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Introduccién

En los ultimos tiempos se ha desarrollado una gran cantidad de investigacion
alrededor de los nanomateriales, es decir aquéllos en los que al menos una de sus
tres dimensiones presenta un tamano entre 1y 100 nm. Las propiedades que exhiben
estos materiales en relacion a los materiales en bulto con la misma composicién son
unicas debido al confinamiento electrénico que se presenta al reducir el tamafio de
particula. EI cambio en sus propiedades fisicas y quimicas hace que las
nanoparticulas tengan aplicaciones en areas como la catalisis, el almacenamiento y
conversion de energia, en sensores, y mas recientemente en el ambito de la medicina.
Se ha podido comprobar la actividad bactericida de algunas nanoparticulas contra
diversas cepas causantes de infecciones y también su uso como terapia contra el

cancer.

Debido al uso indiscriminado de los antibibticos, las bacterias han desarrollado una
multiresistencia a éstos, ocasionando que las terapias contra las infecciones
bacterianas sean inutiles, resultando en millones de muertes al afio. Se calcula que
aproximadamente 70% de los patdégenos bacterianos son resistentes a mas de un
antibidtico. Los nanomateriales han probado tener una actividad bactericida
importante desde concentraciones muy pequefas, lo que puede llegar a
complementar las terapias actuales. Su toxicidad esta determinada por la morfologia
y el tamafio de particula principalmente; caracteristicas que dependen del método de
sintesis utilizado. Debido a esto es que tanto las condiciones de sintesis, asi como
los precursores utilizados, son de suma importancia para la obtencion de

nanoparticulas con posible aplicacion bactericida.

La sintesis de nanoparticulas puede llevarse a cabo por diversos métodos
actualmente ya probados. Sin embargo, siempre se busca que una sintesis se lleve
a cabo en condiciones de reaccidon suaves, que sea rapida, sencilla y de bajo costo.
En este sentido la mecanosintesis es un proceso sencillo que se lleva a cabo a partir
de la molienda de los precursores, sin la necesidad de usar equipamiento muy
costoso. Ademas, este procedimiento de sintesis es amigable con el ambiente debido
a que no requiere necesariamente del uso de disolventes. Sin embargo, la presencia
de disolventes durante el proceso mecanoquimico puede afectar la forma y tamaro
del producto final, que repercutira en su futura aplicacion. Este método se ha
1



empleado para la obtencion de 6xidos metalicos, entre ellos el CuO y el ZnO. Los
oxidos de estos metales a nivel nanomeétrico han sido ampliamente investigados con
aplicaciones en distintas areas. Ademas, ambos compuestos han presentado

actividad bactericida elevada contra bacterias Gram (+) y Gram (-).

Este trabajo de tesis esta enfocada a la sintesis de nanoparticulas de CuO y ZnO, asi
como del 6xido mixto CuZnO, a partir de la molienda de sus respectivas sales de
acetato, con hidréxido de potasio (KOH), en presencia de diferentes disolventes
proéticos y aproéticos. Las nanoparticulas fueron caracterizadas por difraccion de rayos
X de polvos, microscopia electrénica de transmisidn, espectroscopia de absorcion
UV-Visible, FT-IR, Raman y por espectroscopia de resonancia paramagnética
electronica. Finalmente se presenta un estudio preliminar de las propiedades
bactericidas de las nanoparticulas de CuO y de ZnO, frente a dos cepas de bacterias
Gram (+) Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus, y dos cepas de

bacterias Gram (-) Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.



Objetivos
Objetivo General

% Obtener nanoparticulas de CuO, ZnO y CuZnO por mecanosintesis en

presencia de diferentes disolventes.
Objetivos Especificos

% Obtener nanoparticulas de CuO, ZnO y CuZnO en presencia de DMF, DMSO,
agua y etanol

% Caracterizar las nanoparticulas obtenidas a partir de diferentes técnicas
espectroscopicas.

s Llevar a cabo un estudio preliminar de las propiedades bactericidas de las

nanoparticulas de CuO y ZnO.



