el cristal cambia a
un color rojo rubi brillante. Las nanoparticulas de oro y plata dispersas en todo el material de vidrio le
otorgan a la copa esas propiedades de cambio de color. Se encuentran en una relacién de 7:3 y poseen un
didmetro aproximado de 70 nm [2] [3].

Figura 2. Caliz de Licurgo, color verde si la fuente de luz proviene desde afuera de la copa (luz reflejada), y, rojo si
la fuente de luz viene desde adentro (luz transmitida). (Imagen modificada de Lee et al 2005 [2])

Asimismo, el uso de oro coloidal tiene una larga historia, aunque recién a mediados del siglo XIX
se publicé por primera vez un estudio exhaustivo sobre su preparacion y sus propiedades. El color inusual
del oro coloidal llamé la atenciéon de muchos investigadores. En 1857 Michael Faraday logré un novedoso
método de sintesis de oro coloidal. Sintetiz6 una solucién de color rojo oscuro por reducciéon de una
solucién acuosa de dcido clorodurico usando fésforo en CS», y observé que la estabilidad de la solucién
coloidal contra la agregacion se conseguia utilizando un agente estabilizante. También pudo ver que los
cambios de color reversibles logrados por compresion mecdnica (azul-violeta al verde) de los films
delgados preparados con oro coloidal. [4]

Cabe sefialar que Faraday no tenia un marco tedrico cudntico, pero basd su postulado en la
comprension intuitiva de los metales altamente reflectivos y los procesos de dispersion. [5]
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En los tdltimos afios fue investigado otro material antiguo como el acero de Damasco. Este es una
especie de aleacion que tenia al mismo tiempo las cualidades de dureza y flexibilidad, una combinacién
que lo convertian en un material especial para la construccion de buenas espadas. Las espadas originales
de acero de Damasco se elaboraron en las vecindades de Damasco, Siria, en el periodo que va desde el
afio 900 hasta 1750. Se cuenta que las primeras espadas fueron encontradas por los europeos durante
las Cruzadas, en este momento se ganaron su reputacién de poder cortar un pedazo de seda en el aire, y
de poder cortar una roca sin llegar a perder su filo. Muchos cientificos han tratado de descubrir a qué se
deben estas propiedades especiales y han encontrado que el acero de esta espada contiene nanotubos de
carbono de pared multiple (MWNTSs) y nanovarillas.[6][7]

Figura 3. Cuchillo de acero de Damasco. Arriba imdgenes de microscopia electrénica del material a escala micro, y a la
derecha nanotubos encontrados a una menor escala. (Imagen modificada de Reibold y col 2006 [6])

Ejemplos como éstos se encuentran cada vez mds, gracias al gran avance en la obtencién de
imdgenes, la ingenierfa y la manipulacién de sistemas en escala nanométrica. Se ha logrado combinar la
capacidad de ver y manipular la materia en esta dimensién con la capacidad de comprensién de las
interacciones a escalas atdmicas resultando en un mundo totalmente nuevo a explorar.

1.2 Nuevos materiales

Los objetos que pertenecen al nano mundo tienen dimensiones que van desde el nanémetro hasta
centenares de nanémetros. El mundo atémico (el del angstrom; una décima de nanémetro) lo bordea por
debajo y el micro mundo (el de la micra; mil nanémetros) lo limita por encima. El nanometro, nm, tiene
una dimensién de 10 m. Dicho de otra manera, equivale a una millonésima de milimetro; la relacién que
hay entre un kilémetro y un milimetro es la misma que existe entre un milimetro y un nanémetro (figura
4). Una molécula de agua tiene el tamafio de 1 nm, mas o menos. [8]
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(Imagen modificada de https://www.nano.gov/nanotech-101/what/nano-size)

Los nanomateriales son una nueva clase de materiales que estdn caracterizados por poseer al menos
una dimension en el intervalo de los nanémetros.

De acuerdo con el nimero de dimensiones que se encuentren en la escala nanométrica, los
nanomateriales se pueden clasificar en cuatro tipos:

1) Dimensidn cero: en este caso las tres dimensiones se ubican en el régimen nanométrico, por
ejemplo, las nanoparticulas.

2) Una dimensién: son aquellos que, teniendo una longitud variable, conservan una sola
dimension en el régimen de los nanémetros, como en el caso de los nanotubos y nanoalambres.

3) Dos dimensiones: con dreas de tamafio definido, mantienen su espesor en el orden de 1 a 100
nm, por ejemplo, las peliculas delgadas.

4) De tres dimensiones, aquellos materiales macro o microscOpicos que contienen en su estructura
unidades nanométricas [9]

Andlogamente existen tres categorias generales de materiales inorgénicos nanométricos:

1) aquellos con electrones deslocalizados, como lo son los metales o conductores;

2) materiales con electrones localizados o aislantes;

3) los que cuentan con nuevas estructuras y/o propiedades debido a su nanoestructura,
generalmente definidas atdbmicamente o por nuevas formas de materia, como los fullerenos o nanotubos
de carbono.

Asi es como los nanomateriales pueden tratarse de materiales metélicos, semiconductores,
polimeros, arcillas, etc. o una combinacién de éstos.
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1.3 Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas (Nps) se pueden definir como agregados aislados de 4&tomos rodeados
de alguna capa protectora que evita la aglomeracidn, y su tamafio estd entre 1 y 100 nm.

Su pequefio tamaifio trae aparejado que estén compuestos por un nimero muy pequefio de 4tomos
(o moléculas) con estados electronicos distintos a los macro materiales, y, al mismo tiempo, posean una
gran proporciéon de dtomos (o moléculas) superficiales, lo que les confiere una elevada actividad
superficial'. Estas particulas adquieren propiedades cataliticas, Gpticas, electrénicas, magnéticas y
bactericidas especiales que han despertado un gran interés por su gran utilidad tecnoldgica, siendo de
especial atencion los materiales que contienen nanoparticulas de metales nobles como el oro, plata, platino
y paladio, principalmente.

Las nanoparticulas son muy dificiles de obtener mediante un proceso de ruptura fisica a partir del
solido (técnicas de fop-down), por lo cual se suelen preparar mediante un procedimiento de bottom-up,
que implica la reduccidn quimica de los respectivos cationes metdlicos en solucién. [9]

Dentro de los métodos para la preparacion de nanoparticulas o nanogrupos de metales de transicion
se encuentran: reduccién quimica de una sal metdlica, descomposicién térmica, fotoquimica o
sonoquimica, reduccién del ligando y desplazamiento del ligando en compuestos organometdlicos;
deposicion del metal en fase de vapor, y sintesis electroquimica.

Uno de los métodos mds comunes para la preparacion de las nanoparticulas, es la reduccion
quimica de sales de metales de transicién en presencia de agentes estabilizadores. El mecanismo de
formacion de nanoparticulas se basa primordialmente, en la reduccién de la sal metdlica al &tomo cero
valente y seguidamente, estos dtomos actian como centros de nucleacion dando lugar a la formacién de
clusters cuyo crecimiento continuard a medida que se sigan agregando los dtomos, forméandose asi,
particulas de mayor tamafio y formas poliédricas mas complejas. No obstante, es necesario estabilizar las
particulas mediante la envoltura de moléculas o “agentes” estabilizadores (polimeros generalmente) que
se adsorben en su superficie, inhibiendo de esta manera el proceso de aglomeracion o sinterizacion. (figura
5).

La principal ventaja del método de reduccion quimica es su reproducibilidad y la posibilidad de
obtener coloides mono dispersos con una distribucion estrecha en el tamafio de las particulas, razén por
la cual, son frecuentemente preparadas nanoparticulas metdlicas siguiendo esta metodologia, empleando
como agentes reductores especies quimicas tales como: dcidos orgdnicos, alcoholes, polioles, aldehidos y
azucares.

Las nanoparticulas metdlicas se pueden considerar como un estado intermedio entre un simple
atomo y un material compacto. Los materiales mesoscopicos (materiales macroscopicos miniaturizados)
difieren en algunos aspectos de los materiales macroscépicos, siendo una caracteristica importante de los
mismos el hecho de que sus niveles electrénicos son discretos, lo que da lugar a efectos cudnticos.

Entre estos efectos estd el de los plasmones, nombre que reciben las oscilaciones colectivas de los
electrones libres existentes en metales, las cuales llevan asociadas energias discretas de manera tal que las
transiciones electronicas entre las mismas dan lugar a la extincion (absorcion + difusion) de una parte de
la luz incidente, dando lugar a un efecto de coloracion en estos sistemas.
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Figura 5. Preparacion de nanoparticulas metélicas por el método bottom-up.

Cuando las particulas metdlicas son de pequeiio tamafio, en relacién con la longitud de onda, la
absorcién predomina sobre la difusion, pero para particulas grandes la difusién determina en gran medida
el color de la suspension. La energia de los plasmones depende de la naturaleza del metal, asi como de la
morfologia y tamafio de las particulas implicadas.

Quizas la observacidén mads interesante es que las particulas de metal a menudo presentan fuertes
bandas de absorcion en el espectro visible que corresponden a la resonancia del plasmon superficial (SPR),
y por lo tanto presentan colores intensos similares a ciertos colorantes orgadnicos.

La diferencia radica en que, mientras que los espectros de absorcidn de las moléculas (y particulas
semiconductoras) pueden entenderse en términos de la mecdnica cudntica, las bandas de SPR de las Nps
metdlicas suelen ser justificadas en términos de la teoria cldsica de electrones libres y los modelos de
limites electrostaticos simples para polarizabilidad de particulas. [10, 11]

Las nanoparticulas de oro coloidal son las responsables de un color rojo brillante en los vitrales,
mientras que las particulas de plata son de un color amarillo caracteristico. Hay un creciente interés en
caracterizar las propiedades 6pticas de nanoparticulas metalicas producidas por métodos que no producen
agregacion de particulas y tamafos definidos, como la litografia.

Ademads, las técnicas quimicas cldsicas se han optimizado para producir nanoparticulas de diversas
formas no esféricas, principalmente varillas. Los tamafios y formas de estas particulas son mejor
caracterizados usando técnicas de microscopia electronica, pero las propiedades 6pticas implican factores
dificiles de entender, incluyendo la presencia de un soporte, solvente y particulas agregadas o lo
suficientemente cerca unas de otras que su interaccion electromagnética produce un cambio en el espectro.

Las principales propiedades Opticas de interés son la extincidn, absorcion y scattering, sin
embargo, hay otras propiedades espectroscOpicas interesantes como la espectroscopia Raman (SERS), y
mediciones de scattering no lineal como hyperRayleigh, hyperRaman y SHG. Todas estas técnicas son
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sensibles a los campos electromagnéticos sobre o cerca de la superficie de las particulas, mientras que la
extincion, al menos para pequefias particulas, es sensible al volumen total de la particula. [11, 12]

1.4 Resonancias de Plasmén para particulas esféricas

Cuando una particula metélica esférica de pequefio tamafio es irradiada con luz, el campo eléctrico
oscilante provoca la conduccién de electrones a una oscilacion en forma coherente, esquematizado en la
figura 6.

Campo
eléctrico

Esfera
metalica T

D

Nube
electréonica

Figura 6. Interaccién de las nanoparticulas con la luz

!

Cuando la nube electrénica se desplaza relativamente del nicleo, surge una fuerza de restauracion
desde las fuerzas de atraccion de Coulomb entre los electrones y el nicleo, que resulta en una oscilacién
de la nube electrénica relativa a la estructura del nticleo.

La frecuencia de oscilaciéon depende de 4 factores: la densidad electrénica, la masa electrénica
efectiva y la forma y tamafio de la distribucién de carga. La oscilacién colectiva de los electrones es
llamada resonancia del dipolo del plasmén, también conocida como resonancia plasmoénica del dipolo de
la particula, para distinguirla de la excitacién plasménica que puede ocurrir en superficies metdlicas de
mayores tamafos.

Para un metal como la plata, la frecuencia del plasmén también estd influenciada por otros
electrones como los que estdn en los orbitales d, y esto dificulta el cdlculo de plasmén usando la estructura
electronica. Sin embargo, se puede relacionar la frecuencia del plasmén con la constante dieléctrica del
metal, propiedad que puede ser medida en funcién de la longitud de onda de un metal de mayor tamafio.

Para poder relacionar la frecuencia plasmoénica del dipolo de una nanoparticula metdlica con la
constante dieléctrica, se considera la interaccion de la luz con una particula esférica mucho maés chica que
la longitud de onda de la luz. En esas circunstancias, el campo eléctrico de la luz puede ser considerado
constante, y la interaccion estd gobernada por los fendmenos electrostiticos mas que los electrodindmicos.
Esto a menudo se denomina aproximacidn cuasi-estdtica, ya que usamos la constante dieléctrica
dependiente de la longitud de onda de la particula metélica, y el medio circundante en lo que de otro modo
seria una teoria electrostdtica. [12] De esta manera metales como la plata o el oro, pueden ser
caracterizados midiéndolos por espectrofotometria, dando como resultado un pico caracteristico de
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resonancia plasmoénica. En el caso de la plata, ese pico aparece a una longitud de onda de 420 nm, como
se observa en la figura 7.

Espectro UV-Vis de nanoparticulas de plata
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Figura 7. Espectro UV-Vis de nanoparticulas de plata, pico caracteristico a 420 nm

Las propiedades eléctricas de las nanoparticulas metélicas también son similares a las de los
correspondientes metales macroscépicos. La carga superficial y el proceso de transporte de electrones en
las nanoparticulas metdlicas individuales y en los arreglos de nanoparticulas en dos dimensiones pueden
ser entendidas con expresiones de transferencia de carga cldsicas relativamente simples.

Asimismo, la quimica de la superficie de las nanoparticulas metalicas es similar a la de la superficie
del metal macroscépico, siendo muy sencilla su modificaciéon quimica (por ejemplo, por el auto-
ensamblado en monocapas), permitiendo que puedan ser solubilizadas en una gran variedad de medios o
adquieran afinidades especificas para ciertas especies o analitos en solucion.

Las propiedades fisicas y quimicas unicas de los materiales nanoestructurados ofrecen excelentes
perspectivas dentro del 4rea de desarrollo de interfaces a nivel de reconocimiento biolégico con
transduccion de sefales electrénicas y para el disefio de una nueva generacidon de dispositivos de
bioelectronica. Especialmente, las nanoparticulas de oro (NpAu) presentan excelente biocompatibilidad
y poseen propiedades estructurales, electronicas, magnéticas, Opticas y cataliticas tnicas que las
convierten en un material muy atractivo para desarrollar biosensores, quimisensores Yy
electrocatalizadores. [12]
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1.5 Métodos de caracterizacion de nanoparticulas.

Las caracteristicas Unicas que poseen las nanoparticulas determinan el potencial y la aplicacion de
estas. La caracterizacion se lleva a cabo usando diferentes técnicas, principalmente de la ciencia de
materiales. Entre las técnicas mas comunes estd la microscopia de electrones (TEM, SEM), fuerza atémica
de microscopia (AFM), dispersion de luz dindmica (DLS), espectroscopia de fotoelectrones de rayos x
(XPS), espectroscopia visible ultravioleta, entre otras. La caracterizacién bésica de los nanomateriales
comprende la medicion de su tamafio y forma, como también un estudio de composicion.

1.5.1 Microscopia electronica

Para poder sobrepasar el limite de resolucion de un microscopio Optico es necesario disefiar
instrumentos que utilicen otras radiaciones diferentes a la luz visible para formar la imagen. En la década
de 1920 diversos descubrimientos comprobaron que un haz de electrones acelerados en el vacio, ademas
de recorrer trayectorias rectas, se comportaba también como una onda similar a la luz visible caracterizada
por una longitud de onda 100.000 veces mds pequefia. Mds auin, se encontrd que el comportamiento de
los electrones frente a campos eléctricos y magnéticos era similar al de la luz visible en espejos y lentes.
Precisamente, un haz de electrones acelerados por un alto potencial eléctrico (25.000 Voltios) constituye
la fuente de radiacién de un microscopio electrénico de barrido (SEM por Scanning Electron Microscope).
La interaccion del haz de electrones con la muestra tiene como consecuencia el desprendimiento de
distintos tipos de particulas (esquematizadas en la figura 8), que son aprovechadas en las distintas técnicas
de caracterizacién de materiales.

Rayos —X

Microanélisis y distribucion de elementos

Haz de electrones

Electrones retrodispersados

Nuimero atémico (MEB) e informacion
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Electrones secundarios
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Figura 8. La interaccion del haz de electrones con la muestra produce una serie de sefiales de diferente energia y naturaleza.
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1.5.2 Microscopia electronica de barrido (MEB o SEM)

Es un microscopio que utiliza un cafién electrénico para disparar un haz de electrones, estos son
acelerados por una diferencia de potencial de 0.2KV a 30 KV. El caiién de electrones se localiza en la
parte superior de una columna que tiene forma cilindrica. E1 MEB utiliza un haz de electrones, cuya
emision se produce por calentamiento de un filamento de tungsteno. Los electrones son acelerados por
una diferencia de potencial aplicada entre el catodo y el &nodo y concentrados por el cilindro de Wehnelt.
Este haz de electrones se utiliza para visualizar un objeto. Estos electrones exploran la superficie de la
muestra la que usualmente se recubre con una pelicula metalica delgada de carbdn o una pelicula delgada
de un metal como el oro, para darle propiedades conductoras a la muestra y asi poder visualizarla. La
muestra debe ser conductora ya que, de no ser asi, se carga durante la irradiacién por una acumulacién de
carga que desvia el haz electrénico y, como consecuencia de ello aparecen distorsiones en la imagen. Esta
es larazon de recubrir la muestra con una pelicula conductora, de espesor comprendido entre 10 y 25 nm.
Posteriormente la superficie de la muestra es barrida (escaneada) con los electrones acelerados que viajan
a través el cilindro de Wehnelt. El haz de electrones es enfocado (dependiendo de que tanto se quiere
amplificar la superficie de la muestra) por las lentes condensadora y objetiva, cuya funcién es reducir
la corriente del filamento, de manera que incida en la muestra un haz de electrones lo més delgado posible
(para asi tener una mejor resolucién). Las bobinas deflectoras se barre este fino haz de electrones para
excitar a los electrones de la superficie de la muestra, punto por punto y linea por linea y los electrones
desprendidos llamados secundarios se recolectan en un sensor (transductor), detector tipo
centelleador fotomultiplicador con resoluciéon de 4 nm (para un JEOL JSM-840). La sefal eléctrica de
este sensor se despliega sobre una pantalla de computadora. Esto forma una imagen de la morfologia de
la muestra. Una contribucién importante del MEB es su gran profundidad de campo, la cual resulta en una
imagen que da la impresion de ser en tres dimensiones. La imagen se produce sobre toda el drea donde
los electrones enfocados barren la superficie de la muestra, a diferencia del MET donde la imagen
corresponde sélo a los electrones transmitidos. Este microscopio funciona con un sistema de vacio para
permitir el viaje del haz de electrones. Su resolucidn tipica estd actualmente entre 1 y 20 nm dependiendo
del microscopio.[13, 14]

1.5.3 Microscopia electrénica de transmisiéon (MET o TEM)

Al igual que el MEB, este microscopio también utiliza un haz de electrones para visualizar un
objeto. La diferencia es que tiene una mayor resolucién que el MEB. Su resolucion tipica estd actualmente
en 0,23 nm entre puntos y 0,14 nm entre lineas. Lo que caracteriza a este microscopio es el uso de una
muestra ultradelgada de tejido o material para que una densidad alta de electrones pase a través de ella
(otros seran reflejados, desviados o absorbidos). La muestra por observar produce una imagen que se
forma en dos dimensiones sobre una pantalla sensible (fosforescente) colocada del otro lado de 1a muestra.
El brillo en un édrea particular de la imagen es proporcional al nimero de electrones difractados que son
transmitidos a través del material. El patrén de difraccion resultante es observado en forma digital. Las
muestras son observadas en dos dimensiones. Este microscopio al igual que el MEB también funciona
con un sistema de vacio para permitir el viaje del haz de electrones de que es acelerado por una diferencia
de potencial de 100 kV a 1 MV.