Hipotesis

% El uso de disolventes en la sintesis mecanoquimica de nanoparticulas de ZnO,
CuO, asi como CuZnO, influira en la forma y en la generacion de defectos
presentes en la red cristalina de los 6xidos, lo que determinara sus propiedades

bactericidas.



1. Generalidades
1.1 Oxido de Zinc

El 6xido de zinc es un semiconductor II-VI de brecha de energia amplia (3.37eV) y
una energia de enlace de excitén de 60 meV. Es un compuesto que puede presentar
tres estructuras cristalinas: una hexagonal (tipo wurtzita) y dos cubicas, blenda y sal
de Rochelle. La blenda de zinc s6lo es estable cuando crece sobre sustratos cubicos;
mientras que la sal de Rochelle s6lo se logra obtener a altas presiones. La fase

termodinamicamente mas estable en condiciones normales es la wurtzita.

La estructura hexagonal tipo wurtzita tiene una celda unitaria con dos parametros de
red ay c con c/aigual a 1.633 en un cristal ideal. Esta estructura pertenece al grupo
Cé, en la notacion Schoenflies y P6smc en la notacién Hermann-Mauguin. La
Figura 1 muestra la estructura hexagonal de la wurtzita en donde se observa que un
anion esta rodeado de 4 cationes en las esquinas de un tetraedro, y viceversa. En un
cristal real hay una desviacién de los parametros ideales, ya que la razén c/a suele

ser mas pequena.

[() 00 l]

Figura 1. Representacion de la estructura tipo wurtzita del ZnO con constantes de
red A en el plano basal y ¢ en la direccion basal.
El ZnO es un compuesto de color blanco sobre el cual se ha desarrollado mucha
investigacion debido a sus propiedades eléctricas, quimicas y Opticas. Hoy en dia se
le ha dado importancia en cuanto a sus sintesis a nivel nanométrico, ya que su
aplicacion va desde celdas solares, electrodos, sensores de gas y como catalizador,

entre otros. Los parametros mas importantes a controlar son la morfologia y el



tamano; a partir de estas dos caracteristicas las nanoparticulas podran tener

diferentes propiedades de acuerdo a la aplicacion deseada® 3).

Existen diversos métodos de sintesis informados en la literatura. Sin embargo, la
tendencia es buscar siempre métodos que sean de bajo costo, sencillos, y que se
lleven a cabo en condiciones de reaccion suaves. Debido a que la morfologia y el
tamano definird la aplicacion de las nanoparticulas obtenidas, los parametros a
modificar, ademas del método de sintesis, son los precursores y con ello las
condiciones de trabajo. En la Tabla 1 se presentan algunos métodos que se han
utilizado para sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinc, incluyendo los precursores y

condiciones de sintesis, la morfologia obtenida, asi como el tamafio final.

Tabla 1. Métodos de sintesis de nanoparticulas de ZnO informados en la literatura

Condiciones de Tamano
Metodo Precursores . Morfologia
sintesis en nm
Tratamiento 2h a
21 Esferoide ¥
600°C
Tratamiento 0.5h de 5.60 Esférica ©)
- sférica
Proceso ZnClz, Na2COs, 300-450°C
mecanoquimico NaCl Tratamiento 0.5h a
20-30 | Esférica ©
400°C
(empleando
molino de Tratamiento 0.5h a 07 Esférica ()
250-400°C
bolas)
Secado 1h a 100°C
ZnCl2, acido
Tratamiento 1h a 20-50 | Esferoide @
oxalico
450°C
Zn(CH3COO)2,
KOH en solucion Secado a 120°C 190-531 | Esferoide ©
acuosa
Precipitacion Zn(CH3COO)2
Secado 12h a
(NH4)COs, PEG _ Esferoide
100°C. Tratamiento 30-40
en solucién (10)
3h a 450°C
acuosa




Tabla 1. Continuacion

Condiciones de Tamarno
Método Precursores S Morfologia
sintesis en nm
Secado 24h a
Zn(NOs3): 80°C. Tratamiento 50 Polimorfo (1)
2h a 600°C
Zn(NO3)2,
Secado 2h a 100°C 40 Esférica (12)
NaOH
Secado a 100°C.
ZnS0Og4,
NHHCO Tratamiento 2h de 9.4 Esferoide (13
. . Le 4 3
Precipitacion 300-500°C
Zn(CH3COOY, Didmetro
NH3 en solucién | Secado 10h a 60°C 200 Baston (14)
Largo 150
acuosa
Secado 12h a
ZnS0O4, NH4OH,
100°C. Tratamiento | 100-1000 | Hojuela (1%
NH4HCO3
2h a400°C
Zn(CH3COO0)y, Secado 24h a Diametro
acido oxalico, 80°C. Tratamiento menor a Baston (19)
etanol 500°C 100
Zn(CH3COOY,, Secado 20h a
acido oxalico, 80°C- Tratamiento 20 Esférica (17)
etanol 4h a 650°C
Sol- gel 2-etilhexanoato
de zinc, 2-
Secado a 60°C 20-50 Prisma (18)
propanol,
tetrametilamonio
Zn(CH3COOY,,
Tratamiento 2h a Diametro
dietanolamina, Nanotubo (19)
500°C 70
etanol




Tabla 1. Continuacion

Condiciones de

Tamano

Metodo Precursores o Morfologia
sintesis en nm
Zn(CH3COO)q, . .
Elipsoide,
KOH, NaOH,
Emulsién _ Secado a 120°C 164-955 hojuela y
ciclohexano,
bastén (20)
NP3, NP6
Heptano,
Secado a 60°C.
hexanol, Triton Esférica,
Calcinacion 3h a 27-40 .
X-100, Zn(NQO3)2, aguja @
300°C
NaOH, PEG400
Zn(NOg)2, acido
oxalico,
isooctano, Tratamiento 3h a
11-13 Esférica ")
Microemulsién | benceno, etanol, 300°C
cloroformo,
acetona, metanol
C20H37NaO7S,
Secado 1h a
aerosol OT, n-
100°C. Esférica,
heptano, 15-72
Tratamiento 3h de baston (22)
Zn(CH3COO)z,
300-500°C
NaOH

1.1.1 Propiedades bactericidas

El 6xido de zinc ha sido utilizado desde hace tiempo en productos dermatoldgicos a

nivel industrial por sus propiedades bactericidas, siendo un compuesto altamente

compatible con la piel humana®?®. También se ha reportado su uso en pintura en

hospitales para reducir las infecciones nosocomiales. A pesar de ser un compuesto

conocido y estudiado en el area de medicina, los mecanismos por los cuales las

nanoparticulas de ZnO interactuan con las bacterias no estan del todo entendidos.

El efecto bactericida del ZnO es principalmente debido a la generacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) por la presencia de moléculas de

agua en la superficie de las nanoparticulas que llevan a la generacién de radicales
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libres de OH y de oxigeno®. Las nanoparticulas también pueden liberar iones al
interior de la célula, lo que genera una interferencia con las funciones celulares. Estos
mecanismos se presentan cuando las nanoparticulas son los suficientemente
pequeias como para introducirse en las bacterias. Pero cuando esto no es posible,
también pueden suceder interacciones electrostaticas por las cuales las
nanoparticulas se pueden unir a la membrana bacteriana interfiriendo con sus
funciones normales. La interaccion puede ser hidrofébica, electroestatica y/o van der

Waals.

Debido a sus propiedades fotocataliticas, también se ha descubierto que cuando el
compuesto se expone a la luz ultravioleta, sus propiedades bactericidas aumentan®.
Se ha probado su efecto en bacterias Gram (+) y Gram (-) asi como en esporas, las
cuales son muy dificiles de erradicar por los medios actualmente conocidos. Se ha
probado un efecto positivo contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e incluso contra cepas altamente resistentes
causantes de enfermedades graves como Campylobacter jejuni (enteritis, sindrome
de Guillian-Barré), Shigella dysenteriae (gastroenteritis aguda)®?* 25, Se ha logrado
probar, con resultados favorables, contra bacterias que se encuentran en el agua y
que generan cerca de 12 millones de muertes al afo (OMS 2012) como Shigella

dysenteriae, Salmonella tiphy, Vibrio cholerae y Escherichia coli®®),
1.2 Oxido de cobre

El 6xido de cobre, también conocido como tenorita, es un semiconductor tipo p con
una brecha de energia de 1.7-2.2eV. Pertenece al grupo espacial C2/c (C$,), teniendo
una simetria monoclinica. En la Figura 2 se muestra la celda unitaria del CuO, donde
se puede observar que cada atomo de cobre esta localizado en el centro de un
paralelogramo en donde cada esquina esta ocupada por un atomo de oxigeno. Por
otro lado, cada atomo de oxigeno esta coordinado por 4 atomos de cobre en una

estructura tetraédrica distorsionada.