El microscopio electronico de transmision utiliza un fino haz de electrones acelerados a gran
velocidad como fuente de iluminacion. Dichos electrones atraviesan una muestra delgada, produciéndose

20



la dispersion de estos en diferentes trayectorias caracteristicas de la ultraestructura del material observado.
Parte de esos electrones son transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da lugar a interacciones
que producen distintos fendmenos como emision de luz, electrones secundarios y Auger, rayos X, etc. El
microscopio electronico de transmision emplea la transmision/dispersion de los electrones para formar
imégenes, la difraccion de los electrones para obtener informacion acerca de la estructura cristalina y la
emision de rayos X caracteristicos para conocer la composicion elemental de la muestra. En un MET se
observa la difraccién de electrones en sélidos donde los electrones pasan a través de una pelicula
ultradelgada del material que se va a analizar. En el MET se generan los electrones que se transmiten a
través de la muestra y son difractados sin dispersion y dispersados eldstica e ineldsticamente.

En el MET el patrén de difraccion de los electrones transmitidos se utiliza para crear imagenes
de transmisiéon convencionales, de campo oscuro y alta resolucién, revelando la estructura interna
de las muestras, tamafio y distribucion de particulas, su red cristalina, interfases y defectos puntuales
de la red atémica, etc. Es fundamental que las muestras que vayan a ser observadas en MET sean lo mds
delgadas posible, por debajo de 100 nm de grosor. Ademads, las muestras deben tener aproximadamente
3mm de didmetro o ir soportadas sobre una rejilla de dichas dimensiones. Para el corte de determinadas
muestras se utiliza un ultra micrétomo. La imagen de alta resolucion formada es aumentada y proyectada
sobre una pantalla fluorescente para su visualizacion en tiempo real, pudiendo registrarse digitalmente o
en negativos para su estudio posterior. [15]

Los equipos de microscopia electrénica de MEB y MET son muy similares en su constituciéon. En
ambos casos poseen un cuerpo cilindrico donde se encuentran la fuente de electrones y la parte dptica,
como se puede observar en la figura 9 (A'y B) y en la figura 11, donde se muestra la constitucién interna
de los microscopios.

Figura 9. A) Microscopio electrénico de barrido (MEB), B) Microscopio electrénico de transmisién (MET).

En la figura 9 se muestran fotografias de microscopios electronicos y en la figura 10 se representa
un esquema comparativo de las distintas técnicas de microscopia dptica y electronicas.
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Figura 10. Comparacién entre microscopias éptica y electrénica
(Figura modificada de https://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/6-electronico.php)

1.5.4 Espectroscopia dispersiva de rayos X (S o EDX)

La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS, también abreviada EDX o XEDS) es
una técnica analitica que permite la caracterizacion quimica y andlisis elemental de materiales. Una
muestra excitada por una fuente de energia (como el haz de electrones de un microscopio electrénico)
disipa parte de la energia absorbida expulsando un electron de nucleo. Un electrén de capa exterior de
mayor energia continiia ocupando su posicion, liberando la diferencia de energia como un rayo X que
tiene un espectro caracteristico basado en su dtomo de origen. Esto permite el andlisis de composicion de
un volumen de muestra especifico excitado por la fuente de energia. La posicion de los picos en el espectro
identifica el elemento, mientras que la intensidad de la sefial corresponde a la concentracion del elemento.
Como se ha indicado anteriormente, un haz de electrones proporciona suficiente energia para expulsar los
electrones de nucleo y causar la emision de rayos X.

La informacion de composicidn, hasta un nivel atdmico, se puede obtener con la adicién de un
detector EDS a un microscopio electronico. Es un detector de energia dispersiva EDS (Energy Dispersive
Spectrometer), que se encuentra integrado en el microscopio MEB. Es un detector tipo UHV (Ultra High
Vacuum) Dewar Si(Li) de Bruker para microandlisis. A medida que se explora la sonda de electrones en
la muestra, se emiten y miden rayos X caracteristicos. Cada espectro EDS registrado se asigna a una
posicion especifica en la muestra. La calidad de los resultados depende de la intensidad de la sefial y de
la limpieza del espectro.

El detector se encuentra localizado aproximadamente a 5 mm de distancia de esta ventana, como
se observa en la siguiente figura:
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Diagrama de un Detector
de Energia Dispersiva

Figura 11. Detector de rayos X caracteristicos para el EDS acoplado a MEB. (Imagen modificada de
https://docplayer.es/91634580-Instituto-politecnico-nacional.html)

Los electrones incidentes excitan los dtomos de la muestra y los electrones de las capas mas
internas saltan de una capa con menor energia a una capa con mayor energia y al desexcitarse provocan
la emision de rayos X cuya longitud de onda (L) es caracteristica de los elementos presentes en la muestra
y cuya intensidad para una determinada longitud de onda es proporcional a la concentracidn relativa del
elemento en esa (A), esquematizado en la figura 12.

En muestras planas y bien pulidas se hace un andlisis cuantitativo en pequeiias dreas (1mm?) para
comparar la intensidad de los rayos X a cualquier (A) con la producida en una muestra estandar (patrén)
de composicion conocida. La precision de un andlisis cuantitativo normalmente es mayor que + 2% y los
limites de deteccion estdn alrededor de las 100 ppm.

fotdn de electrdn ®
rayos-X expulsado ;;’y
4

electrén
incidente 1

=0
=

Figura 12. Excitacion del 4tomo y emision de rayos X caracteristicos

23



1.6 Mecanismos de accién de las nanoparticulas de plata contra

microorganismos

La plata es uno de los agentes antimicrobianos mds universales. Ya hace mas de un siglo que la
plata es empleada en medicina, por ejemplo, en la terapia de quemaduras severas para evitar infecciones
y colonizaciones por hongos en tejidos dafiados, lo cual por un lado indica su eficacia, pero también, por
llevar tanto tiempo usdndose en medicina, su inocuidad respecto de tejidos multicelulares como dermis y
musculos. La combinacién de un amplio espectro antibacteriano con la baja toxicidad para los seres
humanos resulta esencial para la prevencion y el tratamiento de infecciones en heridas expuestas y
mucosas.

La nanotecnologia, al permitir la significativa expansion de la superficie activa de las particulas
individuales potencia el efecto de este material, alcanzando eficiencia bactericida comparable con los
iones plata que se han empleado tradicionalmente.

Las nanoparticulas de plata presentan buenas caracteristicas quimicas superficiales, gran
estabilidad (es uno de los metales nobles), tamafio apropiado para interactuar con bacterias y estabilidad
morfolégica y dimensional en suspensiones acuosas. Ademds de su accién sobre bacterias y hongos,
también se ha demostrado el efecto antiviral de la plata. En particular se debe destacar que los
microorganismos no pueden desarrollar resistencia contra la plata como lo hacen con respecto a los
antibidticos convencionales. Debido a que los cationes de la plata atacan simultdneamente diversos
flancos, los microorganismos deberian desarrollar una serie de mutaciones simultdneas y concurrentes
para sobrevivir. Por esta razén se ha empleado la plata como componente antibacteriano en diversos
compuestos y elementos como resinas para uso dental, zeolitas sintéticas y recubrimientos para
dispositivos médicos. El efecto antimicrobiano de la plata probablemente sea la suma de distintos
mecanismos de accién. Un gran niimero de estudios sugieren que los iones de la plata reaccionan con los
grupos SH de las proteinas y juegan un rol esencial en la inactivacién bacteriana. [17, 18]

Se plantean varias teorfas. Las nanoparticulas de plata tienen la habilidad de anclarse a la pared
celular bacteriana y subsecuentemente, entrar, provocando cambios estructurales en la membrana celular
como la permeabilidad de la membrana de la célula y la muerte celular. En la superficie celular se
producen acumulaciones de nanoparticulas. La formacién de radicales libres por las nanoparticulas de
plata se puede considerar como otro mecanismo posible por el cual las células mueren. Estos radicales
libres tienen la habilidad de dafiar la membrana celular y provocarle poros, los cuales pueden permitir la
muerte celular. También fue propuesta la liberacion de iones de plata desde las nanoparticulas. Estos iones
pueden interactuar con los grupos tioles de muchas enzimas vitales e inactivarlas. Las células bacterianas
en contacto con la plata toman esos iones los cuales inhiben varias funciones celulares y las dafian. Luego
hay una generacion de especies de oxigeno reactivas, las cuales son producidas posiblemente a través de
la inhibicién de una enzima respiratoria por parte de los iones de la plata que ataca la célula. La plata es
un 4cido débil, y tiene una tendencia natural a reaccionar con bases débiles, como sulfuro (S*) y fosfuro
(P*) presentes en la célula que se comportan como bases débiles.

Otro hecho es que el ADN posee grupos fosfatos entre sus componentes mayoritarios; las
nanoparticulas pueden actuar con estos grupos y destruir el ADN provocando la muerte celular definitiva.

Se ha encontrado también que las nanoparticulas pueden modular la sefial de traduccion en las
bacterias. La fosforilacion de los sustratos de las proteinas en las bacterias influye sobre la sefial de
traduccién. La desfosforilacion se produce sélo en los residuos de la tirosina de las bacterias Gram
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negativas. Fue demostrado que las nanoparticulas desfosforilan los sustratos de péptidos en los residuos
de tirosina, lo cual inhibe la sefial de traduccién y detiene el crecimiento.

Investigadores de distintos lugares han analizado los mecanismos biolégicos mediante los cuales
la plata resulta efectiva atin con bacterias patogénicas resistentes a antibidticos convencionales. Por
ejemplo, con nanoparticulas de plata del orden de 10 nm se ha conseguido una actividad antibacteriana
excelente con dosis de 1 ppm sobre Salmonella typhi, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y con
dosis de 10 ppm sobre Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis. En estos casos se
observaron tres tipos de mecanismos biocidas:

1. Plasmdlisis: se observd separacion del citoplasma de la pared celular en bacterias Gram

negativas.

2. Inhibicién del crecimiento de la pared celular: observada en Staphylococcus aureus.

3. Interferencia con funciones metabdlicas: observado en Mycobacterium tuberculosis, debido al
ingreso de nanoparticulas al citoplasma. [17]

El efecto bactericida de nanoparticulas de plata metdlica sobre Escherichia coli también ha sido
verificado por otros investigadores. Algunas hipdtesis indican que la oxidacién catalitica de la nanoplata
con oxigeno naciente reacciona con las membranas celulares produciendo la muerte de las bacterias. Este
mecanismo se complementa con la quelacion causada por la plata oxidada (Ag*), que impide la replicacion
del ADN. Otros autores han relacionado el efecto de la plata sobre los microorganismos con la formacion
de compuestos de plata con las biomoléculas que contienen azufre, oxigeno y nitrégeno, tales como los
tioles, los carboxilatos, las amidas, los imidazoles, los indoles y los hidroxilos. [18]

Sin embargo, lo que resulta mas grafico acerca del efecto de las nanoparticuas de plata sobre
diferentes microorganismos sigue siendo un buen estudio de los cambios morfol6gicos inducidos sobre
las células, como por ejemplo los estudios realizados por Cho y colaboradores, con SEM sobre
Staphylococcus aureus (células esféricas) y Escherichia coli (células con forma de bastén) que se
muestran en la figura 13, donde se observan claras deformaciones de las células luego de la exposicién a
nanoparticulas de plata. [17] También se ha estudiado la diferencia de accidn entre los iones plata (técnica
tradicional de uso, mediante sales solubles) y las nanoparticulas metalicas de plata.

Lsoli

Figura 13. Paredes celulares de Staphylococcus aureus cubierta con sustancias derivadas de la ruptura de la membrana (B,
superior) y paredes de Escherichia coli severamente destruidas (B, inferior). (Figura modificada de Cho y col. 2005 [17]).
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1.7 Toxicidad y ecotoxicidad de nanoparticulas

Si bien en la naturaleza existen nanoparticulas formadas naturalmente a las que el hombre ha
estado expuesto desde siempre, con el auge de la fabricacién de productos que contienen materiales
nanoparticulados, es necesario hacer estudios de toxicidad e impacto ambiental relacionados con la
exposicion a una mayor concentracion de estos y a los residuos provenientes de su fabricacion.

La toxicidad de las nanoparticulas depende de su origen; muchas parecerian ser no toxicas y otras
tienen efectos positivos sobre la salud humana. Los efectos toxicos agudos causados por la exposicién a
las nanoparticulas y nanomateriales, en general incluyen la generacidn de especies reactivas del oxigeno,
la desnaturalizacion de proteinas, alteracion mitocondrial y perturbacion de las funciones fagociticas. La
captacion por el sistema reticuloendotelial, nucleo, tejido neuronal y la generacion de nuevos antigenos
que producen posibles agrandamientos y disfuncionalidad de los érganos, son los efectos crénicos mas
comunes de los efectos toxicos de las nanoparticulas. [19]

De acuerdo con datos toxicoldgicos, la toxicidad de las nanoparticulas depende de varios factores:

- Dosis y el tiempo de exposicion
- Agregacion y concentracion

- Tamaifio de particula

- Forma de la particula

- Area superficial

- Estructura cristalina

- Funcionalizacion de la superficie
- Exposicion previa

Las propiedades de las nanoparticulas que representan potenciales riesgos y desafios se pueden
enumerar como las siguientes:

- Aglomeracion o agregacion: los enlaces débiles en una aglomeracion o las particulas
fusionadas representan un riesgo debido a la baja resistencia a la corrosién, una mayor
solubilidad, y favorece un cambio de fase de los nanomateriales.

- Carga o reactividad: las nanoparticulas pueden estar cargadas tanto por funcionalizacién como
por reacciones espontdneas degradativas. Estas cargas o las especies quimicas formadas
pueden generar un aumento de la bioactividad.

- Impurezas: al ser tan reactivas, las nanoparticulas interactdan con las impurezas generando
especies quimicas que pueden ser peligrosas. Para evitar esto, se acude a la encapsulacion de
las nanoparticulas, protegiéndolas y estabilizandolas.

- Disociacién de contaminantes: la contaminacién por impurezas residuales de la sintesis de las
nanoparticulas es un factor de riesgo importante. Por ejemplo, durante la sintesis de
nanoparticulas de hierro (dependiendo cudl sea su precursor), quedan impurezas de sulfuros,
generando una contaminacion.

- Tamaifio: la reactividad y la aglomeracion de las nanoparticulas dependen mayormente de su
tamano. Es bien sabido que el proceso de aglomeracion ocurre a velocidades lentas cuando el
tamano de la particula es chico. Nuevamente, esto se puede evitar encapsulando las
nanoparticulas.
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- Reciclaje y eliminacion: todavia no existen politicas seguras de eliminacion de nanoparticulas.
Los resultados a la exposicion de las nanoparticulas no estan disponibles aun y su potencial
riesgo esté todavia bajo cuestionamiento. Se requiere un desarrollo de normas para el reciclaje
y eliminacién de los nanomateriales. [19]

Dado que las formas mds comunes de la plata son en su forma elemental metélica (estado de
oxidacion 0, Ag®) y su cation monovalente (Ag*), la mayor cantidad de datos y estudios estdn dados para
estas dos especies. Algunos estudios ambientales y en humanos demostraron que los compuestos que
liberan los cationes plata Ag* son mads téxicos que otros. Esto se podria deber a la diferencia en la
velocidad de liberacion de los cationes, segin la matriz donde se encuentren. De esta forma los efectos
toxicos de las sustancias con plata serian proporcionales a esta velocidad de liberaciéon y de la
disponibilidad de los cationes Ag*.

La ingestion es la ruta primaria de entrada de compuestos de plata. Se estima que con la dieta se

incorporan entre 70 y 90 ug / dia. La inhalacién de compuestos de plata ocurre principalmente en
ambientes laborales, por ejemplo, en la manufactura de compuestos de plata, joyeria, etc. Por piel también
ocurre contacto en ambientes laborales y con la utilizacién de cremas tépicas para quemaduras.
Los efectos en la salud estdn asociados a exposiciones cronicas y se tratan de la argiria (decoloracién de
la piel) y argiriosis. Los sintomas crénicos de ingesta prolongada de bajas dosis de sales de plata son una
degeneracion grasa en el higado y rifiones y cambios en las células de la sangre. L.os compuestos solubles
de la plata son capaces de acumularse en cerebro y musculo luego de una larga exposicion.

Ya que la plata no parece ser toxica para el sistema inmune, nervioso y cardiovascular o sistema
reproductivo, y ademads no es considerado cancerigeno; excepto por la argiria y argiriosis, la plata podria
ser considerada relativamente no toxica. [17]

La EPA determin6 que la plata y varias de sus sales (cloruro, sulfato, nitrato y acetato) deberian
ser revisadas como un grupo. Las zeolitas de plata forman parte de otro grupo y no estd incluido con la
plata y sus sales.

Basado en la informacién disponible en la literatura de estudios que involucran humanos y
animales, aparentemente los humanos y los animales de experimentacién no reaccionan de la misma
manera a dosis elevadas de iones plata.

Las concentraciones de plata en el agua son minimas, estando comprendidas entre 1 y 10 pg/L,
excepto en aguas residuales procedentes de laboratorios fotogrificos (del orden de 30 g/L) pero
actualmente en la era digital, esto se redujo considerablemente. Las sales de Ag, debido a su accién
bacteriostdtica, se pueden usar en potabilizacién de aguas, como relleno de filtros domésticos. En este
sentido, en algunas ocasiones, el agua tratada de esta forma puede presentar hasta 50 ug/L de Ag. [20]

Los avances en materiales nanoestructurados han facilitado varias aplicaciones de nanoparticulas,
con respecto a la plata en aplicaciones tdOpicas principalmente. La penetracion cutinea de las
nanoparticulas es un factor crucial para disefiar agentes antibacterianos tépicos adecuados con baja
toxicidad sistémica. Los informes disponibles se centran en la penetracion cutdnea de estas en funcion del
tamafo, principalmente a través de vias foliculares.

Tak y sus colaboradores [21], han realizado estudios de la interaccion de nanoparticulas de plata
de tres formas diferentes (esféricas, triangulares y varillas), con la piel, midiendo variaciones de la
permeabilidad de esta, coeficientes de difusion, tasas de penetracion y profundidad de penetracion, en
estudios realizados tanto in vitro como in vivo. Diferentes formas de nanoparticulas de plata pueden
exhibir diversas actividades antimicrobianas y capacidades de penetracion cutdnea. La consideracion de
la dependencia de la forma de las nanoparticulas en las formulaciones antimicrobianas podria ayudar a
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desarrollar un agente tépico ideal con la mayor eficacia y baja toxicidad sistémica. Ellos demostraron una
mayor capacidad de penetracion de las particulas en forma de varilla, y una mayor acumulacion en la capa
dérmica, sugiriendo la posibilidad de toxicidad sistémica y efectos secundarios cosméticos no deseados,
como la argiria por la acumulacion de iones de plata en el cuerpo. Las capacidades de penetracion lenta
de las particulas triangulares, en comparacién con las varillas o esféricas, podria deberse a la presencia
del plano basal superior. A su vez se demostré el mayor grado de actividad bactericida de las
nanoparticulas triangulares de plata contra Gram negativos, como Escherichia coli. Teniendo en cuenta
la capacidad de penetracion lenta, las nanoparticulas triangulares podrian ser un candidato ideal para
aplicaciones tépicas. Debido a su lenta capacidad de penetracion, pueden reducir toxicidad sistémica y
aumentar la eficacia antibacteriana a niveles de dosis mds bajos. [21]

El uso intensivo de las nanoparticulas de plata, asi como de otros compuestos de la plata, pueden
llegar a provocar alteraciones irreversibles en el ambiente. La mayor parte de la plata que accede al medio
ambiente se incorpora a los ecosistemas terrestres, donde se inmoviliza por precipitacién en sales
insolubles y por complejaciéon o adsorcién sobre materia orgdnica, arcillas y 6xidos de hierro y
manganeso, afectando de forma destacada a los terrenos agricolas. También se ve afectado el medio
acudtico, en donde un aumento en la salinidad para aguas salobres y marinas provoca la formacién de
complejos de cloro-plata (AgCl, AgCly, AgCls*, AgCls*), lo que permite que algo de plata permanezca
en forma disuelta en las aguas [23].