Figura 2. Representacion de la estructura monoclinica del CuO

Este compuesto ha sido ampliamente estudiado por mucho tiempo debido a su amplia
gama de aplicaciones. Se ha utilizado como sensor de gases, para conversion de
energia solar, en baterias, y su uso mas conocido es como material catalitico debido
a su gran actividad y selectividad en procesos de oxidacién y reduccion. La
investigacion alrededor de este 6xido se ha enfocado en los ultimos tiempos en
mejorar sus propiedades superconductoras y de magnetoresistencia. Los métodos de
sintesis mas desarrollados buscan siempre ser de bajo costo, con una alta eficiencia

para obtener productos de gran calidad.

En la Tabla 2 se presentan algunos métodos de sintesis informados en la literatura
para obtener CuO, mencionando los precursores y las condiciones de sintesis;
parametros que son de suma importancia para poder controlar el tamafo y la

morfologia de las nanoparticulas resultantes.
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Tabla 2. Métodos de sintesis de nanoparticulas de CuO informados en la literatura.

al aire

Condiciones de | Tamano
Metodo Precursores S Morfologia
sintesis en nm
n-heptano, alcohol,
25°C por 12h 60 Esférica 27
CuCl2, NaBH4
Cu(NO3)2, urea, Secado a 100°C
20 Baston (28)
trietilendiamina por 24h
Secado por
CuClz, NaOH, HCI N 4.8-7.8 | Irregular 29
congelacion
Agitacion por 8h,
Secado a 150°C,
CuClz, KOH, agua L 32 Esferoide (0
calcinacion a
450° 4h
Solucion 50°C por
largo
Cu(NOs3)2, NaOH, 1h, secado en 450nm
Ovoide GV
urea horno ancho
200nm
Cu(NO3)2, NaOH | 80°C por 30 min - Alargada 2
Cu(NOa3)2, H20, 77-82°C,
5-15 Baston (33)
etanol, NaOH envejecido
Cu(CH3COOH)2, 100-900°C por
20 Pelicula 34
etanol 1-5h
Na2COs, CuSOs,
70°C 6-7h 15-30 Esférica (3
metanol
Tratamiento
o CuCsH14N404 28.9 Esferoide
térmico
Acetilacetonato de
431.5°C-705°C | 3.7-7.6 | Esférica (9
cobre
20 min, secado
Mecanoquimico CuCl2, NaOH 20 Esférica
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Tabla 2. Continuacion

] Condiciones de | Tamario ]
Método Precursores S Morfologia
sintesis en nm

H20, CuSOs4,
extracto de alga .
' . 100-120°C, 24h 5-45 Esferoide 7
(Bifurcaria

bifurcata)

CuClz, extracto de

_ hojas (Euphoria 20 min 2-110 | Esferoide 8
Sintesis con )
esula)
productos
CuSOs4, extracto de
naturales _
hojas (Lawsonia Calcinacion 43-83 | Esferoide 9
inermis)
Incubacion a

Cu(NQOs3)z2, Sterum temperatura _
. 5-20 Esférica (40
hirsultum (hongo) | ambiente por 7

dias

1.2.1 Propiedades bactericidas

El mecanismo que explica la actividad antibacteriana del cobre no esta totalmente
dilucidado. Un elemento crucial en la actividad antibacteriana es la capacidad del
cobre para ceder y aceptar electrones en un proceso continuo®®. Algunos estudios
sugieren que el cobre, en concentraciones elevadas, tiene un efecto toxico sobre las
bacterias debido a la liberacion de radicales de hidroperoxido. Los iones de cobre
potencialmente podrian sustituir iones esenciales para el metabolismo bacteriano
como el hierro, interfiriendo inicialmente con la funcion de la membrana celular y luego
a nivel del citoplasma alterando la sintesis proteica, ya sea inhibiendo la formacién de
proteinas o provocando la sintesis de proteinas disfuncionales, alterando la actividad

de enzimas esenciales para el metabolismo bacteriano®?.

Por otro lado, el cobre también ha demostrado capacidad para destruir virus de gran
importancia médica, entre ellos virus influenza A y virus de inmunodeficiencia
humana, VIH, en concentraciones tan bajas como 0.16 a 1.6 mM. La elaboracion de

filtros con 6xido de cobre ha permitido eliminar en forma eficiente el riesgo de

12



transmision de VIH a través de fluidos. Los mecanismos involucrados en la actividad
antiviral son la inactivacion de una enzima proteasa importante para la replicacion

viral y dafio a nivel de la envoltura fosfolipidica®").

De la misma manera, diferentes especies de hongos, entre ellas Candida albicans,
patogeno importante en pacientes inmunodeprimidos, son inhibidas en su crecimiento
y luego destruidas en contacto con superficies de cobre. Estudios recientes indican
que la actividad antifungica ocurre mediante un proceso complejo denominado
“‘muerte por contacto”, en el cual se produce fundamentalmente un dafo a la
membrana citoplasmatica la cual se despolariza; no esta claro si el dafio afecta a las
proteinas o los lipidos de la membrana. Esto facilita la entrada de iones de cobre a la
célula, amplificando el dafio y produce subsecuentemente un aumento en el estrés

oxidativo sin apreciar dafio aparente del ADN de estas células").
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2. Desarrollo Experimental

En esta seccidn se describe la metodologia empleada para la obtencion de las
nanoparticulas de CuO, ZnO y el 6xido mixto CuZnO; asi como las técnicas analiticas

utilizadas para la caracterizacioén de las mismas.
2.1 Sintesis

Los reactivos empleados en las sintesis de las nanoparticulas objeto de estudio de

este trabajo de tesis fueron los siguientes:

e Acetato de cobre Cu(CO2CHs3)2-H20 98%+ Sigma-Aldrich
e Acetato de zinc Zn(CO2CHs3)2:2H20 98% Sigma-Aldrich

e KOH J.T. Baker 90%

e Dimetil Sulféxido J.T. Baker 100% (DMSO)

e N, N-dimetilformamida Sigma-Aldrich 99.8% (DMF)

e Agua desionizada

e Etanol Sigma-Aldrich 299.5%

e Acetona Sigma-Aldrich 299.5%

2.2 Equipos utilizados para la caracterizacion

e Espectrofotometro UV-Vis Ocean Optics USB2000 del laboratorio de
Materiales y Nanotecnologia del Centro de Ciencias Aplicadas y Desarrollo
Tecnoldgico (CCADET), UNAM. Los espectros se obtuvieron a temperatura
ambiente con un barrido de 178nm a 880nm

e Espectrofotometro de dispersion Raman WITec. Laser Nd: YVO4 de 532nm
con un aumento de 100x del Laboratorio Universitario de Caracterizacion
Espectroscépica (LUCE) del CCADET, UNAM. La potencia del laser se vari6
de acuerdo a la muestra.

e Difractometro de Rayos X Siemens D5000. Los difractogramas se obtuvieron
con una radiacién Cu Ka (A=1.5406 A) en el laboratorio de Estado Sdlido de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM

e Espectrometro de Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) Elexsys E500

Brucker en banda X de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la
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Industria de la Facultad de Quimica, UNAM. Los espectros de RPE se
obtuvieron a temperatura ambiente.

e Espectrometro de Absorcién Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR por
sus siglas en inglés) Thermo Nexus del Laboratorio Universitario de
Caracterizaciéon Espectroscépica (LUCE) del CCADET, UNAM.

e Microscopio Electronico de Transmision Jeol JM 1010 del Laboratorio de
Microscopia Electrénica del Edificio Tlahuizcalpan de la Facultad de Ciencias,
UNAM. EI MET se oper6 a 80kV