1.8 Aplicaciones de las nanoparticulas de plata

La plata ha sido utilizada desde la antigiiedad, principalmente para la desinfeccion del agua. A partir
del siglo XVII se describe como producto medicinal con multiples propdsitos y a fines del siglo XIX se
introduce la solucién de nitrato de plata para uso en gotas oculares en el recién nacido. En la década de
1920 la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos aprueba soluciones de plata iénica
como agentes antibacterianos. Existen indicadores de que las nanoparticulas de plata se encuentran
presentes desde siempre en la naturaleza y que la produccién deliberada de estas se practica desde hace
mds de 100 afios, siendo uno de los nanomateriales mds comtinmente utilizados. El primer reporte de
obtencion de nanoparticulas de plata data de 1889, cuando M. C. Lea informa sobre la sintesis de plata
coloidal estabilizada con citrato, procedimiento mediante el cual el tamafio promedio de las particulas
obtenidas es de 7 a 9 nm. A partir de 1897 se comercializa un producto bajo el nombre de “Collargol”,
conteniendo nanoplata en particulas con un tamafio promedio de 10 nm, y utilizdndose para aplicaciones
terapéuticas en medicina. También se describe ya en 1902, la estabilizacién de nanoplata utilizando
proteinas. En 1953 Moudry patenta un producto con nanoparticulas de plata de 2 a 20 nm estabilizadas en
gelatina. Las distintas preparaciones son utilizadas desde hace tiempo por sus propiedades bactericidas en
el tratamiento de heridas cronicas. En los siglos XVII y XVIII se utilizaba el nitrato de plata en el
tratamiento de las ulceras. [25]

Comercialmente existen textiles con plata, principalmente en forma de vendas, para el tratamiento de
heridas y quemaduras. En los ultimos tiempos también se observo la aplicacion de las nanoparticulas de
plata en la fabricacion de textiles técnicos para la produccion de barbijos o batas para ser utilizados dentro
del dmbito médico o doméstico, como por ejemplo los barbijos Ion Positivo de produccién nacional.
Dentro de los productos comerciales, podemos encontrar los apdsitos de la marca Acticoat. Son apdsitos
de barrera antimicrobiana para el tratamiento de heridas crénicas o agudas, compuesto por plata
nanocristalina con cristales de 15 nanémetros (nm) de tamafio, concentracion de 70 a 100 partes por millon
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(ppm), efectividad antimicrobiana contra mds de 360 patégenos y liberacion sostenida de plata hasta por
3 dias o 7 dias. Estos apdsitos estdn constituidos por capas interiores absorbentes de rayon poliéster y
capas externas de polietileno de alta densidad cubiertas con plata.

Si observamos datos de estimaciones basados en informacion proveniente de industrias a nivel
mundial, como se representa en la figura 14, podemos ver que el campo de la aplicacion de las
nanoparticulas de plata en textiles y pinturas representa hasta un 40 %, del total de los productos, seguidos
por los correspondientes a electrénica y optica. [26]
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Figura 14. Estimaciones basadas en la industria para productos de consumo habilitados para Ag°NP compiladas a partir de la
literatura (Figura modificada de Temizel-Sekeryan y Hicks 2020 [26]).

Estd proyectado que la industria global de la nanotecnologia continte creciendo significantemente
los proximos afnos. Las nanoparticulas de plata tienen un valor de marketing mayor a las demds
nanoparticulas y su presencia en diversos productos se puede observar ampliamente. Esta popularidad se
puede atribuir a los exhaustivos trabajos documentados de su actividad como antimicrobiano.

Los conceptos, definiciones y terminologia en la nanociencia y nanotecnologia estin cambiando
permanentemente en respuesta a las investigaciones y el crecimiento en el area de los tultimos afios.
Diversos factores (econémicos, sociales, y ambientales) estdn promoviendo y contribuyendo a establecer
una buena terminologia que ayude en la construccién de legislacion y regulacion de la utilizacion de estos
nuevos materiales.

A pesar de la dificultad de implementar una regulacion y legislacién apropiada, un gran nimero
de aplicaciones cientificas y tecnoldgicas, asi como productos comerciales, estin ya incorporando
nanoparticulas en su disefio.

29



Particularmente las nanoparticulas de plata son uno de los nanomateriales mas industrializado,
debido a su gran versatilidad de sus propiedades (cataliticas, Opticas, eléctricas, bactericida, entre otras)
y, por lo tanto, con la mayor presencia en productos comerciales que los incluyen.
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2 OBJETIVOS GENERALES

- Generar nanoparticulas de plata mediante sintesis quimica, caracterizarlas y comprobar su
actividad antimicrobiana.

- Preparar soportes textiles antimicrobianos con la incorporacién de nanoparticulas de plata
tanto sintetizadas quimicamente, como generadas in situ; caracterizarlas y comprobar su
actividad antimicrobiana.

- Preparar soportes poliméricos antimicrobianos, como pinturas de base acuosa, incorporando
nanoparticulas de plata sintetizadas quimicamente; caracterizarlas y comprobar su actividad
antimicrobiana.
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3 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA. APLICACION DIRECTA

SOBRE TEXTILES.

3.1 Introduccidn

3.1.1 Nanoparticulas de plata

La plata es uno de los elementos bdsicos que constituyen nuestro planeta. Es metalico, brillante,
mads duro que el oro y muy dictil y maleable. Su simbolo quimico es Ag, siendo un elemento de transicién
y con nimero atémico 47. La plata pura tiene la mds alta conductividad térmica y eléctrica, de todos los
metales, y la mds baja resistencia al contacto.

En el medio ambiente se libera al aire y el agua a través de procesos naturales de desgaste, como
la erosién rocosa o por actividades en donde interviene el hombre, como mineria, o fabricacion de
cemento. La lluvia puede lavar el suelo liberando plata a los cauces de agua.

La plata puede presentarse en sus cuatro estados de oxidacién: Ag®, Ag*, Ag**, Ag®*. Los mis
abundantes y predominantes son los dos primeros, mientras que los otros dos son estados muy inestables
en un ambiente acudtico. En el ambiente la plata se encuentra como el i6n monovalente Ag* junto con el
sulfuro, bicarbonato o sulfato, y en estructuras mas complejas con cloruros y sulfatos adsorbidas sobre
particulas en una fase liquida. La plata metdlica de por si, es insoluble en agua, pero su sal metdlica como
el nitrato de plata (AgNOs3), es soluble. En bajas concentraciones en agua existe como AgSH o como un
polimero simple HS-Ag-S-Ag-SH. En cambio, en altas concentraciones en agua se encuentra en estado
coloidal de sulfuro de plata o complejos de polisulfuro. [27]

Las propiedades médicas de la plata se conocen desde hace mas de 2000 afios. Ha sido utilizada
en muchas aplicaciones antimicrobianas desde el siglo XIX, y en aplicaciones, quimicas, fisicas y
bioldgicas. La plata metélica fue utilizada en prétesis, como fungicida y la plata soluble en forma de sales
ha sido usada para tratar enfermedades mentales, epilepsia y enfermedades infecciosas. La utilizacién mas
conocida de la plata en medicina es en combinacion con la sulfadiazina, la cual se utiliza en el tratamiento
de quemaduras como agente antimicrobiano.

3.1.2 Sintesis quimica y fisica de nanoparticulas de plata.

Existen dos tipos de métodos para la produccion de nanoparticulas:

a) Top-down: involucra la disgregacion mecanica de materiales grandes y la estabilizacion de las
particulas de metal resultantes mediante la adicién de agentes protectores coloidales.

b) Bottom-up: incluye la reduccién de metales, métodos electroquimicos y ultrasénicos.
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Los métodos mds difundidos son los del tipo Bottom-up. Uno de los métodos quimicos mas
utilizados es la reduccion de sales de metales mediante reductores, como por ejemplo el borohidruro de
sodio (NaBH4) en agua. Mediante este método se obtienen nanoparticulas de un rango de entre 3 y 40 nm.

Dentro de los métodos electroquimicos se encuentra la reduccion de nitrato de plata (AgNO3) en
solucién acuosa en presencia de un estabilizante como el polietilenglicol (PEG). Con este método se
pueden obtener nanoparticulas de 10 nm de tamafio.

Por otro lado, mediante ultrasonido se producen ondas que inducen la cavitacién. La sintesis de
nanoparticulas de plata mediante ultrasonido involucra una reduccién de nitrato de plata en una solucién
acuosa en una atmosfera de argén-hidrégeno; obteniéndose nanoparticulas de aproximadamente 20 nm.
El mecanismo de reduccion por ultrasonido ocurre por la generacion de radicales de hidrégeno durante el
proceso de sonicacion.

Las nanoparticulas pueden ser sintetizadas también utilizando moldes de espumas acuosas. El
método consiste en complejar electrostaticamente iones de plata con un aerosol de un surfactante aniénico
en una espuma liquida altamente estable, que luego es reducida por borohidruro de sodio. Asi se obtienen
nanoparticulas entre 5 y 40 nm.

Otro método de sintesis utilizado involucra una radiacién de microondas de frecuencia variable
como el método de calentamiento conveccional. Se encontré que a altas concentraciones de nitrato de
plata la reaccion requiere de un tiempo mayor para producirse a una mayor temperatura y generando un
mayor tamafio de particulas, mientras que aumentando la concentracién de poli (N-vinilpirrolidona) el
tamano de particulas es menor, entre 15y 25 nm. [32]

Existen también métodos bioldgicos de sintesis de nanoparticulas de plata. En muchos casos la
sintesis quimica produce muchas sustancias téxicas que terminan siendo absorbidas en la superficie de las
nanoparticulas las cuales no pueden ser utilizadas en aplicaciones médicas. Hay tres fuentes principales
de produccién bioldgica de nanoparticulas: bacterias, hongos, y extractos de plantas. Esta metodologia se
basa en reacciones de 6xido-reduccion. Son generalmente las enzimas microbioldgicas o los compuestos
fitoquimicos de las plantas con propiedades antioxidantes o reductoras las que se producen las deseadas
nanoparticulas. [28]

3.1.3 Sintesis quimica de nanoparticulas de plata

Generalmente la preparacion de nanoparticulas se lleva a cabo por un método de reduccion
quimica. Dentro de los reductores que se utilizan se encuentran borohidruros, citratos, ascorbatos e
hidrégeno elemental.

La reduccion de iones metalicos (Me™) como la plata (Ag") u oro (Au®) en solucién acuosa genera
soluciones coloidales con didmetros de particulas de varios nanémetros [33].

Inicialmente la reduccion de complejos con iones metalicos (Ag*) permite la formacién de atomos
metélicos (Ag?), los cuales luego se aglomeran en grupos oligoméricos. Estos grupos eventualmente
permiten la formacion de particulas metdlicas coloidales.

Por ejemplo, mientras se forman particulas de plata coloidal, cuando las mismas son mucho mas
pequeiias que la longitud de onda de la luz visible, las soluciones tienen un color amarillo con una banda
intensa en el rango de 380-450 nm y otras bandas menos intensas o mds pequefias a mayor longitud de
onda en el espectro de absorcion. Esta banda se atribuye a la excitacion colectiva de la nube de electrones
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en las particulas, con un cambio periddico en la densidad de electrones en la superficie (absorcion de
plasmén superficial) [34].

La principal ventaja del método de reducciéon quimica es su reproducibilidad y la posibilidad de
obtener coloides monodispersos con una distribucion estrecha en el tamafio de la particula, razén por la
cual, son frecuentemente preparadas nanoparticulas metdlicas siguiendo esta metodologia, empleando
como agentes reductores especies quimicas tales como 4cidos orgénicos, alcoholes, polioles, aldehidos y
azucares.

El almidén (CsH10Os)n, que es un tipo comin de carbohidrato, es un polimero de glucosa y se
encuentra en los granos de cereales (trigo, arroz, maiz, avena, cebada) asi como en tubérculos como las
papas. La amilopectina, insoluble en agua caliente y la amilosa soluble en agua, son los componentes
principales del almidon. En nuestras condiciones experimentales, la amilosa esta presente en la solucion
acuosa de almidon soluble y posee una estructura helicoidal como muestra la siguiente figura:

Figura 15. Estructura helicoidal de amilosa, utilizada para funcionalizar y estabilizar las nanoparticulas en
suspensién. (Figura modificada de Yakout y col. 2015 [35])

El agua caliente cambia la amilosa lentamente en moléculas mds pequefias. Esta reaccidn, un
ejemplo de hidrdlisis, es catalizada por dcidos que dan moléculas atin més simples, como la glucosa,
CsH1206. La glucosa se ha establecido como un muy buen agente reductor del nitrato de plata al metal
solido (Ag°). [35]

El concepto de preparaciéon de nanoparticulas “verdes” utilizando B-D-glucosa como agente
reductor fue informado por primera vez por Raveendran y colaboradores [36] donde el almidén
desempeiio el papel de estabilizador. En el presente trabajo, se preparan nanoparticulas de plata utilizando
almidoén soluble que actda tanto como agente reductor y como estabilizador. El almidén soluble, el
componente amilosa del almidén, es un polimero lineal formado por los enlaces a- (1, 4) entre las unidades
de D-glucosa y adopta una conformacion helicoidal a la izquierda en solucién acuosa. A pesar de su ligera
ramificacion, la amilosa se comporta esencialmente como un polimero lineal, formando peliculas y
complejos con ligandos. En esta reaccion, el aldehido terminal del almid6n soluble se usa para reducir el
nitrato de plata mientras que el almidon mismo estabiliza las nanoparticulas de plata. [35, 37]
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3.2 Objetivos

Sintetizar nanoparticulas de plata coloidales, caracterizarlas y aplicarlas directamente por
inmersion o aerosol sobre textiles, con el fin de evaluar su actividad antimicrobiana y su persistencia
después de lavados.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata coloidales se realizé segin el protocolo presentado por
Vigneshwaran [37]. En un proceso de sintesis de un solo paso, primero se solubiliz6 1,0 g almidén soluble
(Cicarelli grado reactivo) en 100 mL de agua destilada, calentdndolo sobre manta calefactora a 40°C hasta
su completa disolucion. Luego, se agregé lentamente 1 ml de una solucién acuosa 100 mM de nitrato de
plata (AgNOs Anedra, grado reactivo), en agitacion constante. Posteriormente, la mezcla se mantuvo en
una autoclave a 15 psi de presion, 121 °C durante 5 min. La solucién resultante presenté un color amarillo
claro, lo que indic6 la formacién de nanoparticulas de plata. Las nanoparticulas asi preparadas fueron
estables en solucidn acuosa durante un periodo de mas de tres meses a temperatura ambiente (25 °C). La
suspension formada tiene una concentracién de 4700 ppm de plata.

3.3.2 Caracterizacion de las nanoparticulas

El tamafio y el potencial Z fue medido por espectroscopia de dispersiéon de luz (DLS), con un
equipo Zeta-Sizer Malvern modelo Nano-ZS. La microscopia electrénica de transmisién (TEM) se realizé
en un equipo JEOL JEM 1010. Ambos equipos fueron utilizados durante la beca de estadia en el Grupo
de Quimica Coloidal de la Universidad de Vigo, Espaia.

Las medidas por espectroscopia UV-Vis se realizaron en un espectrofotémetro Metrolab 1600 plus
de la empresa Nanotek.

El andlisis de composicion por espectroscopia de rayos X, EDS se realiz6 en un SEM 505
PHILIPS, perteneciente a la Fundacién Argentina de Nanotecnologia.

3.3.3 Impregnacidén de los textiles

Se hicieron ensayos depositando directamente la suspension coloidal de nanoparticulas de plata,
en distintas concentraciones, sobre textiles de diferente naturaleza, sin ninguna modificacién previa, de
dos maneras diferentes: por aerosol y por inmersiéon durante 15 minutos en la suspensién en agitacion.
Todas las muestras se secaron en estufa a 28 °C por 24 horas luego de la aplicacion de la suspension de
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nanoparticulas de plata y su lavado. Posteriormente fueron esterilizadas en autoclave durante 20 minutos
al21°C.

3.3.4 Cuantificacion del contenido de plata por absorcion atdmica

La determinacion del contenido de plata en las telas se realizé siguiendo el método EPA 3050B
(13) mediante una digestion 4cida de las muestras donde se mide plata catidnica total. Se pesaron alrededor
de 40 mg de cada una de las telas en un erlenmeyer de 250 mL, tratando de que las muestras sean
representativas, se tomaron aleatoriamente trozos de telas de distintos lugares. Se agregaron 10 mL de
HNO3 (Merck grado analitico) 1:1 mezclando cuidadosamente y tapando el recipiente con un vidrio de
reloj. Las muestras se calentaron a 95 + 5 °C durante 15 minutos sin ebullicién, bajo campana. Una vez
que estuvieron a temperatura ambiente se agregaron 5 mL de HNO3 concentrado y se calent6 a la misma
temperatura durante 30 minutos y hasta que terminaron de generar humos marrones propios de la
oxidacién de la muestra por el 4cido. Este paso fue repetido una vez mas y se dejé evaporar la muestra
hasta un volumen de 5 mL. Luego se agregé 2 mL de agua y 3 mL de H>O: (Cicarelli p.a.) 30%
permitiendo la peroxidacion calentando a 95 + 5 °C, evitando pérdidas de muestra por proyeccién. Se
repitié este paso hasta observar que no se producia méas efervescencia agregando de a 1 mL de H>02 30%
sin pasar un volumen total agregado de 10 mL. Por ultimo, se agregaron 2 mL de HCI (Cicarelli reactivo
analitico) concentrado y se permitié evaporar la muestra hasta un volumen de 5 mL. Se traspasé a un
matraz de 100 mL enrasando con agua ultrapura.

Todas las muestras se procesaron por triplicado y se cuantificaron un equipo de Absorcién
Atémica marca Perkin Elmer modelo Analyst 800, con horno de grafito, previa medida de la curva de
calibrado realizada con patrones provistos por Perkin Elmer.

3.3.5 Ensayos microbioldgicos

A fin de evaluar la inhibicién del crecimiento microbiano por las telas modificadas con
nanoparticulas de plata, se utilizé el método de difusion en agar. Este método es empleado para determinar
la sensibilidad de un agente microbiano frente a un antimicrobiano. Comprende lo que se denomina un
antibiograma o prueba de susceptibilidad bacteriana frente a sustancias especificas. En este caso se utilizan
como discos, trozos de tela cuyo agente antimicrobiano es la plata proveniente de las nanoparticulas
insertas en las mismas.

Se prepararon indculos en una solucién de cloruro de sodio al 0,9 % (Anedra reactivo analitico),
del agente bacteriano a ensayar (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923)
con una concentracién 1,5 x 103 UFC/ml obtenido por comparacién con un estdndar de turbidez 0,5 Mc
Farland.

Sobre la superficie de una placa con medio de cultivo agar Mueller-Hinton (Britania), disefiado
especialmente para hacer ensayos de sensibilidad, se sembr6 con un hisopo estéril el indculo elegido sobre
toda la superficie del medio de cultivo. A continuacidn, se colocaron los discos de tela con nanoparticulas
de plata siempre tomando como blanco una tela sin nanoparticulas. Se incubaron las placas durante 24
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horas en estufa de cultivo a 35 - 37 °C, permitiendo el crecimiento bacteriano y la difusion de la plata en
el medio y luego se midieron los halos de inhibicién de crecimiento bacteriano, comparando con el blanco.

73.3.6 Ensayos de lavado

Para comprobar la retencion de las nanoparticulas de plata, lo que tiene un interés muy especifico
relacionado con la minimizacion de impactos ambientales, se realizaron ensayos de resistencia al lavado.
Para esto se llevo a cabo un ensayo de laboratorio simulando un lavado en un lavarropas doméstico. Se
colocé la muestra en un vaso de precipitado con agua corriente con una concentracion de jaboén en polvo
de uso doméstico de 1 g/100 ml, dosis recomendada por el fabricante. Los lavados duraron un tiempo de
60 minutos en agitacion constante. Se realizaron tantos lavados como fuera necesario segtn el tiempo a
evaluar. Posteriormente se realizaron andlisis del contenido de plata en la tela lavada y en el agua de
lavado, por absorcion atomica.

3.4 Resultados y discusion

‘3.4.1 Caracterizacion y estudio de estabilidad de las nanoparticulas de plata
‘ coloidales

Las nanoparticulas de plata coloidales que fueron sintetizadas utilizando almidén soluble como
agente reductor y estabilizador; presenté una coloracién amarilla, propia de las nanoparticulas de plata
con una concentracion de 4700 ppm de plata.

Mas alla que el color es un indicativo del tamafio de las nanoparticulas, se requiere hacer algunos
estudios para su caracterizacion.

Para medir el tamafio de las nanoparticulas se utilizé un equipo de dispersion de luz dindmica
(DLS) arrojando un valor de tamafio promedio de 57 £ 4 nm.