2.3 Método de obtencién las NPs de CuO, ZnO y CuzZnO

Se obtuvieron las nanoparticulas de los oxidos a partir de reacciones solido-sélido,
partiendo de las sales correspondientes de acetatos en presencia de KOH, y uno de
los disolventes siguientes: DMSO, DMF, agua desionizada y etanol. Se eligieron estos

disolventes debido a su polaridad.
2.3.1 Oxido de zinc

Se pesaron 2.6793 g de la sal de acetato de zinc (ll), lo que equivale a 102 mol, y
1.1222 g de KOH los cuales fueron molidos con 5 mL del disolvente en cuestion, en
un mortero de agata, durante aproximadamente 30 minutos. El producto obtenido se
lavo 4 veces con agua destilada y 2 veces con acetona, separando el precipitado por
centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos en cada caso. Finalmente, el producto
obtenido se dejo secar al aire y se tratd térmicamente en una mufla a 400 °C por dos

horas.
La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente

Zn(C0,CHy), + 2KOH — Zn(0OH), + 2KC0,CH,

A
Zn(OH), - ZnO + H,0
2.3.2 Oxido de cobre

Se pesaron 2.2392 g de la sal de acetato de cobre (ll), equivalente a 102 mol, y se
molieron con 1.1222 g de KOH en presencia de 5 mL de disolvente (DMSO, DMF,
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agua desionizada o etanol) en un mortero de agata. La molienda se llevé a cabo
alrededor de 30 minutos, tiempo después del cual no se observé ningun cambio. El
producto obtenido se lavd 4 veces con agua destilada y 2 veces con acetona,
separando el precipitado por centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos en cada caso.
Finalmente, el producto obtenido se dejo secar al aire y se tratd térmicamente en una

mufla a 600 °C por dos horas.
La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente

Cu(CO,CHs), + 2KOH — Cu(OH), + 2KCO0,CH,

A
Cu(OH), = CuO + H,0
2.3.3 Oxido mixto

Se pesaron 1.3397 g de la sal de acetato de zinc (0.005 mol) y 1.1196 g de la sal de
acetato de cobre (0.005 mol), las cuales se molieron con 1.1222 g de KOH en
presencia de 5 mL de disolvente (DMSO, DMF, agua desionizada o etanol) en un
mortero de agata. La molienda se llevo a cabo alrededor de 30 minutos, tiempo
después del cual no se observd ningun cambio. El producto obtenido se lavo 4 veces
con agua destilada y 2 veces con acetona, separando el precipitado por centrifugacion
a 3500 rpm por 10 minutos en cada caso. Finalmente, el producto obtenido se dejé

secar al aire y se traté térmicamente en una mufla a 600 °C por dos horas.

La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente

1 1
ECU(COZCH3)2 + EZ”(COZCHg)Z + ZKOH - Cuolszno_s(OH)z + ZKCOZCH3

A
CugsZngs(OH), = CuysZny,s0 + H,0
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2.4 Pruebas de toxicidad
Los reactivos y equipo utilizados fueron:

e Cajas Petri

e Asas de vidrio en L estériles

e Discos de papel filtro

e Tubosde1.5y2mL

¢ Incubadora Cleaver

e Esterilizador UV

e Placas de 96 pozos

e Agar Tripticasa-Soya (TSA)

e Cepas de bacterias: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis (APENDICE A)

Se llevdé a cabo la prueba de toxicidad con las nanoparticulas de ZnO y CuO
sintetizadas en presencia de DMSO, para determinar la concentracion minima
inhibitoria. El experimento se llevo a cabo en placas con 96 pozos por triplicado. Se
utilizaron 2 cepas de bacterias Gram (-) (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa)
y 2 cepas Gram (+) (Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus). Se
utilizaron 3 filas de 12 pozos cada una para cada cepa; de los cuales 3 pozos se
utilizaron como controles. El pozo 10 fue el control doble negativo (=) que sodlo
contiene medio de cultivo liquido, el pozo 11 fue el control negativo (-) que contiene
medio de cultivo y bacterias, y el pozo 12 el control positivo que contiene clorhexidina

(2%), medio de cultivo y bacterias.