Para comprobar la forma y tamafo también se realizaron observaciones en microscopio electrénico
de transmisién (TEM) (figura 16), donde el tamafo promedio de las particulas fue de 52 + 3 nm.
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Figura 16. Nanoparticulas de plata coloidales vistas en TEM

Como parte de la caracterizacion, se realizaron andlisis de composicién por espectroscopia de
dispersion de rayos X (EDS) acoplado a un microscopio electrénico de barrido (SEM). Para realizar el
andlisis, fue necesario colocar una gota de la suspension sobre un soporte de silicio, y luego evaporar el
solvente en estufa de vacio a 220°C. En la figura 17 se muestra el resultado del andlisis, y la imagen

correspondiente del microscopio con el drea analizada:

o

N keV

Figura 17. Andlisis de composicién por 0K
espectroscopia de rayos X de las nanoparticulas NaK
de plata coloidales. MgK
SiK
Agl

22,69
13,62
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6,67

50,35
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En los grificos EDS se observo la presencia de la banda de plata que constituye un 50 % del
material, confirmando que las nanoparticulas observadas en la imagen corresponden a la plata. También
se observaron otros elementos propios de la sintesis y el soporte de la muestra en el caso del silicio.

Se realizé un espectro UV-Vis para ver el pico de plasmén correspondiente a una longitud de onda
de 420 nm, caracteristica de la plata. Se diluy6 la suspensién de nanoparticulas coloidales concentrada
(4700 ppm) en agua destilada para obtener suspensiones de 250, 500, 750 y 1000 ppm. Se realiz6 el
espectro a 420 nm, donde todas mostraron el pico caracteristico (figura 18), confirmando la presencia de
las nanoparticulas de plata, sumado al color amarillo de la suspension que representa a las particulas de

plata de ese tamafio.

Espectros NPsAg®

——250 ppm

Absorbancia

—500 ppm
750 ppm
———1000 ppm

Longitud de onda (nm)

Figura 18. Espectros de las suspensiones de nanoparticulas de plata coloidales a la longitud de onda de su plasmén
caracteristico, 420 nm.

Raza y sus colaboradores, sintetizaron NpAg por diversos métodos quimicos de reduccion en
solucion, registrando las propiedades de las nanoparticulas formadas. La tabla 1 resume las propiedades
de nanoparticulas sintetizadas por 5 métodos quimicos diferentes, y se comparan con las sintetizadas en
este trabajo (nimero 6). Se observa que, utilizando el almidén como reductor, se obtienen nanoparticulas
de caracteristicas similares, y en algunos casos mejores, que las sintetizadas con borohidruro de sodio, o
citrato de sodio. [20] Esto representa una ventaja econdmica y ecoldgica.
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Tabla 1. Propiedades de nanoparticulas de plata sintetizadas por distintos métodos quimicos.

Muestra Precursor Agente reductor Agente Color Forma Tamaiio
estabilizante (nm)
1 AgNO3 Na3;CsHs507 TSC Amarillo | Esféricas 30-80
(1mM, 50 mL) (1%, 5 mL) verdoso
Adicién gota a
gota
2 AgNO3 NaBH4 PVP (0,5mL, Verde Triangular 150
(OmM, I mL) | (50 mM, 0,5 mL) 1 mM), oscuro
Na;Ce¢Hs07 TSC
(1%, 5 mL)
3 AgNO; NaBH4 Amarillo | Esféricas 25-70
(ImM, 2 mL) (2 mM, 50 mL) - claro
Gota a gota
4 AgNO; NaBH4 PVP (0,5mL, Amarillo Esféricas 15-50
(SmM, I mL) | (50 mM, 0.5 mL) 1 mM), brillante
N a3C(,H507 TSC
(30mM, 0.5 mL)
5 AgNO; NaBH4 PVP (0,5mL, Azul Esféricas 30-200
(SmM, I mL) | (50 mM, 0,5 mL) 1 mM), oscuro
N a3C(,H507 TSC
(1%, 5 mL)
6 AgNO;3 Almidén Almidén Amarillo | Esféricas 10 -60
(100 mM, 1 1 %) 1 %) brillante
mL)

3.4.2 Impregnacién preliminar de fibras textiles por aerosol e inmersidén, con

nanoparticulas de plata coloidales

Se hicieron ensayos depositando directamente la suspension coloidal de nanoparticulas de plata
sobre los sustratos textiles sin ninguna modificacion.

El depésito de las nanoparticulas se puede realizar de dos maneras, sumergiendo el textil en la
suspension o por aerosol. En la industria textil, se implementan los dos sistemas para distintas etapas del
proceso, pero una gran mayoria utiliza spray para impregnar el material con distintos compuestos.
Ademas, esta ultima técnica tiene la ventaja de utilizar menos suspension de nanoparticulas y resulta un
proceso mas efectivo, logrando un depdsito homogéneo en toda la superficie del textil.

En forma preliminar se realiz6 una prueba para comparar los métodos de inmersién y aerosol,
evaluando la cantidad de plata depositada en cada procedimiento. El ensayo se llevo a cabo impregnando
las telas (algodon y poliéster) con la suspension de 500 ppm de nanoparticulas de plata sobre una tela a
base de algodén y otra a base de poliéster, las dos utilizadas principalmente como gasas y vendas. Se
eligi6 la suspension de 500 ppm como punto medio de partida para luego en los siguientes ensayos ir
evaluando las demds concentraciones.
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Se impregnaron por dos metodologias distintas:

a- Por aerosol rociando las dos caras de la tela, una sola vez
b- Por inmersion durante 15 minutos en la misma suspension, en agitacion.

En la tabla 2, se resumen los resultados luego de analizar un triplicado de cada muestra por absorcién
atomica, con el fin de cuantificar la cantidad de plata depositada:

Tabla 2. Contenido de plata en algodon y poliéster preparados por spray e inmersion en una suspension 500 ppm de

nanoparticulas, obtenidos por absorcién atomica.

Tipo de tela | Técnica de | mg Ag/ 100
deposicion g tela
Algodon Aerosol 65 +8
Algodén Inmersién 63 +7
Poliéster Aerosol 50+10
Poliéster Inmersién 66+9

Tanto por inmersién como por aerosol se obtienen valores comparables. La ventaja de la técnica
por aerosol es que el tiempo de contacto es mucho menor. Por este motivo decidimos realizar las
experiencias de impregnacion directa por aerosol.

3.4.3 Evaluacidén de la cantidad de plata depositada

Se impregnaron telas de algoddn, utilizando la técnica de aerosol, con las suspensiones preparadas
anteriormente por dilucién de nanoparticulas de plata coloidal (250, 500, 750 y 1000 ppm) probando
distintos nimeros de capas (1, 2 y 4). En la figura 19 se muestran las curvas de incremento de la cantidad
de plata segtin el nimero de impregnaciones. Se comprob6 que, a medida que aumentaban el nimero de
impregnaciones, efectivamente la cantidad de plata depositada también aumentaba.
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Figura 19. Cantidad depositada de plata en funcién del nimero de impregnaciones.

3.4.4 Ensayo de actividad antimicrobiana y lavado

De todas las telas preparadas para el ensayo anterior, se eligié las impregnadas con la menor
concentracion de las suspensiones de nanoparticulas; las telas de algodén impregnadas anteriormente por
aerosol depositando la suspensién de concentraciéon 250 ppm, 1, 2 y 4 veces. Las mismas fueron evaluadas
para comprobar su actividad antimicrobiana frente a bacterias, Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
mediante el ensayo de difusion en agar, y en ensayos de lavado.

Para realizar el ensayo de difusién en agar, las muestras se recortaron en un tamafio de 10 x 15
mm cada una, evaludndose por triplicado para cada uno de los microorganismos mencionados. Las fotos
de la figura 20 muestran el ensayo de difusion en agar de las muestras de algodén impregnadas con
suspension de nanoparticulas de plata de 250 ppm. B) blanco (sin nanoparticulas); 1) 1 depdsito; 2) 2
depositos; 3) 4 depdsitos. Todas las muestras presentaron halos de inhibicién entre 14 y 16 mm, mientras
que los blancos no.

Luego de evaluada la actividad antimicrobiana inicial se realizaron ensayos de lavado, con las
muestras de tela que habian sido impregnadas 2 veces con la suspension de 250 ppm. Se realizaron 5
lavados de 1 hora a cada una de las telas, tomando muestras de tela y del agua de lavado en cada uno de
ellos. Se pudo observar, figura 21 que la pérdida de plata al cabo de 5 ciclos de lavado es de un 32 % con
respecto al valor inicial.
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Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 20. Ensayo de difusion en agar de las muestras de algodén

impregnadas con suspension de nanoparticulas de plata de 250 ppm.
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Figura 21. Pérdida de plata vs numero de lavados

Con las mismas muestras lavadas se evalud la actividad antimicrobiana de igual manera que antes
de los lavados, por el método de difusion en agar. Los resultados, que se resumen en la tabla 3, muestran

que los halos de inhibicién disminuyen a medida que aumentan los lavados, pero que la actividad

antimicrobiana se mantiene.
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Tabla 3. Halos de inhibicion (mm) en muestras textiles sometidas a 5 ciclos de lavado.

Escherichia coli | Staphylococcus aureus
Numero de lavados (mm) (mm)
0 16+1 161
1 16+1 16+1
2 14+£1 14£2
3 14+2 14+1
4 14+1 14+1
5 12+1 13£1

Estos halos indican una muy buena persistencia post lavado de la capacidad antimicrobiana si se
los compara con los halos de 16 mm promedio obtenidos en muestras sin lavar (0 lavados) expuestas a
similares condiciones. Se observé que la actividad se reduce en muy baja proporcion luego de 5 lavados,
por lo cual se mantiene el objetivo de los textiles de inhibir el crecimiento bacteriano. Esto puede ser
debido a que el sustrato textil donde se depositaron las nanoparticulas es de algodén, y posee cargas en su
superficie, que permiten que las nanoparticulas rodeadas de almidén (o amilosa) queden adheridas con
una union relativamente fuerte como para soportar los lavados. Sin tener que funcionalizar el sustrato
(tela) y funcionalizando las nanoparticulas con el mismo reductor, aplicadas por aerosol, se puede lograr
un producto de fabricacion sencilla, y rapida, que minimiza las pérdidas del nanomaterial por lavados,
gracias a su adherencia.

La mayoria de las investigaciones se tratan de textiles que incluyen nanoparticulas donde se le
realiza un paso previo de funcionalizacion, que involucra el agregado de algun producto que favorezca la
adherencia de las nanoparticulas. [55]

3.5 Conclusion

Cumpliendo con los objetivos propuestos para esta parte del trabajo, se realizo la sintesis quimica
de nanoparticulas coloidales, de tamafio adecuado, y con muy buena estabilidad en suspension, al igual
que buena actividad antimicrobiana.

Se verific6 que la técnica usada para la impregnacion de textiles con las nanoparticulas le confiere
a este material una capacidad antimicrobiana frente a bacterias modelo de Gram positivas y Gram
negativas, persistente luego del lavado, lo que se evidencia por el significativo didmetro de los halos de
inhibicion que se observan sobre los bordes de todas muestras tratadas. Este efecto no se evidencia para
las muestras de telas sin tratamiento (blancos), lo que indica que el mismo es efectivamente adquirido
mediante el agregado de las nanoparticulas de plata. Como el producto a elaborar es no perecedero (es
decir que se busca disponer de capacidad bactericida luego de una cierta cantidad de lavados) se deben
hacer ensayos adicionales aplicando el protocolo de lavado varias veces previo a los bioensayos. Algo
interesante y muy importante desde el punto de vista ecoldgico, es que luego de los lavados, la cantidad
de plata que se pierde en el agua no es muy grande, pese a la no funcionalizacién del textil para favorecer
la adherencia. De todas formas, se deben realizar ensayos de confirmacién y control, en caso de una
utilizacién masiva de estos materiales.
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Se menciona que la adicion de nanoparticulas de plata modifica la tonalidad de las telas, por lo cual las
muestras originalmente blancas presentan un tono marrén tipico de la oxidacion de la plata por accion del
aire. Esta tonalidad no desaparece luego del lavado, lo que permite inferir que hay una buena retencion de

plata en el tejido.
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4 PRODUCCION DE NANOPARTICULAS DE PLATA IN SITU
DENTRO DE UNA RED POLIMERICA FORMADA CAPA POR

CAPA SOBRE UN SOPORTE TEXTIL.

4.1 Introduccion

Los textiles de liberacion sostenida de plata varian enormemente en su tecnologia de fabricacion, el
contenido de plata, patrones de liberacion de cationes y aplicaciones. Las técnicas de preparacion de telas
con nanoparticulas de plata difieren entre si, pero en lineas generales se podrian dividir en aquellas donde
las nanoparticulas se forman in situ (dentro de las fibras), o aquellas donde las nanoparticulas se
encuentran en una suspension coloidal y son luego depositadas sobre las fibras por distintos métodos, ya
sea inmersion o aerosol.

En la tdltima década se ha visto el uso de interacciones quimicas covalentes como una herramienta
clave para la construcciéon de nuevas estructuras moleculares y supramoleculares con diversas
aplicaciones.

En la formacién de films poliméricos delgados, el mayor crecimiento se produjo en el uso de
interacciones no covalentes, utilizando una técnica denominada ensamblado capa por capa, introducida
por Decher en 1991 [38, 39]. Esta técnica implica la absorcion, mediada por fuerzas electrostaticas, de un
polielectrolito cargado, sobre una superficie (plastica, textil, metélica, etc.) que presenta una carga del
signo contrario. Debido a un efecto de sobrecompensacién de la carga, es posible en un paso posterior
adsorber sobre éste, otro polielectrolito de carga opuesta. Realizando este procedimiento en forma
secuencial, se obtienen films multicapa cuyo espesor puede controlarse a nivel molecular, ajustando
diversos factores como el nimero de capas, pH, fuerza idnica, etc. Dentro de estas redes
nanoestructuradas, se forman luego las nanoparticulas.

Esta técnica basada en la adsorcidn alternada de especies catidnicas y anidnicas con multiples cargas
ha experimentado una explosién de crecimiento tanto en aplicaciones tedricas como experimentales. La
popularidad del método es propia de la habilidad para crear films delgados poliméricos “a medida” con
un rango de grupos funcionales casi ilimitados dentro de la estructura del film. Esta flexibilidad se logra
con el uso de un proceso de adsorcion simple y muy accesible.

El 4rea ha progresado para incluir la incorporacién de polimeros electroactivos, colorantes organicos,
semiconductores de quantum dots, especies electroquimicamente activas, y una amplia variedad de
proteinas y moléculas bioldgicas, y nanoparticulas, que son las que nos interesan en este trabajo.

Las fuerzas que tienen influencia sobre las propiedades de los films construidos mediante la técnica
capa por capa son representadas en la figura 22 y las aplicaciones dependen de su manipulacion.
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Fuerzas Electrostaticas

Fuerzas de dispersion Puente de hidrogeno

Espesor del film ,

Propiedades de la superficie
Morfologia del film
Grado de interpenetracion
Propiedades de transporte

Aplicaciones:

Films delgados de gradiente

Sistemas de deposito compuesto de particulas organicas/inorganicas
Films delgados ordenados molecularmente

Diseilo por deposicion selectivo

Moldeado coloidal

Films de membrana

Figura 22. Fuerzas intervinientes en los films

Las interacciones electrostdticas entre el polielectrolito en solucién y la superficie son la llave para
lograr la estructura final del film. Sin embargo, y en un segundo lugar, las fuerzas de corto rango también
juegan un rol importante en el espesor del film, las propiedades superficiales y en algunos casos pueden
determinar la estabilidad de las multicapas.

Estas fuerzas secundarias pueden jugar también un rol importante en el depdsito selectivo de los
polimeros en la superficie, la formacién de estructuras polares no simétricas, y la naturaleza de
permeabilidad y transporte idnico en el film.

El pH juega un papel muy importante en las propiedades de los polielectrolitos. Se encontré que la
carga superficial, la interpenetracion entre capas, y el espesor de esta pueden ser cambiados dristicamente
al variar el pH del policatién o polianién

Los efectos de las interacciones hidrofébicas u otras no especificas, pueden ser posibles razones de las
diferencias en la adsorcién de distintos tipos de sustratos cargados, o con diferente contra polielectrolitos
[40].

Rubner y colaboradores del Instituto Tecnoldgico de Massachusetts [41] introdujeron en el afio 2000
la técnica de formacién de nanoparticulas metdlicas y semiconductoras en peliculas multicapa de
polielectrolitos que funcionan como nanoreactores. Por otro lado, existe otro método de incorporacion de
nanoparticulas que fue aplicado por Hinestroza y colaboradores [42] que consiste en un método de sintesis
de nanoparticulas de plata modificadas en suspension, que luego depositaron en textiles sintéticos y
naturales, previamente modificados.
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4.1.1 Polimeros, polielectrolitos y complejos de polielectrolitos

Los polimeros son moléculas de alto peso molecular (macromoléculas) compuestas por unidades
estructurales denominadas mondmeros. Cuando los mondmeros presentan una carga electrostatica en
solucion, estamos en presencia de un polielectrolito (PE). Los PE son una clase de polimeros que han
adquirido un continuo y creciente interés, tanto desde el punto de vista técnico como cientifico. Esto se
debe fundamentalmente a la necesidad de sintetizar y procesar estos materiales mejorando su especificidad
y actividad en sus multiples aplicaciones.

De la manera més simple se puede definir un polielectrolito como un polimero que se disocia en
especies cargadas en solucién. Normalmente el término polielectrolito es empleado para sistemas de
polimeros consistentes en macroiones, es decir, macromoléculas que portan grupos iénicos unidos
covalentemente a su estructura, los cuales a su vez deben ser compensados por contraiones de cargas
contrarias para garantizar la electroneutralidad del sistema.

Una gran variedad de moléculas de interés biolégico, como las proteinas y el ADN, son
polielectrolitos. Existen ademds polielectrolitos sintéticos, ampliamente usados en aplicaciones
comerciales como aditivos en productos cosméticos (agentes espesantes y modificadores reoldgicos),
adhesivos, estabilizantes para suspensiones coloidales, tratamiento de aguas, floculantes y otros.

Los polielectrolitos se clasifican en débiles o fuertes de acuerdo con su comportamiento dcido-base.
En el primer grupo, el estado de carga de la molécula no depende del pH de la solucién. En el segundo,
los grupos cargados se hallan en equilibrio dcido-base y por lo tanto su grado de ionizacién sera
dependiente del pH. En este caso, el pKao el pKy aparentes indican el pH en el cual la mitad de los grupos
se hallan disociados, pero los polielectrolitos débiles presentan una curva de titulacion mucho mas
ensanchada que aquella para los dcidos o bases débiles. Esto se debe a que el estado de carga de un
mondmero afecta el equilibrio dcido-base de sus vecinos, modificando sus constantes de protonacién [43].

Los factores que determinan el comportamiento de los polielectrolitos son:

a) Naturaleza de la carga

b) Grado de disociacion

¢) Localizacién de los sitios cargados

d) Densidad de carga

e) Regularidad en la distribucién de los sitios cargados
f) La naturaleza de los contraiones

Dependiendo del tipo de carga los PE pueden ser:

- Catioénicos (+): los cuales portan cargas positivas, como por ejemplo el poli (cloruro de alil
dimetil amonio)

- Anioénicos (-): los cuales portan cargas negativas, como por ejemplo el poli (estiren sulfonato
de sodio)

Ahora bien, si consideramos el grado de disociacidon que presentan en solucién los grupos
ionizables, los PE se pueden clasificar en:

- Fuertes: disociables en todo el intervalo de pH para sistemas acuosos, como por ejemplo el
poli (estiren sulfonato de sodio) y el poli (cloruro de alil dimetil amonio)
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- Débiles: disociables en un intervalo restringido de pH, como por ejemplo el poli (4cido
acrilico) que se disocia poco en medio dcido y la poli(etilénimina) que permanece
practicamente sin disociar en medio alcalino.

Los polimeros y polielectrolitos se caracterizan por ser moléculas flexibles y capaces de adoptar un
gran nimero de conformaciones. En ausencia de interacciones, los polimeros en solucién adoptan una
conformacioén conocida como ovillo aleatorio (random coil). [44]. Por otro lado, un polielectrolito
fuertemente cargado en ausencia de contraiones buscard disminuir las repulsiones entre cargas y por lo
tanto presentard en solucién una conformacién estirada, conocida como varilla (rod). En consecuencia,
un aumento en la fuerza iénica o una disminucién en la fraccién de grupos cargados debida a cambios de
pH en la solucién, favorecera las conformaciones ovilladas.

La conformacioén, de un polielectrolito real en una solucién diluida estard determinada por el balance
entre diversas interacciones tales como las fuerzas electrostaticas, la estadistica conformacional, las
fuerzas de van der Waals, las uniones hidrégeno, la condensacién de contraiones [45], los impedimentos
estéricos y (para polielectrolitos débiles y/o redox) los equilibrios quimicos. En el caso de polielectrolitos
adsorbidos en una superficie también serdn importantes las interacciones superficie-polielectrolito y
polielectrolito-polielectrolito.

Al mezclar dos soluciones de polielectrolitos de carga opuesta puede ocurrir la formacién de un
precipitado, conocido como complejo de polielectrolitos [46]. Este proceso ocurre debido a la formacion
de uniones i6nicas entre los grupos cargados de cada polielectrolito, lo que disminuye drasticamente la
carga neta del complejo, produce la liberacién de contraiones y moléculas de solvente y da origen a la
separacion de fases. La formacién de complejos de polielectrolitos es conocida desde la década de 1930,
pero no fue hasta la década de 1990 cuando los quimicos aprendieron a dominar este proceso para
construir peliculas poliméricas muy delgadas.

Algunos de los polielectrolitos utilizados mas frecuentemente en la metodologia capa por capa son
PAH (Clorhidrato de polialilamina) PAA (Acido poliacrilico) y PDDA (Policloruro de dialil-dimetil
amonio), los cuales fueron utilizados en este trabajo, cuya estructura se muestra en la figura 23.

El PAH es un polielectrolito catiénico preparado mediante la polimerizacién de la alilamina, y es
utilizado en muchas aplicaciones biomédicas. El dcido poliacrilico PAA es el nombre genérico para
el polimero sintético de alto peso molecular del 4cido acrilico, es un polimero aniénico, es decir, muchas
de las cadenas laterales pierden sus protones y adquirirdn una carga negativa, lo que le confiere capacidad
de absorber y retener agua, asi como de hincharse hasta muchas veces su volumen original, por lo que
actda como un hidrogel. Se usa sobre todo como un buen agente adhesivo.

El PDDA es un polielectrolito catiénico usado en tratamiento de efluentes como coagulante, en la
industria del papel, y purificacién de agua.
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PAH (Clorhidrato de PAA (Acido poliacrilico)  pppA (Policloruro de dialil-

olialilamina N .
p ) dimetil amonio)

Figura 23. Estructura de polielectrolitos
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4.1.2 Reductores

Un agente reductor es aquel que cede electrones a un agente oxidante. Existe una reaccion quimica
conocida como reaccion de 6xido-reduccion, en la que se da una transferencia de electrones. Asimismo,
la mayoria de los elementos metélicos y no metélicos se obtienen de sus minerales por procesos de
oxidacién o de reduccién. Una reaccion de reduccidn-oxidacion consiste en dos semirreacciones: una
semirreaccion implica la pérdida de electrones de un compuesto, en este caso el compuesto se oxida;
mientras que en la otra semirreaccion el compuesto se reduce, es decir gana los electrones. Uno actiia
como oxidante y el otro como reductor. Los reductores pueden ser inorgédnicos y organicos, dentro de
los inorgénicos se pueden mencionar los metales e hidruros, y dentro de los compuestos orgédnicos a
ciertos hidratos de carbono, entre otras sustancias.

Las nanoparticulas de plata se pueden sintetizar en solucién acuosa por la reduccion de iones de
plata utilizando distintos reductores quimicos organicos o inorgénicos, como por ejemplo glucosa, dcido
ascorbico, hidracina, borohidruro de sodio entre otros (figura 24).

El borohidruro de sodio, también llamado tetrahidruroborato de sodio, es un compuesto quimico
formado por un dtomo de sodio, un dtomo de boro y 4 dtomos de hidrégeno, la forma mas comtn en el
que puede encontrarse en la naturaleza es NaBH4, fue descubierto en los afos 1940 por un equipo
liderado por Schlessinger.

Es de caricter selectivo usado en la sintesis de farmacos y otros compuestos organicos. Es un
s6lido blanco, que se suele encontrar en forma granulada (polvo). Es soluble en alcoholes y agua, aunque
reacciona con ellos con relativa lentitud (acentuada si se afiade una base fuerte) formando hidrégeno
(riesgo de explosion). El borohidruro de sodio es también usado en pilas de combustible experimentales
como un medio de almacenar hidrégeno; y en la reduccion aldehidos y cetonas a alcoholes. E1 BH4™ es
un excelente ligando para iones metdlicos, en especial con metales muy electropositivos, por ejemplo,
Zr(BHy)4.

% B,H+ % H,

H,0,

Q@ o
A @ @ @
Ag Ag Q O

Lones plata Nanoparticulas
de plata

Figura 24. Formacion de nanoparticulas de plata con borohidruro de sodio.
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4.1.3 Método de autoensamblado capa por capa

El método capa por capa para la preparacion de peliculas delgadas se basa en la adsorcion alternada
de macromoléculas. Este concepto fue demostrado por primera vez en 1991 por Decher y Hong,
empleando dos polielectrolitos de carga opuesta [47, 48].

Se comienza con un sustrato cargado (su carga depende de la carga que posea el soporte, que serd de
carga contraria), de forma, tamafo y material arbitrarios. Mientras ciertos sustratos presentan una carga
superficial en forma natural (por ejemplo, el vidrio y los 6xidos metdlicos en general), otros requieren un
tratamiento quimico. Por ejemplo, pueden emplearse tioles cargados para modificar metales nobles, y
silanos para silicio. El sustrato cargado se introduce posteriormente en una solucién de un polielectrolito
de carga opuesta (polimero A) durante algunos 10-15 minutos. En ese lapso el polimero se adsorbe en la
superficie, invirtiéndose la carga electrostética superficial. El sustrato (que en esta instancia se encuentra
cargado positivamente) se lava y se sumerge en una solucidén de un polielectrolito de carga opuesta al
anterior (polimero B) observdndose nuevamente la adsorcién e inversiéon de la carga superficial. El
proceso se repite en forma secuencial, hasta obtener una pelicula del espesor deseado, como se
esquematiza en la figura 25.

El método de ensamblado capa por capa ha cobrado una mayor importancia en la actualidad como
herramienta para la modificacion de superficies. Los materiales que se pueden utilizar actualmente en el
ensamblado incluyen enzimas, virus, nanoparticulas, macro iones inorgdnicos y practicamente cualquier
macromolécula. La presencia de cargas electrostaticas en los bloques de construccion también ha dejado
de ser un requerimiento, ya que se han preparado auto ensamblados basados en la formacién de uniones
hidrégeno, interacciones donante-aceptor, uniones covalentes, quimica de coordinacion, etc. [49]

Gran parte del éxito del método capa por capa radica en la capacidad de controlar las propiedades de
las peliculas obtenidas mediante la eleccidn de las variables del proceso. Estas variables se combinan con
las condiciones de tratamiento post- ensamblado, permitiendo adaptar las propiedades de las peliculas a
aplicaciones concretas.

n ciclos de polimeros n ciclos de sal metalica y reductor

I v I v

o Lavado o ® Lavado B o Lavado o B Nanoparticulas

4 | ! |

Polimero(+) Polimero(-) MetalM* Reductor

Figura 25. Proceso de depdsito de polimeros capa por capa.
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4.2 Objetivos

Evaluar la efectividad de la formacién de nanoparticulas de plata dentro de redes poliméricas formadas
sobre la superficie de un textil, caracterizarlas, y comprobar su actividad antimicrobiana.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Procedimiento de deposiciéon capa por capa y formacidon in situ de

nanoparticulas de plata

Las fibras textiles elegidas para el ensayo, previamente limpias en alcohol etilico y agua, fueron
sumergidas de forma secuencial en las soluciones de polielectrolitos de carga positiva y negativa, durante
15 minutos en cada solucién. El tiempo de inmersion se basa en la bibliografia. [47] La secuencia se
repitiod las veces elegidas formando una multicapa de polielectrolitos sobre las fibras. Los polielectrolitos
utilizados fueron: PAH (Clorhidrato de polialilamina, Sigma) 10 mM, PAA (Acido poliacrilico, Sigma)
20 mM, PAA (+MW, Sigma) de alto peso molecular 20 mM; y PDDA (Policloruro de dialil-dimetil
amonio, Sigma) 10 mM. Todos los reactivos son calidad analitica, y fueron disueltos en agua ultrapura.

Luego se sumergieron en una solucién de AgNO3s 20 mmol.L™!, durante un tiempo determinado para
que los cationes de la plata Ag™ penetren en la red polimérica, realizando luego la reduccién con NaBHy
0,1 M, de manera que la plata Ag*™ contenida en la red pas6 a Ag® formando las nanoparticulas.

Los tiempos de inmersion fueron evaluados entre 5 y 30 minutos en cada polimero; el tiempo de lavado
se establecid en 15 minutos con 3 intercambios de agua ultrapura; inmersion en AgNO3 de 24 horas y la
reduccién con NaBH4 (borohidruro de sodio) de 2 horas (figura 26).

Se utiliz6 un sistema de marcos de teflon, constituido por 4 marcos que soportan telas de 5 x 5 cm,
sumergidos en sendas cubas conteniendo las distintas soluciones utilizadas. Previamente se realizo el
ensayo por inmersiéon en vasos de vidrio con agitacion magnética, pero se observd que se pierde
uniformidad en el depdsito en las telas.

Polianién

- Polication =
_ PAH10mM | - "‘:‘ :50 hiM
H7-8 o Pl
- B> —
~  Lavado >, Lavado
Susirato textil

Figura 26. Técnica capa por capa
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4.3.2 Cuantificacién por absorcién atémica

La determinacion del contenido de plata en las telas se realizé siguiendo el método EPA 3050B
mediante una digestion acida de las muestras donde se mide plata catidnica total. Se pesaron alrededor de
40 mg de cada una de las telas en un erlenmeyer de 250 mL, tratando de que las muestras sean
representativas, se tomaron aleatoriamente trozos de telas de distintos lugares. Se agregaron 10 mL de
HNO3 (Merck grado analitico) 1:1 mezclando cuidadosamente y tapando el recipiente con un vidrio de
reloj. Las muestras se calentaron a 95 + 5 °C durante 15 minutos sin ebullicién, bajo campana. Una vez
que estuvieron a temperatura ambiente se agregaron 5 mL. de HNO3 concentrado y se calentd a la misma
temperatura durante 30 minutos y hasta que terminaron de generar humos marrones propios de la
oxidacién de la muestra por el 4cido. Este paso fue repetido una vez mds y se dejé evaporar la muestra
hasta un volumen de 5 mL. Luego se agregd 2 mL de agua y 3 mL de H20O: (Cicarelli p.a.) 30%
permitiendo la peroxidacion calentando a 95 + 5 °C, evitando pérdidas de muestra por proyeccion. Se
repitio este paso hasta observar que no se producia méas efervescencia agregando de a 1 mL de H>O» 30%
sin superar un volumen total agregado de 10 mL. Por tltimo, se agregaron 2 mL de HCI (Cicarelli p.a)
concentrado y se permitié evaporar la muestra hasta un volumen de 5 mL. Se traspas6 a un matraz de 100
mL enrasando con agua ultrapura.

Posteriormente, para determinar el contenido de plata, la digestién 4dcida de cada muestra se analizé
mediante un espectrometro de Absorcion Atémica marca Perkin Elmer modelo Analyst 800, con horno
de grafito, previa medida de la curva de calibrado realizada con patrones provistos por Perkin Elmer.

4.3.3 Caracterizacion por microscopia electronica

La presencia y tamafio de las nanoparticulas de plata fueron determinadas por microscopia
electrénica de barrido (SEM). Todas las imdgenes fueron obtenidas en un microscopio electrénico de
barrido marca JEOL EDS, perteneciente al Centro de Microscopias Avanzadas de la Universidad de
Buenos Aires.

4.3.4 Ensayos microbioldgicos

A fin de evaluar la inhibicion del crecimiento microbiano por las telas modificadas con nanoparticulas
de plata, se emplearon distintos métodos de ensayo, tanto en medios liquidos como sélidos. Se evalu6 el
efecto de las nanoparticulas de plata en la inhibicién de bacterias compatibles con ATCC Gram positivas
y Gram negativas, usualmente adoptadas en la bibliografia como referencia.

4.3.5 Difusion en agar

Este método se basa en una prueba de susceptibilidad bacteriana frente a sustancias especifica, y
generalmente se suele denominar antibiograma cuando la sustancia es un antibidtico. En contraste en
nuestro caso, en lugar de usar discos de antibidticos se utilizan trozos de tela en forma de discos cuyo
agente antimicrobiano es la plata proveniente de las nanoparticulas insertas en las mismas.

Se prepararon indculos en una solucion de cloruro de sodio al 0,9 % (m/v), de la bacteria a ensayar
(Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923) con una concentracién 1,5 x 108
UFC/ml obtenido por comparacién con un estandar de turbidez: 0,5 Mc Farland.
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Sobre la superficie de una placa con medio de cultivo agar Mueller-Hinton (disefiado
especialmente para hacer ensayos de sensibilidad) se sembré con un hisopo estéril el inéculo elegido sobre
toda la superficie del medio de cultivo. A continuacidn, se colocaron los discos de tela con nanoparticulas
de plata y siempre procesando de manera conjunta un disco de tela sin nanoparticulas, representando al
blanco de la prueba. Se incubaron las placas durante 18-24 horas a 37 °C, permitiendo el crecimiento
bacteriano y la difusién de la plata en el medio de cultivo y luego se midieron los halos de inhibicién de
crecimiento bacteriano, comparando con el blanco. Todas las muestras se ensayaron por triplicado.

74.3.6 Ensayo por contacto — Norma JIS Z2801

La evaluacion del efecto antimicrobiano en el tiempo se realiz6 segin la norma internacional japonesa
de evaluacion de superficies antimicrobianas JIS Z2801.

Se esterilizaron muestras de telas de 5 x 5 cm en autoclave, y se colocaron en cajas de Petri de vidrio
estériles. Se prepard un inéculo de la cepa bacteriana a ensayar en una concentracién del orden de 1 x 108
UFC/ml, contra un estdndar Mc Farland 0,5 y diluciones siguientes para lograr una concentracién de 1 x
10° UFC/ml. Luego sobre cada una de las muestras se deposité 0,4 ml del inoculo bacteriano preparado.
A continuacién, se cubrié cada muestra con un film de 4 x 4 cm, ejerciendo una ligera presion sobre la
deposicion bacteriana.

Las placas Petri conteniendo las muestras se incubaron a 37°C y humedad del 100% durante 24 horas,
excepto tres muestras de referencia de cada uno de los tratamientos, cuyo lavado se realizo
inmediatamente después de la inoculacién, constituyendo el tiempo inicial. El lavado del resto de las
muestras se realiz6 a las 24 horas de incubacion.

El lavado se realizé en cada una de las muestras junto con su film correspondiente con 10 ml de
solucién salina al 0,9 % (m/v) estéril y agitando muy bien para favorecer la recuperacion de todas las
células bacterianas posibles. En los casos que correspondia se realizaron diluciones para realizar el conteo
de placa en medio de cultivo Agar nutritivo y realizar el recuento de bacterias viables UFC existentes en
cada una luego de una incubacién de 24 horas a 37 °C en estufa de cultivo. Todas las muestras se evaluaron
por triplicado.

Cdlculo de la actividad antimicrobiana: el calculo de la actividad antimicrobiana se hace en base a un
triplicado de cada una de las muestras (blanco: sin antimicrobiano, muestra: con antimicrobiano) a los
tiempos 0 y 24 horas de aplicacion del indculo. La férmula que se utiliza es:

R = (log (B/A) —log (C/A)) = log (B/C)

R: valor de la actividad antimicrobiana

A: promedio de UFC de bacteria a tiempo O de los blancos (sin antimicrobiano)

B: promedio de UFC de bacteria a tiempo 24 h de los blancos (sin antimicrobiano)

C: promedio de UFC de bacterias a tiempo 24 h de las muestras (con antimicrobiano).
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4.3.7 Ensayos de lavado

Es importante que las nanoparticulas una vez formadas en la matriz de la tela queden atrapadas en
la red de polielectrolitos de forma estable, y no se liberen al ambiente.

Con el fin de evaluar la retencion de las nanoparticulas de plata, lo que tiene un interés muy
especifico relacionado con la minimizacién de impactos ambientales, se realizaron ensayos de resistencia
al lavado.

Para esto se llevé a cabo un ensayo de laboratorio simulando un lavado en un lavarropas doméstico,
colocando la muestra en un vaso de precipitado con 400 ml de agua corriente con una concentracion de
jabon en polvo de uso doméstico de 1 g/100 ml, dosis recomendada por el fabricante. Los lavados duraron
un tiempo de 24 horas a temperatura ambiente y en agitacidn constante. Se realizaron tantos lavados como
fuera necesario segtn el tiempo a evaluar. Posteriormente se realizaron anélisis del contenido de plata en
la tela lavada y en el agua de lavado, por absorcion atdmica.

4.3.8 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) para comparar
entre los diferentes grupos de muestras. Se utilizé la prueba de Dunnett para determinar la significancia
de las diferencias entre los diferentes grupos de muestras y el grupo de control (ensayo en blanco). Los
anadlisis estadisticos se realizaron con el software Excel. Las pruebas paramétricas fueron precedidas por
pruebas de distribucién normal por sitio y de homogeneidad de varianza entre sitios. Se aplicd un nivel
de significancia de P <0.05 en todas las pruebas estadisticas.
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4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Ensayos preliminares

En una primera instancia fue necesario realizar ensayos preliminares con el fin de determinar los
parametros que mejor se ajustaban al producto que se queria conseguir en cuanto a efectividad y costo.
Los pardmetros que fueron evaluados para la aplicacion de esta técnica son el tipo de polimero, tiempo de
inmersién en cada uno, nimero de capas, tiempo de lavado, tiempo de inmersién en el nitrato de plata,
tipo de reductor y tiempo de inmersion en el mismo; resumidos en la tabla 4:

Tabla 4. Parametros a evaluar

Tipo Tiempo Nro de capas
Polimero PAH, PAA 5,10, 15 min 2,3
Lavados 5; 15 min -
AgNO3 4; 24 hs -
Reductor Borohidruro de sodio 4; 24 hs -

4.4.2 Eleccion de soportes textiles

Se entiende por material textil el que estd compuesto exclusivamente por fibras textiles, cualquiera
que sea el proceso seguido para su obtencion. Se incluyen dentro de esta categoria también, productos
cuyo peso esté constituido al menos en un 80 % por fibras textiles; los recubrimientos de diversos
productos constituidos de material textil en al menos el 80 % de su peso; los productos textiles
incorporados a otros productos, cuando asi se especifique en su composicion.

Un material tiene la consideracidon de fibra textil si retne las propiedades de flexibilidad,
resistencia, elasticidad y gran longitud respecto a su didmetro (relacion longitud / didmetro: de 500 a 1000
veces). Las fibras textiles se pueden clasificar en dos grandes grupos: fibras naturales y fibras quimicas.

El primer grupo estd constituido por todas aquellas fibras que se encuentran como tales en estado
natural y que no exigen mds que una ligera adecuacién para ser utilizadas como materia textil. Se
subdividen, segin su procedencia, en las de origen animal (lana, alpaca), vegetal (algodén, lino, yute) y
mineral (asbestos). El segundo grupo, el referente a las fibras quimicas, estd formado por una gran
diversidad de fibras que no existen como tales en la naturaleza, sino que se fabrican por medio de un
proceso industrial. Se subdividen, segin la procedencia del polimero que constituye su composicion
quimica, en “artificiales” (polimero de origen natural, como la celulosa, el vidrio, el carbono) y
“sintéticas” (polimero de transformaciéon quimica, como el poliéster, la poliamida, los acrilicos, las
poliolefinas). Segin su composicion quimica presentan caracteristicas de hidrofilicas o hidrofébicas como
se resume en la tabla 5.
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Tabla 5. Propiedades de las fibras

Material Grupos reactivos Hidrofobicidad/hidrofilicidad
Algodén - OH Hidrofilico
Lana - OH; - NH; Hidrofilico
Poliéster - COOH; -OH Relativamente hidrofébico
Poliamidas / aramidas - NHy; -OH Hidrofilico

Textiles técnicos: Se definen como materiales y productos textiles que disponen de las propiedades
especificas requeridas para el desarrollo de una determinada funcién y adaptada a su entorno de aplicacion,
y que dan respuesta a exigencias técnico-cualitativas elevadas (ligereza, rendimiento mecanico, térmico,
conductividad, resistencia al fuego, etc.) Por exclusion, desde un punto de vista mas amplio, pueden
considerarse como textiles técnicos todos los materiales y productos textiles que no pueden inscribirse
dentro de los sectores tradicionales de indumentaria, hogar y decoracion, o, dicho en otras palabras, a
todos los productos textiles en los que la funcionalidad es tan o mas importante que la estética. La frontera
entre los textiles convencionales y de uso técnico es sutil y en ocasiones poco importante. Es la intencién
de lanzar al mercado un producto textil que dé respuesta a una necesidad técnica especifica lo que permite
considerar a una empresa como productora de textiles técnicos. El nivel tecnoldgico es una de las
caracteristicas basicas del proceso de fabricacién de textiles de uso técnico, no tanto por la necesidad de
un equipamiento especifico, que sélo es necesario en determinados productos, sino por la necesidad de
disposicion de unas instalaciones que permitan la obtencion de los citados niveles de calidad que se
exigen; en cualquier caso, y de forma general, la tecnologia del proceso no difiere de la habitual en todos
los sectores de la industria textil, es por ello que muchas industrias textiles tradicionales pueden y de
hecho fabrican productos textiles técnicos utilizando en parte o totalmente las mismas instalaciones
industriales. La consideracion de fextil técnico va ligada tanto a la aportacion de caracteristicas técnicas
apreciables en los productos textiles como a las necesidades de todo tipo demandadas por los usuarios.
De hecho, los textiles técnicos forman parte de un campo més amplio, que se denomina “ingenieria de
materiales flexibles”, que incluye gomaespumas, peliculas, polvos, resinas y plasticos. Ademads, son una
parte esencial de los materiales compuestos (composites): combinacién de dos o mds materiales de forma
o composicion diferentes, por lo general una matriz que puede estar constituida de textiles y un refuerzo
mds fuerte que esta matriz.

Debido a que el objetivo de la incorporacién de nanoparticulas de plata es la proteccion
antimicrobiana, los textiles desarrollados pueden entrar dentro de la categoria de “técnicos”, siendo su
campo de aplicacion, principalmente el de la medicina y el trabajo. Por tal motivo, para dar origen a un
textil técnico con actividad antimicrobiana por la incorporacion de nanoparticulas de plata, la primera
prueba fue realizada sobre 2 telas comerciales de distinta composicion: 1) Poliéster 100 %, 2) Algodén
100%. Las nanoparticulas de plata fueron formadas in situ, siempre partiendo de nitrato de plata (AgNO3)
utilizando como reductor borohidruro de sodio y como polimeros PAH y PAA. Los tiempos utilizados
fueron: inmersién en polimero, 30 minutos, lavados, 15 minutos, inmersion en AgNOs3, 24 horas,
reduccién en NaBH4, 4 horas.

Las muestras se caracterizaron por microscopia electronica de barrido (SEM) para verificar la
formacion de nanoparticulas en la superficie de las fibras, cuyas imdgenes se muestran a continuacion.
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M, EHT=3MW D= 43mm Mag= 1000KX  Signal A=lnLens

Figura 27. a) Algod6n100 % b) poliéster 100 %

4.4.3 Evaluacién del tipo y nimero de capas de polielectrolitos y depdsitos de

plata.

Algunos de los polielectrolitos utilizados mds frecuentemente en la metodologia capa por capa son
PAH (Clorhidrato de polialilamina) PAA (Acido poliacrilico), PAA (+MW) de alto peso molecular; y
PDDA (Policloruro de dialil-dimetil amonio), los cuales fueron evaluados y utilizados en este trabajo.

Se hicieron pruebas con los mismos depositando 3 capas de cada uno en forma alternada y por
inmersion durante 15 minutos en cada solucién, para evaluar si existia diferencia en el contenido de plata,
la cual se midi6 por absorcion atomica. Los resultados, expresados en la figura 28, muestran que el mayor
contenido de plata lo presentaron las telas preparadas con el par PAH/PAA (3 capas), por lo cual se
eligieron estos dos polielectrolitos para seguir con las experiencias.
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Figura 28. Evaluacion de distintos polimeros en algodén (lila) y poliéster (bordo).

El ndmero de capas de polimero es un factor importante para la formacién de una red que permita
el anclaje de las nanoparticulas. Si son pocas capas puede pasar que no se forme la red adecuada y no
tenga la carga superficial necesaria como para alojar los cationes de la plata y la formacion de
nanoparticulas seria deficiente. Si por el contrario son muchas, a los cationes de Ag* se les dificultaria la
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difusion dentro de la matriz, quedando retenidos en las capas mds superficiales y demorando més tiempo
en alojarse dentro de la red y el reductor también, sin favorecer la formacién de las nanoparticulas. A la
vez se encarece el método de produccidn por utilizar mayor volumen de reactivos.

Para evaluar la incidencia del nimero de capas de polimeros y nimero de depdsitos o intercambios de
plata, fueron utilizadas dos telas comerciales como sustrato, una a base de fibra natural y otra a base de
fibra sintética:

a- Algodon 100 %
b- Poliéster 100 %.

Los polimeros utilizados fueron PAH y PAA, reductor NaBH4 y los tiempos utilizados fueron:

inmersién en polimero, 15 minutos, lavados, 15 minutos, inmersién en AgNOs, 24 horas, reduccién en
NaBH4, 4 horas.

Se observé que aumentaba el contenido de plata en las telas a medida que aumentaba el niimero
de depdsitos de plata (figura 29), pero con el aumento de capas de polimeros no se observé incremento en
la cantidad de plata (figura 30).

Por las tendencias se puede deducir que ambos soportes aumentan su contenido a medida que crece
el nimero de capas, la cantidad depositada para el poliéster estd proxima a la saturacion, ya en la primera
capa, al contrario del algod6n

100,0
100,0 .
90,0 —s—Algoddn
80,0 —e—Algodon Poliéster a 800 Poliéster
70,0 5 ’
s 60,0 g 60.0 /
£ 500 S — :
o 40,0 % 40,0
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S 300 1 | o .
fn 20,0 ¢ T | S 20,0
€
100 00
’ 1 2 3
1 2 3 -
Depositos de Ag /3 PAA/PAH Nro Capas PAA/PAH / 1 depdsito de Ag
Figura 29. 1, 2 y 3 depdsitos de Ag, con 3 PAH/PAA. Figura 30. 1 depésito de Ag, con 1,2 y 3 PAH/PAA.

El grupo de Hammond [50] explica el comportamiento en la técnica tradicional de capa por capa por
inmersion, en la que pequefos contraiones salinos acompafiando las cadenas poliméricas en solucién
juegan un rol muy importante durante el depdsito del film. La ganancia entrépica realizada como cargas
de polielectrolito compensadas extrinsecamente (por ejemplo, las cargas puntuales en el film ocupadas
por un contraién de la sal Ag*), expulsan los iones pequefios a favor de la compensacion intrinseca por un
polielectrolito cargado alternativamente es una fuerza impulsora para la deposicion de la pelicula. Sin
embargo, en presencia de concentraciones de sales lo suficientemente grandes, este es un proceso
reversible, conocido como hinchamiento de la sal, el cual se describe fisicamente como una competencia
por sitios con carga en el film entre contraiones unidos y polielectrolitos cargados alternadamente. Este
proceso se ha observado experimentalmente en algunos sistemas capa por capa a fuerzas idnicas grandes.
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Los contraiones mas estudiados son los cationes del periodo I y II. Los iones de este periodo como el Na*

tienen una electronegatividad de orbital relativamente alta y ausencia de electrones de la capa exterior
excitable. Estas caracteristicas los agrupan como &cidos fuertes de los cuales no se podria esperar una
unién favorable con una base débil como el i6n carboxilato. Por otro lado, los iones moderadamente acidos
o débilmente 4cidos, como Cu?*, Fe’* o Ag*, con mayor tamafio y polarizabilidad, asi como electrones
del orbital d facilmente excitables, podrian tener interacciones mucho mas favorables. Cuando un sustrato
cargado es expuesto a soluciones de cargas alternadas de polielectrolitos sumergiéndolos, las moléculas
cargadas cerca de la superficie se adsorben inmediatamente, generando un gradiente de concentracion
entre el seno de la solucidn y la region interfacial cerca de la superficie. El transporte del polielectrolito a
la superficie esta limitado por la difusion y ocurre relativamente lento. A medida que las moléculas
individuales llegan a la superficie, tienen movilidad lateral para unirse a puntos de densidad de carga
localizada, asi como para penetrar la superficie de la pelicula e interactuar con cadenas previamente
adsorbidas. Si se permite que proceda al equilibrio durante la deposicion, seguido de un enjuague
prolongado en ausencia de sales, este proceso permitird una complejacion significativa del polianién
policatiénico y liberard todos los contracationes de 4cidos fuertes restantes o una gran parte de los
contracationes de dcidos débiles restantes, dependiendo del sistema, lo que da como resultado una pelicula
multicapa altamente intercalada. El mismo proceso por spray podria acelerar y simplificar el proceso,
obteniendo los mismos resultados. [50]

'4.4.4 Evaluacion de reductores.

Se realizé una evaluacién de distintos reductores, dentro de los cuales se probaron: glucosa al 1%,
hidracina 64 % y borohidruro de sodio 0,1 M.

La caracterizacion se realizd por microscopia SEM para poder evaluar la cantidad y tamafio de las
particulas formadas, cuyas imdgenes se observan en la figura 31.

Algodon Blanco Glucosa 1 % Hidracina 64 % Borohidruro de
sodio 0,1 M

Tamafo promedio | Tamafo promedio | Tamafo promedio
86+ 16 nm (n=10) | 90 £ 9 nm (n= 10) 31 £ 5 nm (n= 10)

Figura 31. Fotografias SEM de evaluacién de reductores.

El NaBHj4, es el reductor con mejor cinética en la formacion de nanoparticulas, el tamafio de
particulas es uniforme, y la concentracion utilizada es baja con respecto a la hidracina. La hidracina es un
compuesto inflamable y su utilizacion y almacenamiento en el laboratorio no es aconsejable. La glucosa
es muy buen reductor y econdmico; las particulas que se obtuvieron presentaron un buen tamafio y
uniformidad, pero genera una reaccién mucho mas lenta (24 h contra 4 h de borohidruro de sodio) y resulta
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dificil el control de la reacciéon. No obstante, es una buena alternativa para la produccidn sostenible de
nanoparticulas. Al ser el NaBHj4 el reductor mds eficiente se decidi6 utilizar el mismo en la produccion
de las nanoparticulas de plata en los textiles.

4.4.5 Evaluacién del tiempo de inmersion en las soluciones de polielectrolitos.

El tiempo de inmersion en cada polimero es un factor clave en el tiempo total de proceso de generacion
de los textiles, ya que se realizan varias inmersiones en los dos polimeros. A su vez, el tiempo en que el
textil estd en contacto con el polimero interfiere en la cantidad de este depositado, y en los
entrecruzamientos con el polimero anterior. Por eso se requiere encontrar un tiempo de compromiso donde
se permita un depdsito suficiente de polimero como para formar una cantidad de nanoparticulas de plata
posteriormente, con buena actividad antimicrobiana, y que no alargue el proceso de produccion. Se evalud
el tiempo de inmersion de los textiles en cada polimero para 2 bicapas PAH / PAA, con la posterior
formacién de nanoparticulas, y luego las muestras fueron caracterizadas por microscopia SEM, para
determinar el tamafio y cantidad de particulas formadas. (Figura 32)

5 minutos 10 minutos

— EMT = 3004V WD = 1.8 mm Mag = 000K X Signal A = InLens. 100 nm' EHT = 200KV WO = 22mm Mag = 20000 K X Signal A = InLens

15 minutos 30 minutos

Figura 32. Formacion de nanoparticulas sobre poliéster a distintos tiempos de inmersién en cada polimero.

La cantidad de nanoparticulas formadas para tiempos entre 5 y 30 minutos de inmersién en cada
polimero fue en valores crecientes, como se observa en la siguiente tabla:
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Tabla 6. Cantidad y didmetro promedio de nanoparticulas segtin tiempo de inmersion.

Tiempo (min) Particulas x cm? Diametro promedio (nm)
(n=10)
5 8,55 x 107 48 +9
10 1,40 x 108 40+ 10
15 6,58 x 108 507
20 8,54 x 108 49+9

El tamafio de particula se mantuvo constante entre 40 y 50 nm. Con estos resultados y como el tamafio
de las nanoparticulas se mantiene constante se decidi6 realizar las pruebas siguientes con 15 minutos de
inmersion en cada polimero, respetando la bibliografia, como se realizé en las primeras pruebas.

4.4.6 Pruebas microbioldgicas

Para estudiar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata incorporadas en las telas
se realizaron ensayos preliminares con el objetivo de optimizar las condiciones. Las nanoparticulas de
plata metalica acttian por liberacion lenta de iones Ag*, que reaccionan con las proteinas de la pared celular
de los microorganismos, desnaturalizandolas y provocando asi la inhibicién de su crecimiento o la muerte.
[17, 18] El ensayo elegido en un primer lugar fue la técnica de difusion en agar que fue descripta
anteriormente. Esta técnica se basa en el contacto de una superficie (discos de telas de 10 mm de didmetro)
que posee un agente antimicrobiano, con el agar inoculado con la bacteria que se pretende ensayar. Se
decidi6 utilizar dos microorganismos bacterianos de referencia, Escherichia coli (cepa compatible con
ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (cepa compatible con ATCC 25923).

Las muestras utilizadas para los ensayos preliminares fueron textiles de algodén modificados
superficialmente con:
a) Una, dos y tres bicapas de polimeros PAH/PAA y un depésito de plata. (figura 33)
b) Una bicapa de PAH/PAA, y uno o dos depdsitos de plata. (figura 34)
En cada placa de ensayo se incluy6 un textil blanco, sin ningtn tratamiento y un textil embebido en
AgNOs sin reduccion a plata metélica, para comparar. Las muestras se incubaron durante 24 h a 37 °C en
estufa y se observaron y midieron las zonas de inhibicion.

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Figura 33. Algodon. 1) 1 capa PAH/PAA, 2) 2 capas PAH/PAA, 3) 3 capas PAH/PAA
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Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figura 34. Algodén 1) 1 capa de Ag’, 2) 2 capas de Ag’.

Los blancos de algod6n no presentaron zona de inhibicidn. Los discos con AgNO3 y NPAg presentaron
zonas de inhibicién con un didmetro total entre 15 y 19 mm para Staphylococcus aureus. El efecto sobre
Escherichia coli fue menos significativo, mostrando una inhibicién de crecimiento por debajo de la
muestra, pero no halo de inhibicién.

Se puede confirmar que la nanoplata tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento de bacterias y que
estos resultados preliminares ameritan profundizar en el estudio aplicando otras metodologias de ensayo
microbioldgico para confirmar y cuantificar la actividad antimicrobiana. Las telas de algodén dan mejores
resultados, debido a que al ser una fibra natural su entrecruzamiento es mds abierto y permite una mayor
difusion de la plata en el agar.

El poliéster también fue ensayado bajo las mismas condiciones, presentando resultados menos
satisfactorios generando s6lo inhibicidn debajo del disco de tela, para los dos microorganismos ensayados
y en todos los casos, como se observa en la figura 35, para Staphylococcus aureus de telas preparadas con
1,2y 3 capas de PAH/PAA.
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Figura 35. Poliéster. 1) 1 capa PAH/PAA, 2) 2 capas PAH/PAA, 3) 3 capas PAH/PAA

4.4.7 Caracterizacion por Microscopia Electronica de Barrido (SEM) vy

Espectroscopia dispersiva de rayos x (EDS).

Para poder estudiar el tamafio de las particulas formadas y la composicién quimica de las mismas,
sobre los textiles de algodon y poliéster, se obtuvieron diversas imdgenes de microscopia electrénica de
barrido (SEM), junto con un andlisis por espectroscopia de rayos x de energia dispersiva (EDS). Las
muestras fueron montadas en tacos sobre una cinta de carbono, ademds de recubiertas con oro por la
técnica de sputtering, para aumentar su conductividad y poder realizar la observacion y el andlisis. Se
tomo una region de la muestra donde estaban presentes las nanoparticulas y se realizd el andlisis
obteniendo el espectro correspondiente (figura 36) y la tabla de composicién. Se confirmé asi que las
nanoparticulas observadas eran del elemento Ag (plata).

0 2 4
ull Scale 171 cts Cursor: 19,669 ke (0 cts)

6 g 10

Spectrum 1

Element Weight% Atomic%
CK 4930  56.98
OK 4938 4285
AgL |1.33 0.17
Totals  100.00

Figura 36. Espectro EDS de Poliéster con NpAg
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4.4.8 Preparado de textiles y evaluacion de actividad antimicrobiana

En concordancia a los resultados de los ensayos preliminares se establecieron como pardmetros de
trabajo de la técnica capa por capa los que se resumen en la tabla 7.

Para estandarizar el ensayo se construyé un sistema de 4 marcos de teflén de 10 x 10 cm, donde
se coloca el textil para que quede estirado. El marco se sumerge en una serie de bateas donde se colocan
las distintas soluciones de trabajo. Se tomaron dos textiles distintos para evaluar la metodologia de
depdésito de plata, algodén y poliéster.

Tabla 7. Condiciones de preparacién de muestras

Condiciones de trabajo

Polimeros PAH/PAA
Reductor Borohidruro de sodio (NaBHy4)
Tiempos Polimeros: 15 min

Lavados: 15 min

AgNOs: 24 h

NaBH4: 4 h

Niimero de bicapas de polimeros 2

Los textiles utilizados como soportes fueron donados por distintas fabricas de la ciudad de Santa
Fe y Buenos Aires. Se prepararon muestras de algodén y poliéster con 2 bicapas poliméricas alternadas
(PAH / PAA), por inmersién de la tela un tiempo de 15 minutos en cada polimero y lavados intermedios
de 15 minutos en agua destilada. Luego se sumergieron en AgNO3 durante 24 horas y fueron reducidas
con NaBH4 con un tiempo de inmersion de 4 horas. Cada una de las telas fue digerida para realizar la
cuantificacion de plata por absorcién atémica. Se realizaron 6 réplicas y cada una fue cuantificada por
triplicado. El contenido de plata promedio de 6 réplicas para algodén fue (64 +2) mg Ag/ 100 g tela (tabla
8) y para poliéster fue (25 + 5) mg Ag/ 100 g tela (tabla 9).

Tabla 8. Ensayo de repetibilidad en algodén. Tabla 9. Ensayo de repetibilidad en poliéster.
ALGODON POLIESTER
Réolicas Promedio Réoli Promedio
P (mg Ag/ 100 g tela) | SD CPICAS (mgAg/100gtela) | SD
(N°) _ (N°)
(n=35) (n=5)
1 53 5 1 28 2
2 58 5 2 27 13
3 76 9 3 23 6
4 74 6 4 31 6
5 69 7 5 17 1
6 55 5 6 25 1
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Figura 37. Imagenes SEM de fibras de algoddn (izquierda) y poliéster (derecha) con nanoparticulas de plata
(NpAg).



El tamaio de las particulas formadas y su distribucion sobre la superficie de las fibras fue caracterizado
por microscopia electronica de barrido (SEM) figura 37. El tamafio promedio de las particulas formadas
estd entre 30 y 80 nm.

En la figura 38 se grafican los valores de las tablas 7 y 8 con el objetivo sélo de comparar como se
comportan dos textiles de distinta composicion frente a las mismas condiciones de produccion.
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Figura 38. Repetibilidad del ensayo de depdsito de nanoparticulas de plata en algodén y poliéster.

De los valores de la gréfica se desprende, que, bajo las condiciones establecidas de produccion de
los textiles en cuanto a tiempos de inmersion, nimero de capas etc., en el algodon se obtienen cantidades
de nanoparticulas de plata, mayores que para el poliéster. Esto podria deberse a la quimica de cada una de
las fibras. Ya que como se expuso anteriormente, el algodén es hidrofilico, mientras que el poliéster es
hidrofébico, por lo que esto genera alguna diferencia en la deposicién de los polimeros, como de la plata.

4.4.9 Evaluacion de la actividad antimicrobiana por un método por contacto (JIS

72801)

Como el objetivo del trabajo fue generar textiles con actividad antimicrobiana, se realiz6 una
evaluacion de la accién antimicrobiana en el tiempo, aplicando una norma internacional, ya explicada en
la parte experimental. Es una prueba de contacto de la superficie impregnada con antimicrobiano, con la
bacteria a evaluar. En este caso se utilizaron dos bacterias de referencia, Escherichia coli 'y Staphylococcus
aureus como Gram negativa y Gram positiva respectivamente. Y las muestras de tela de algodon y
poliéster evaluadas en el apartado anterior. Las siguientes gréficas (39, 40, 41 y 42) muestran los
resultados de los ensayos.
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De los resultados podemos concluir que tanto las muestras de algodon como las de poliéster,
lograron inhibir el desarrollo bacteriano. A lo largo del tiempo, sobre todos los blancos el crecimiento
bacteriano aumentd, mientras que las telas impregnadas con nanoparticulas de plata mantuvieron

crecimientos constantes o mostraron un leve aumento del mismo.

4.4.10 Ensayo de lavado. Evaluacion de la pérdida de plata en el agua.

Para ver la eficiencia de anclaje de las nanoparticulas en la red polimérica es necesario realizar
ensayos de lavado para corroborar que no se desprenda la plata y se generen residuos en el agua. El
procedimiento de lavado se realiz6 segin lo descripto en la parte experimental, realizando 6 réplicas por

cada muestra de algodon y poliéster, preparadas de igual forma que en los apartados anteriores.
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Se cuantifico la plata en la tela antes y después del lavado y en el agua después del lavado, por
absorcion atomica. Tanto el poliéster como el algoddn, cuando son sometidos a un proceso de lavado
durante 1 hora, pierden en promedio entre un 11 y un 15 % del contenido de la plata (tabla 10).

Tabla 10. Ensayo de lavado. Cuantificaciéon de Ag*

Tela lavada
Tela sin lavar Agua de lavado %
1 lavado de 1 hora P
(mg Ag+ /100 g) (mg Ag+ /100 mL) | Pérdida
(mg Ag+/100 g)
Algodén
52+8 46 + 10 7+4 11
(n=5)
Poliéster
23 +4 20+ 6 4+£2 15
(n=5)

El desafio aqui es mejorar la adherencia de las nanoparticulas a las fibras, evaluando otro tipo de
polimeros o depositando mds capas poliméricas. Cualquier paso adicional, agregaria valor a los productos,
por lo que habria que evaluar el costo / beneficio de la produccién de ese tipo de fibras. Asi como también
evaluar la utilidad y aplicacion.

4.5 Conclusiones

El proceso capa por capa resulto satisfactorio en la produccion de redes poliméricas en la superficie de
textiles para poder anclar las nanoparticulas. Se prepararon muestras de algodén y poliéster con 2 bicapas
poliméricas alternadas (PAH / PAA), por inmersion de la tela un tiempo de 15 minutos en cada polimero
y lavados intermedios de 15 minutos en agua destilada. Luego se sumergieron en AgNO3 durante 24 horas
y fueron reducidas con NaBH4 con un tiempo de inmersion de 4 horas. Con la caracterizacion de las telas
se observé que se producen nanoparticulas de plata de tamafio nanométrico entre 50 y 100 nm, y que su
actividad antimicrobiana frente a bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, es buena. El
unico punto desfavorable de la técnica, comparada con otras, para la produccién de textiles, es el costo y
el tiempo. El nimero de capas de polimeros que se requieren, antes de generar las nanoparticulas de plata
in situ, hacen que el proceso alargue su tiempo de produccién con el adicional de tener que contar con
instalaciones diferentes a las normalmente utilizadas en la industria textil. Esto significa que se debe
realizar una inversion importante en maquinarias para nada econdémicas, dentro del proceso productivo.
Comparada con otras técnicas de depdsito, esta tecnologia para producir es mucho mas costosa.
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5 DESARROLLO DE UNA PINTURA ANTIMICROBIANA

FORMULADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA

5.1 Introduccion

La mayoria de los productos susceptibles de biodegradacion, como las pinturas, tienen que estar
debidamente conservados para preservarlos de su deterioro microbioldgico y prolongar su vida comercial
en el envase original. Los microorganismos que se aislan habitualmente en medios como las pinturas
pueden ser tanto bacterias como hongos y levaduras. Cuando los microorganismos penetran en un envase
de pintura con un nivel de conservacion inadecuado o insuficiente, pueden multiplicarse en gran numero
y afectar las propiedades del producto por diversos mecanismos:

» Formacion de mohos sobre los productos.

* Separacion de fases en las emulsiones.

* Variaciones en la viscosidad.

» Cambios en la imagen visual del producto.

* Cambios significativos respecto del olor usualmente asociado a una pintura, que, en un rango de
niveles desagradables para el consumidor, puede ir desde un olor a rancio hasta la putrefaccion.

* Fermentaciones con la consiguiente generacion de gases que provocan hinchamiento en los envases
herméticos.

Por esta razén en la formulacion de pinturas se incorporan conservantes, que son sustancias o
compuestos quimicos con efecto antimicrobiano que tienen por mision retrasar o impedir las
transformaciones perjudiciales causadas por los microorganismos en los productos. Como estos
conservantes forman parte del producto preparado, se requiere un estudio detallado de las propiedades del
agente conservante tanto en relacion con el producto que tiene que preservar, al envase que lo va a
contener y al tipo de pintura (base acuosa, base organica, bi-componente, etc.) como respecto de los
posibles riesgos para el aplicador y el usuario que se puedan derivar del contacto con estos conservantes
(irritaciones, alergias, etc.).

El efecto de los agentes conservantes dependera de su naturaleza quimica y de la dosis empleada
y puede clasificarse en dos categorias:

e Efecto bacteriostatico / fungistatico: dana reversiblemente a los microorganismos, los cuales
quedan con vida, pero no pueden reproducirse, a menos que vuelvan a disponer de un nuevo
ambiente idoneo.

e Efecto bactericida / fungicida: dafa irreversiblemente a los microorganismos (muerte celular).

Por su parte, los mecanismos de accion de los sistemas antimicrobianos incluyen:

e Hidrolisis e interferencia en el metabolismo general.

e Oxidacioén / reduccion de ciertos componentes protoplasmaticos.

e Modificacion de la permeabilidad de las membranas.

e Accidn sobre el sistema enzimatico.

Un sistema de conservacion eficaz debe cumplir una serie de requisitos esenciales:
v’ Efectividad frente a una gran gama de microorganismos (amplio espectro).
v" Compatibilidad con otros componentes activos y con las materias primas basicas de la
formulacion de la pintura
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Estabilidad frente al calor y al almacenamiento prolongado.
Minimizacion (o preferiblemente ausencia) de efectos toxicos, irritantes o sensibilizantes

AN

en las concentraciones utilizadas.

Activo en bajas concentraciones.

No volatil.

Capaz de retener su efecto en un intervalo amplio de pH.

Sin olor o color que puedan interferir en las caracteristicas del producto.
Facilidad para su uso y manipulacion.

AR NN

v Bajo costo.

Se puede decir que probablemente no haya en el mercado ningiin conservante que cumpla todos estos
requisitos, por lo que usualmente habra que encontrar una solucion de compromiso para balancear ventajas
y desventajas. Los sistemas conservantes convencionales pueden clasificarse segiin su modo de accioén
en:

e (Conservantes de amplio espectro (bacterias, hongos y levaduras): Nitrodioxanos, clorobutanol,
cloruros de polihexametilenbiguanida, acido dehidroacético, formaldehido, isotiazolinonas,
xilenoles, oxazolidinas, acido salicilico, fenilmercurios, glutaraldehido, derivados undecilénicos,
etc.

o (Conservantes que, aun siendo de amplio espectro, son mds efectivos contra bacterias:
Nitropropanodioles, clorhexidinas, azoniadamantanos, imidazolidinilureas, hidantoinas,
fenoxietanol, etc.

e (Conservantes que, aun siendo de amplio espectro, son mas efectivos frente a hongos: Parabenos,
alcoholes diclorobencilicos, sorbato potéasico, benzoato sodico, 6xido de piridinetiol, etc.

Tanto esta clasificacion como el hecho que cada material actiie por un mecanismo diferente, ponen en
evidencia la necesidad de recurrir a sistemas complejos formados por asociaciones de distintos
conservantes convencionales cuando se pretende incrementar el espectro de actividad y controlar
problemas de toxicidad o insolubilidad mediante el empleo de concentraciones mas bajas de cada uno de
los compuestos individuales.

Las isotiazolinonas, por ejemplo, se combinan con derivados halogenados para lograr una proteccion
en estado hiimedo (es decir en el envase, no en la pelicula seca) contra bacterias y hongos y su accion es
efectiva en un rango de pH de 3,5 a 10,5. [51] Entre las ventajas de los productos halogenados (Bronopol
[52] y mezclas) se puede mencionar la excelente actividad bactericida, particularmente efectiva frente a
Pseudomonas. Pero la misma se contrasta con la pobre actividad fungicida, baja estabilidad por encima
de pH 8, asociada con la formacion de nitrosaminas. Otro proveedor [53] ofrece una serie de productos
con el nombre comercial genérico ACTICIDE® (seguido de siglas como EP o DW que indican
caracteristicas especificas), que consisten basicamente en combinaciones de carbamatos de benzimidazol
y algun derivado de la urea para proteger recubrimientos organicos del crecimiento superficial de algas y
hongos. Entre las caracteristicas de este tipo de mezclas se mencionan su solubilidad en agua (que puede
llevar a su pérdida progresiva de eficiencia cuando el recubrimiento esta sujeto, por ejemplo, a lavados
habituales e intensivos como los que se llevan a cabo con desinfectantes en salas de hospitales, ambientes
en los que se manipulan alimentos y similares), una buena actividad antibacteriana y un rango de actividad
en pH de 4 a 9. Entre las desventajas se cuentan una actividad antifingica baja, la liberacion de
formaldehido, el costo relativamente alto y la pobre estabilidad al calor (pardmetro este Ultimo que
obviamente no afecta a un nanometal). Basta con estos ejemplos (estd fuera del alcance de este trabajo un
relevamiento exhaustivo de todos los biocidas comerciales) para mostrar tanto que los productos
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convencionales requieren usualmente de mezclas y combinaciones en las que un componente puede paliar
las insuficiencias de otro, como que cada ventaja siempre estd acompaiada de alguna desventaja.

En el caso particular de las nanoparticulas de plata, sin embargo, se consiguen practicamente todas las
caracteristicas mencionadas como esenciales (incluyendo, a pesar de su color negro producido por
oxidacion por el oxigeno del aire, en altas concentraciones, la no afectacion del color debido a las bajas
concentraciones requeridas), excepto la del bajo costo. Por lo tanto, en pinturas formuladas a base de
nanoparticulas de plata el concepto “bajo costo” debera reemplazarse por el de “costo apropiado al
objetivo del producto” orientado al nicho de pinturas especiales.

Se recuerda que la capacidad antimicrobiana incorporada en la formulacién de pinturas
convencionales a la que se ha hecho referencia hasta aqui no cumple ningun rol en la forma final en que
el producto es utilizado, es decir la pelicula seca de recubrimiento protector aplicado sobre distintos tipos
de sustratos. En la practica, la Ginica funcidén antimicrobiana que ofrecen algunas pinturas tradicionales es
la focalizada en el combate contra hongos y mohos, usualmente basada en compuestos fungicidas con una
vida util relativamente limitada (requiriendo asi una renovacion periddica del recubrimiento organico)
que son liberados gradualmente al medio ambiente y en la eventualidad de contacto con la dermis o de
inhalacion, pueden provocar alergias u otros efectos indeseados.

Por todo lo expuesto, resulta deseable disponer de una pintura multifuncional, que permita tanto
prevenir el deterioro en el envase, como otorgarle a la pelicula seca, una vez aplicado el producto,
capacidad fungicida de vida util prolongada, mas capacidad biocida de amplio espectro (microorganismos
Gram positivos y Gram negativos), incluyendo virus y patogenos resistentes a los antibidticos
convencionales, como los que generan infecciones intrahospitalarias y todo esto minimizando potenciales
efectos nocivos sobre las personas.

Por lo tanto, en este trabajo se focalizo el desarrollo en recubrimientos organicos de base acuosa
en lugar de pinturas a base de solventes por ser ésta una tendencia del mercado, originada por la cada vez
mayor demanda de los consumidores y usuarios respecto de minimizar impactos ambientales y maximizar
la sustentabilidad y salubridad en todo tipo de producto. La plata en tamafio nanométrico resulta
multifuncional en sus efectos microbicidas, de larga vida 1til en la pelicula seca y con efectos adversos
practicamente nulos sobre tejidos multicelulares, como la piel y las mucosas.

No resulto facil el desafio, sin embargo, se estuvo en condiciones de mostrar que fueron cumplidos
estos estrictos requisitos mediante la formulacion de las nanoparticulas de plata en diversos vehiculos de
base acuosa.

5.2 Objetivos

Formular un recubrimiento polimérico de base acuosa, con accion antimicrobiana mediada por
nanoparticulas de plata, que pueda ser utilizado tanto en ambientes asépticos (hospitales, farmacéuticos)
como en lugares domésticos.
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5.3 Materiales y métodos

‘5.3.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata coloidales fue descripta en el capitulo 1.

‘5.3.2 Formulacion de las pinturas

Las muestras de pintura fueron preparadas por simple mezclado de las nanoparticulas coloidales
con la pintura acrilica de interior utilizada como base. Las diferentes formulaciones fueron catalogadas
con una nomenclatura correspondiente a las variaciones de composicion e identificadas como:

A: pintura base + 50 ppm nanoparticulas de plata

B: pintura base + 250 ppm nanoparticulas de plata

C: pintura base + 500 ppm nanoparticulas de plata
El blanco fue constituido por la pintura base sin adicién de nanoparticulas. Junto con las muestras se
evalué una pintura comercial de la marca IPEL, cuya etiqueta mencionaba concentraciones de 0,25%
bactericida, 0,25% fungicida y 0,20 % alguicida.

5.3.3 Ensayos antifungicos de las pinturas. ASTM D 3273-76

La evaluacion antifungica de las pinturas se realizé siguiendo una norma internacional de control
de calidad de pinturas, con el fin de obtener resultados comparables con otras fuentes. Se decidi6 llevar a
cabo el estudio de la capacidad fungicida siguiendo los lineamientos de la norma de amplio uso en el
sector, la ASTM D 3273-76: “Resistencia al crecimiento de mohos en la superficie de recubrimientos
interiores en una camara ambiental”.

Esta norma describe una pequefia cAmara ambiental (también denominada “camara tropical”) y las
condiciones de operacion de esta que permiten evaluar de manera sistematica y reproducible la resistencia
de un film de pintura al crecimiento de hongos que puede ocurrir en su superficie. La duracion del ensayo
propiamente dicho es de cuatro (4) semanas y el ambiente interior, muy severo en cuanto a la proliferacion
de hongos, permite inferir comportamientos a mediano plazo de las pinturas ensayadas.

Para garantizar resultados confiables, la temperatura y la humedad deben ser efectivamente
controladas dentro de los limites relativamente estrechos especificados para el funcionamiento
reproducible de la cadmara. La velocidad y severidad de crecimiento del moho en el film es una funcion
del contenido de humedad tanto del film como del sustrato. Consecuentemente se necesita una humedad
relativa del 95 - 98 % para que los paneles puedan desarrollar rapidamente y mantener el nivel de humedad
adecuada para sostener el crecimiento de los hongos.

A fin de implementar este ensayo, se construy6 y puso en marcha una cimara ambiental de acuerdo
con las especificaciones dimensidnales y operativas especificadas por la norma de referencia. Se describen
a continuacion las principales caracteristicas del equipo.
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La camara ambiental debe ser capaz de mantener una humedad relativa de 95 - 98 % a una

temperatura de 32,5 £ 1 °C mientras se promueve una inoculacion continua con las esporas de los mohos
sobre la superficie de los paneles expuestos. El equipo debe mantenerse en una habitacion a temperatura
controlada (21-24 °C), de manera que la pérdida de calor desde el gabinete resulte suficiente para
conseguir efectivamente una humedad relativa del 95 - 98 % a la temperatura del ensayo.

La camara consiste en un gabinete de tamafio apropiado para contener aproximadamente veinticinco
(25) paneles de ensayo rectangulares, de 75 x 100 mm de lado, bajo las condiciones mencionadas y consta
de las siguientes partes:

Tanque de polipropileno, con un reborde y una tapa inclinada con lados rectos, construida en
acrilico, de manera que la humedad de condensacion caiga por los costados y sea recirculada en
vez de gotear sobre los paneles.

Elemento calefactor de potencia regulable por un controlador, instalado en la parte inferior de la
camara mediante una conexion hecha a través de la pared posterior. Esta ubicado de tal forma que
quede sumergido cuando haya aproximadamente 50 - 75 mm de agua en la parte inferior de la
camara.

Termostato regulado a 32,5 °C en la zona de la camara correspondiente a los paneles de ensayo,
para regular el suministro de calor, actuando sobre el elemento calefactor del agua a través del
controlador.

Bandeja plastica, aproximadamente 25 mm mas pequeila que las dimensiones internas de la
camara y alrededor de 50 mm de profundidad, con el fondo formado por una malla resistente a la
corrosion. La bandeja esta sostenida aproximadamente 25 mm por encima del nivel del agua y
centrada en la camara y, para sostener la tierra, tiene un film delgado de polietileno sobre la malla.

Ventilador pequeiio, montado en la pared posterior justo por encima del lecho de tierra en la
bandeja y perpendicular al mismo, que permite uniformar la dispersion y circulacion de las esporas
del moho en el interior de la cdmara, de manera de conseguir una inoculacion continua de las
superficies de los paneles pintados.

Serie de barras de madera, suspendidas a través del ancho de la cdmara a una altura y con un
espaciado que permiten colgar verticalmente los paneles de ensayo de 70 x 100 mm, los que deben
quedar suspendidos, mediante un método apropiado de sujecion, aproximadamente 75 mm por
encima de la tierra inoculada con esporas.

Psicrémetro, para medir la humedad relativa en el area de ensayo.
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Figura 43. Camara tropical construida para realizar los ensayos de evaluacion antifungica.

La metodologia de trabajo, asi como los materiales empleados se ajustaron de la manera mas
estricta posible a los lineamientos fijados por la normativa de referencia.

Se utilizd tierra calidad invernadero, apropiada para propagacion de plantas, conteniendo 25 % de
abono. Se midi6 el pH de la tierra para garantizar que estuviese entre los limites fijados por la norma
(entre 5,5y 7,6) y se coloco la tierra en la bandeja no permitiendo que la misma se compactase. Sobre
este sustrato se sembraron Aspergillus niger y otras especies de hongos ambientales de recoleccion local
y representativos de distintos ambientes (domésticos, oficinas, etc.).

Para la confeccion de los paneles se utilizaron maderas de pino (Pinus elliottii), o mas similar
posible a la sugerida por la norma (Pinus ponderosa sapwood). Se verificd que la madera estuviese libre
de resinas excesivas, nudos, anillos de crecimiento u otras anormalidades y presentase superficies suaves.

Luego de cortadas, las maderas se secaron en estufa a 45°C para evitar una contaminacion por los
hongos propios de la putrefaccion de la madera y cualquier otra eventual fuente de contaminacidn
diferente de los hongos que serian inoculados en la camara.

Los paneles se prepararon por triplicado, aplicando dos capas del recubrimiento a evaluar a ambas caras
y en todos los bordes de las muestras. El espesor por capa de pintura se estima correspondiente a un
rendimiento del orden de 11 m%1. Se dej6 un (1) dia de secado entre la aplicacion de la primera y la
segunda mano. Una vez recubiertos, los paneles fueron acondicionados a una temperatura de 23 + 2 °C en
un ambiente con humedad relativa controlada a 50 + 10 %. Este acondicionamiento se mantuvo durante
cuatro (4) dias posteriores a la aplicacion de la Gltima capa y antes de colocar las muestras en la camara
para comenzar la exposicion ambiental.

Los parametros y condiciones mas importantes del ensayo se describen a continuacion:

e Se coloco la turba en la bandeja del gabinete y se agregd agua en la cubeta hasta la profundidad
especificada por norma.

e Se equilibré el gabinete durante 24 horas antes de inocular la tierra con la suspension de hongos
especifica.

e Para preparar esta suspension de hongos, se usé un cultivo de 10 - 14 dias, mediante el siguiente
procedimiento: se agrega una gota de un detergente no idnico al 25% (m/v) a 95-100 mL de
agua destilada estéril y se agita. Se pipetean 5 mL de la solucidn en el cultivo de hongos,
raspando la superficie del cultivo con un hisopo estéril para remover todas las esporas y micelios
posibles sin levantar la superficie del agar. Se vierte el agua del cultivo raspado en la mezcla de
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agua destilada/detergente para diluir. Se agita vigorosamente durante 15 a 20 minutos. Se utiliza
una pipeta para distribuir la suspension de hongos uniformemente sobre la superficie de la tierra
en la bandeja del gabinete.

Se dejo el gabinete en operacion continua durante dos (2) semanas para que el moho esporule y
se equilibre con el medio ambiente antes de comenzar el ensayo. No es necesario recontaminar
continuamente la camara con los paneles después de que una cantidad suficiente de
microorganismos hayan crecido en el suelo, siempre que la cdmara se mantenga en operacion
continua.

La viabilidad del crecimiento del moho en el gabinete fue verificada colocando placas abiertas
y cara arriba con agar extracto de malta / agar dextrosa de papa, distribuidas en diferentes
lugares. Después de 1 hora, se cubren las placas y se incuban a 32,5 + 1°C durante 3 dias. Se
comprobd un crecimiento satisfactorio de los hongos.

Una vez completada la fase inicial de acondicionamiento, se procedio a la exposicion de las
muestras, colocando los paneles en forma vertical con el extremo inferior a aproximadamente
76 mm por encima de la tierra inoculada y con suficiente espacio para permitir la circulacién de
aire y para prevenir el contacto entre paneles o con las superficies de las paredes.

5.3.3.1 Muestras procesadas

La colocacién de los paneles se hizo en forma aleatoria en el gabinete, de manera de no sesgar
el resultado de las réplicas. A modo de ejemplo se muestra la figura 44, un esquema de
distribucion de los paneles en la camara.

1 2 3 4 5

A C C A
Blanco Blanco Blanco

C B A B

Figura 44. Posicion relativa de los paneles de ensayo en el interior de la camara

Cada una de las pinturas se evaluo por triplicado, usando como soporte muestras rectangulares
de madera de pino de 70 x 100 mm. Se incluyeron paneles de control, sin recubrimiento, en
todos los ensayos, los cuales consistieron en muestras de madera sin pintar similares a las
empleadas como soporte de las distintas formulaciones de recubrimientos.

El ensayo durd un total de 4 semanas con una preparacion previa que consiste en la ambientacion
de la camara para lograr las condiciones de temperatura y humedad del ensayo y la inoculacion
del hongo.
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5.3.3.2Interpretacion de resultados

Para la cuantificacion, se evalud el crecimiento de hongos cada semana, durante 4 semanas.
Esta determinacion cuantitativa se lleva a cabo mediante una escala de 1 a 10 usando los patrones
fotograficos incluidos en la norma ASTM D 3274, “Evaluating degree of surface disfigurement of

paint by fungal growth”.
Grado 0 Grado 2 Grado 8
. § : :

Disfigurement Rating—s

Disfigurenent Rating—0 ot Rating—2

Figura 45. Patrones fotograficos de comparacion de crecimiento fungico en maderas Norma ASTM D 3274

El informe de los resultados, de acuerdo con la norma de referencia, corresponde al final de la
cuarta semana de exposicion y se detalla como el promedio y el rango de los 3 paneles replicados para
cada muestra de pintura. El resultado de cualquier panel que difiriera en mas de 2 unidades de crecimiento
de los otros dos puede considerarse como fallido y descartarse. En ese caso, se informaria solo el promedio
de los 2 paneles restantes. Si todos los paneles en un conjunto de réplicas difieren en mas de 2 unidades,
todos los resultados deben descartarse y hay que repetir el ensayo.

La resistencia antifingica de las muestras ensayadas se contrasta por comparacion con los patrones
fotograficos de norma contra los cuales se cuantifica. Al respecto se resalta que a mayor numeracion
corresponde mayor resistencia (lo que se refleja en un menor grado de ensuciamiento superficial por
crecimiento de hongos).

Utilizando los patrones fotograficos de la norma de referencia, se calculd un promedio de cada
triplicado y se obtuvieron los valores que se presentan en la tabla 11 para la resistencia antifiingica de las
muestras ensayadas.

5.3.4 Ensayos antibacterianos de las pinturas. JIS Z2801:2000

La evaluacion de la eficacia bactericida se lleva a cabo seglin el método descripto en la norma
internacional “JIS Z2801:2000 Antimicrobial products — Test for antimicrobial activity and efficacy”.
Esta norma hace referencia especificamente a las peliculas secas (es decir al recubrimiento ya aplicado
sobre un sustrato, no al producto en el envase), complementada con una técnica microbioldgica de
recuento de microorganismos.

La actividad antibacteriana se mide cuantificando las unidades formadoras de colonias (UFC) de
bacterias que sobreviven luego de estar en intimo contacto durante 24 horas a 35 -37 °C, con una superficie
que contiene un agente antibacteriano. Y el efecto antibacteriano se mide comparando la cantidad de UFC
en un material tratado con las UFC presentes sobre el material no tratado.

En este caso la superficie con el agente antibacteriano corresponde a una pelicula seca que se
desprende totalmente del sustrato de manera que en el andlisis bacteriologico no exista interferencia con
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el mismo y solo se evalte el recubrimiento propiamente dicho. Para ello, las muestras se realizan pintando
dos capas de cada formulacion a ensayar sobre cuadrados de vidrio. Al ser aplicada la pintura sobre vidrio
la adherencia es muy baja, lo que permite el desprendimiento total del recubrimiento. Ademas, el material
de vidrio puede ser esterilizado sin problemas antes de realizar las muestras, de manera que se eliminan
posibles contaminaciones bacterianas no previstas provenientes del sustrato.

El ensayo se llevo a cabo frente a Staphylococcus aureus, cepa compatible con ATCC 25923 Gram
positiva, y Escherichia coli, cepa compatible con ATCC 25922 Gram negativa. Las cepas certificadas
fueron obtenidas de la Catedra de Microbiologia General de la Facultad de Bioquimica y Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral.

El indculo se preparo a partir de cultivos frescos en agar de los dos microorganismos, generando
una suspension en solucién fisioldgica de NaCl 0,9% (m/v), en una concentracién de 1 x 10° UFC/ml para
ambas bacterias.

5.3.4.1 Muestras procesadas

Placas planas de vidrio con dimensiones de 5 x 5 cm fueron pintadas con dos manos de cada una
de las pinturas en evaluacion, dejando secar en estufa a 40 °C.

A: pintura base + 50 ppm nanoparticulas de plata

B: pintura base + 250 ppm nanoparticulas de plata

C: pintura base + 500 ppm nanoparticulas de plata

D: pintura comercial IPEL 0,25% bactericida, 0,25% fungicida, 0,20 % alguicida.
Por otro lado, el blanco de cultivo se obtuvo inoculando placas de vidrio sin pintar y fue evaluado un
blanco de pintura base.

5.3.4.2Interpretacion de resultados

El célculo de la actividad antimicrobiana que indica la norma JIS utilizada, se hace en base a un
triplicado de cada una de las muestras (blanco: sin antimicrobiano, muestra: con antimicrobiano) a los
tiempos 0 y 24 h de aplicacion del indculo. La formula que se utiliza es:

R = (log (B/A) —log (C/A)) =log (B/C)

R: valor de la actividad antimicrobiana

A: promedio de UFC de bacteria a tiempo 0 de los blancos (sin antimicrobiano)

B: promedio de UFC de bacteria a tiempo 24 h de los blancos (sin antimicrobiano)

C: promedio de UFC de bacterias a tiempo 24 h de las muestras (con antimicrobiano).

La norma ISO no especifica un valor numérico para determinar la eficacia antimicrobiana. De todas
maneras, a modo de guia se pueden usar los criterios que se describen en la tabla 11 y que fueron
propuestos por la Paint Research Association (PRA) de Inglaterra, para clasificar los niveles de actividad
antibacteriana en términos de los valores calculados por la norma JIS.
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Tabla 11. Criterios de validacion de PRA

Actividad antimicrobiana R Porcentaje de Comentario
mortandad
<15 < 96,8 % POBRE
1,5a2,0 96,8 2 99,0 % ACEPTABLE
2,0a3,0 >99,0 99,9 % BUENA a MUY BUENA
>3,0 >99,9% EXCELENTE

5.3.4.3 Procedimiento

Las muestras preparadas en los soportes de vidrios secas se inocularon con 0,4 mL de cada uno de
estos cultivos, por separado, se cubrieron con un polietileno de 4 x 4 cm estéril, e incubaron durante 24 h
a 35-37 °C, en condiciones de saturacion de humedad. Luego se separd la pelicula polimérica de pintura
y se lavd con 10 mL de solucién salina NaCl 0,9% (m/v) para recuperar las bacterias de las superficies
pintadas.
A continuacidn, se realizaron diluciones en solucidon salina y se sembré 1 mL en placas con medio de
cultivo para bacterias (agar nutritivo). Estas placas se incubaron a 35-37°C durante 48 horas y al finalizar
ese periodo se llevo a cabo el recuento de UFC (unidades formadoras de colonias) en cada muestra.

5.4 Resultados y Discusién

Las pinturas luego de prepararse se evaluaron durante unos meses para observar si presentaban
cambios en la textura y color. Las adicionadas con nanoparticulas de plata con el tiempo se vuelven mas
oscuras, de un color marrén claro, y a veces con tintes negros, lo cual se puede observar en la figura 46,
principalmente en la formulacién con 500 ppm de NpAg. Esto no afectaria en absoluto la actividad
antimicrobiana, pero si pudiera afectar la estética de la pintura, en particular después de su aplicacién y
con el paso del tiempo.

»

——

Figura 46. Muestras de pintura preparadas
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Utilizando los patrones fotograficos de la norma de referencia, se calculé un promedio de cada
triplicado y se obtuvieron los valores que se presentan en la tabla para la resistencia antifiingica de las
muestras ensayadas.

En la tabla 12 se muestra una foto de los triplicados para cada muestra, las mismas fueron
comparadas con los patrones de referencia presentes en la norma de ensayo, a partir del cual se llegé al
valor ASTM para cada muestra.

En términos generales y para todas las series, el ensayo presento un buen rendimiento operacional,
quedando demostrado por la alta repetitividad de los resultados entre los triplicados. De acuerdo con lo
observado se puede inferir, que las muestras con mayor contenido de nanoparticulas B y C oponen una
buena resistencia al crecimiento de hongos, ya que los valores ASTM rondaron entre 3 y 4 mayormente,
lo que significa que la inhibicion del ataque fungico es buena comparada con la ausencia de agente biocida.
Estos resultados indican que las pinturas preparadas y sus formulaciones (o sea sus contenidos en
nanoparticulas), tienen una performance equiparable o mejor a una pintura comercial, como la muestra
elaborada por IPEL (D). Ya que la capacidad antifiingica se relaciona con el contenido de nanoparticulas
de plata, para lograr una optimizacion con fines industriales / comerciales, se deberia realizar un ulterior
ajuste técnico / econdmico en la preparacion de la formulacion, por lo tanto, se deberia balancear el efecto
antifungico con respecto a la dosificacion del biocida, garantizando un compromiso entre costos y
rendimientos con respecto a las formulaciones comerciales tales como la [IPEL

Las series experimentales también permitieron descartar formulaciones de baja efectividad, como
las de las muestras A, con bajo contenido de nanoparticulas que no presenté una buena inhibicion del
crecimiento fingico con una capacidad fungicida practicamente nula representada por los valores ASTM
de 1, es decir igual que el blanco sin antimicrobiano.
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Tabla 12. Resultados de actividad antifungica de las pinturas

Concentracion Valor ASTM
Muestra NpAg (28 dias) Fotografia de ensayo
(ppm) (m=3)
Blanco Ma@era st 0
pintar
B.lanco 0 1£1
pintura
A 50 1+1
B 250 3+1
C 500 4+1
0,25%
D Pintura bactericida 241
comercial | 0,25% fungicida -
0,20 % alguicida

El desarrollo de recubrimientos antibacterianos podria ser una ruta prometedora para posibles
aplicaciones principalmente en ambientes hospitalarios donde se requiere de una determinada asepsia para
evitar la circulacion de microorganismos y prevenir infecciones intrahospitalarias. La evaluacion de la
actividad frente a bacterias de las pinturas formuladas se resume en la tabla 13A y 13B.
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Tabla 13. Resultados evaluacion antibacteriana de pinturas frente a Staphylococcus aureus (SA) y Escherichia coli.(EC)

Muestra UFC48 h R Eficiencia
Blanco 3.5x 10° - -
Blanco L1105 | 0,502 70%
pintura

SA A 7,0 x 10* 0,699 80%
B 6,6 x 10* 0,724 81%
C 4,6 x 10* 0,881 87%
D 6,2 x 10* 0,752 82%

Muestra| UFC48 h R Eficiencia
Blanco 3,7x 107 - --
Blan 0,632 67%

EC M4 54x10° 0.836 35%
B 2,4 x 10* 1,188 93%
C 8,0x 10° 1,665 98%
D 8,0x 10° 1,665 98%

En base a los resultados obtenidos se pudo observar que las muestras presentan inhibicién al
crecimiento bacteriano, pese a que bajo el criterio de validacién de PRA, presentan una actividad
antimicrobiana de aceptable a pobre. Las de mejor comportamiento son la pintura comercial de IPEL,
cuyos componentes activos se conocen las proporciones, pero se desconocen los compuestos, y la pintura
formulada con nanoparticulas de plata de concentracién 500 ppm. Las dos tienen una actividad aceptable.

Las formulaciones preparadas con nanoparticulas pueden mejorar su comportamiento agregando
nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO). Hemos visto en otros ensayos (que escapan del tema de esta tesis)
que, formulando las pinturas con plata y 6xido de zinc en la conformacién de nanoparticulas, la actividad
antimicrobiana mejora notablemente. El agregado de estas nanoparticulas tiene la ventaja de tener menor
costo, a la vez que un buen comportamiento antimicrobiano.

5.5 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos se puede concluir que se cumplié con el objetivo
planteado, de evaluar y cuantificar la accion fungicida de la nanoplata formulada en pinturas de base
acuosa. Se pudo observar que la nanoplata actia como inhibidor del crecimiento de hongos ambientales
bajo condiciones extremas de temperatura y humedad, convirtiéndolo en un interesante ingrediente en la
formulacion de pinturas antifingicas, obteniéndose un comportamiento similar o mejor que el de pinturas
comerciales locales, formuladas con distintos agentes biocidas.

Los resultados obtenidos son promisorios, debido a que se logrd inhibir efectivamente el
crecimiento de bacterias y hongos. Los ensayos bioldgicos que involucran organismos vivos tienen un
rango de error bastante grande, debido a que no se pueden controlar todos los factores presentes en el
crecimiento de un organismo, por lo tanto, todos estos resultados deben ser verificados con nuevas
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pruebas, optimizando la metodologia para evitar contaminacion en cualquiera de sus puntos, y
comparando con otro tipo de ensayos para minimizar dichos errores y comprobar la verdadera actividad
de los biocidas. Ademas, se planea extender estas validaciones a otros organismos patdgenos resistentes
a antibidticos convencionales para disponer de datos propios al respecto y compararlos con la eficacia que
se atribuye en la bibliografia a la nanoplata como bactericida de amplio espectro.

Si tuviéramos que resaltar la combinacion de novedad y ventajas que conforman la innovacién
postulada, entendida como conocimiento del estado del arte (tener en cuenta que la nanotecnologia es la
mas joven de las disciplinas cientificas, nacida recién en las décadas finales del siglo XX) que se
materializa en un producto, podriamos mencionar los siguientes aspectos principales del producto
desarrollado:

v La pintura es de base acuosa por lo cual, al mismo tiempo que se minimiza su impacto ambiental,
se mejora la salubridad en el ambiente de trabajo al no haber emision de vapores organicos
volatiles

v" Disponemos de conocimiento propio para la sintesis de nanoparticulas de plata con distintas
caracteristicas (morfologia y rango de tamafios), que es el insumo diferencial y esencial de la
innovacion propuesta

v' La plata es un antimicrobiano de amplio espectro (virus, bacterias, hongos, microalgas) y
multifuncional: actia como preservador en el envase y como bactericida — fungicida en el
recubrimiento aplicado sobre un sustrato (pelicula seca)

v El atrapamiento fisico de las nanoparticulas de plata en la matriz polimérica evita su emision al
medio cuando el recubrimiento esta sujeto a lavados, lluvia y similares

v’ Las caracteristicas hipoalergénicas de estas nanoparticulas permiten asegurar la salubridad para
pintores y usuarios

v' La capacidad antimicrobiana frente a organismos patogenos resistentes a antibidticos
convencionales mejora la salubridad y la seguridad operativa en ambientes de alto riesgo, como
salas de cirugia, de terapia intensiva, de internacion y similares, que siempre estan expuestos al
riesgo de infecciones intrahospitalarias de dificil control

v Por el mecanismo multiple de accién que muestra la nanoplata, segtn se ha fundamentado con la
amplia revision bibliografica, los microorganismos no pueden desarrollar resistencia por mutacion
como lo hacen con antibidticos convencionales lo que potencia la eficacia del producto

v' Segln lo han demostrado multiples investigadores en forma cientifica (y lo ha confirmado en
forma practica el empleo de plata como desinfectante, que se origina ya en el Imperio Romano y
que lleva mas de un siglo acompafniando a la medicina moderna), por su mecanismo de accion la
nanoplata no afecta tejidos multicelulares como la piel y las mucosas

v La nanoplata, por su gran superficie especifica (que en particulas esféricas de 10 nm de diametro
puede alcanzar valores tedricos de mas de 300 m?%/g), requiere una muy pequefia masa para
alcanzar efectividad, con lo que se cumple uno de los preceptos basicos del desarrollo sustentable,
justamente el referido a preservar los recursos actuales para uso de las generaciones futuras
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6 CONCLUSIONES GENERALES

Los diferentes trabajos desarrollados en el marco general de la tesis, desde la sintesis y
caracterizacion de nanoparticulas de plata y su aplicacion para utilizacién como agente antibacteriano y
fungistatico sobre distintos sustratos, han permitido alcanzar los objetivos planteados.

Se acotaron los parametros y se optimizaron los insumos para la sintesis quimica de nanoparticulas
coloidales, caracterizandolas tanto desde el punto de vista de algunas propiedades clave para su utilizacién
practica (tamafio adecuado y muy buena estabilidad en suspension), como de la cuantificaciéon de su
actividad antimicrobiana.

Se llevaron a cabo experiencias con dos alternativas para la incorporacion de nanoparticulas de
plata a sustratos textiles: fabricacion ex situ y generacion in situ.

En el primer caso, la técnica usada para la impregnacion de textiles con las nanoparticulas le
confiere al sustrato una buena capacidad antimicrobiana frente a bacterias modelo de Gram positivas y
Gram negativas, que ademds resulta persistente luego de varios ciclos de lavado. Por otra parte, desde el
punto de vista ambiental, también se verifico que las nanoparticulas presentan muy buena adhesién a los
textiles ensayados, 1o que minimiza el impacto ecolégico eventual de su migracion al medio en aguas de
lavado.

En el proceso in situ capa por capa (LBL) ensayado se mostraron resultados satisfactorios en la
produccion de redes poliméricas en la superficie de textiles en las cuales se anclan las nanoparticulas.
Estas nanoparticulas de plata, con tamafios entre 50 y 100 nm, también exhiben buena actividad
antimicrobiana frente a bacterias como Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus. Sin embargo, desde el
punto de vista de un eventual escalado del proceso a nivel industrial, aparecen como puntos desfavorables
el costo y la complejidad operativa cuando se compara esta técnica con la fabricacion ex situ y posterior
incorporacion a los textiles.

Por dltimo, también se evalu6 experimentalmente el resultado de incorporar las nanoparticulas de
plata fabricadas ex situ a recubrimientos orgdnicos, fundamentalmente pinturas de base acuosa. A partir
de los resultados obtenidos en los ensayos se puede concluir que estas formulaciones presentan una muy
buena accién fungicida. Se verifica que la nanoplata actia como inhibidor del crecimiento de hongos
ambientales bajo condiciones extremas de temperatura y humedad, obteniéndose un comportamiento
similar o mejor que el de pinturas comerciales locales, formuladas con agentes biocidas convencionales.
También se logré inhibir efectivamente el crecimiento de bacterias, lo que lleva a concluir que la
optimizacion de las formulaciones, asi como su eventual combinacion con otras nanoparticulas metélicas
puede resultar en productos eficaces en su funcién y competitivos comercialmente respecto de los biocidas
convencionales.
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