Se pesaron 0.3 g de las NPs de ZnO o de CuO y se dispersaron en 1 mL de medio
de cultivo. Se dispersaron con ayuda de un vortex. Se agregaron 200 pL de la
dispersion de nanoparticulas al pozo 1, mientras que al resto de los pozos (1-9) se
agregaron 100 uL de medio de cultivo. Posteriormente se tomaron 100 uL del pozo 1
y se agregan al pozo 2, se homogeniza y se vuelven a tomar 100 yL para agregarlos
al pozo 3; el proceso se repite hasta el pozo 9 al cual se le quitan 100 pL; esto con el
objetivo de tener diferentes diluciones de las NPs. Se agregaron finalmente 80 uL de

medio de cultivo y 20 uL de suspension de bacterias (103 UFC) a todos los pozos. Las
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placas se introdujeron a una incubadora con agitacion a una temperatura de 37 °C
por 24 horas. Finalmente se tomaron 100 uL de la suspension y se sembraron en

placas de agar (Tripticasa-Soya) y se incubaron por 24 horas a 37 °C. El diagrama de

Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3 Pozo zo Pozo 10 Pozo 11 Pozo 12

la placa se muestra a continuacion con la concentracion final de la dispersién de NPs

de ZnO en mg/mL.

Se realizaron antibiogramas en donde se sembraron cada una de las cepas evaluadas

en una caja de Petri en donde se colocaron 4 discos los cuales fueron sumergidos:
1: dispersion de nanoparticulas de CuO sintetizadas en presencia de DMSO

2: dispersion de nanoparticulas de ZnO sintetizadas en presencia de DMSO

3: medio de cultivo (control negativo)

4: solucion de clorhexidina al 2% (control positivo)

Figura 3. Esquema del antibiograma para las 4 cepas de bacterias
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También se realizaron los antibiogramas con todas las cepas utilizando dispersiones
de los productos de ZnO sintetizados en este trabajo y el producto comercial, con el

mismo procedimiento antes mencionado.
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3. Resultados y Discusion

En esta seccidn se presentan y discuten los resultados obtenidos a partir de las
diferentes técnicas analiticas empleadas en la caracterizacién de los sistemas

obtenidos.
3.1 Oxido de Zinc
3.1.1 Caracterizacion por Difraccién de Rayos X de polvos

El producto obtenido de la reaccién descrita en la Seccion 2.3.1 se caracterizé en
primer lugar por la técnica de difraccion de rayos X de polvo (DRX). En la Figura 4 se
muestra el difractograma del ZnO obtenido en presencia de DMSO posterior al
tratamiento térmico de 400 °C por 2 horas, como ejemplo. Se puede observar que
todos los picos corresponden al ZnO en fase hexagonal (tarjeta JCPDS 89-7102) y
gue no se observan picos correspondientes a impurezas. En la Figura 5 se presentan
los difractogramas de todos los productos obtenidos en presencia de los distintos
disolventes. En todos los casos se observan los mismos picos correspondientes a la

estructura hexagonal.
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Figura 4. Difractograma de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas en presencia de
DMSO.
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Figura 5. Difractogramas de nanoparticulas de ZnO sintetizadas en presencia de (a)
DMF, (b) DMSO, (c) etanol, (d) agua y (e) sin disolvente
En la Figura 6 se presenta el pico correspondiente a la reflexion del plano (101) en

donde se observa que, dependiendo del disolvente empleado en la sintesis, hay un

desplazamiento sobre 26.

Se llevd a cabo el analisis de dicho desplazamiento tomando los picos del producto
sintetizado en presencia de DMF como referencia. Lo que se observa es que el
producto de ZnO/Agua es el que se encuentra mas desplazado hacia valores mayores
de 26; seguido por ZnO/Etanol, el cual también se encuentra a valores mas grandes
de 26 en comparacién con el ZnO/DMF. En el caso del ZnO/DMSO se observa lo
contrario, siempre posicionado hacia valores menores de 26. Esto se explica a partir
de las propiedades de los disolventes, ya que el agua y el etanol son disolventes
polares proticos, y por tanto sus productos serian similares entre si. Mientras que el
DMSO y DMF, al ser disolventes polares aproticos, generan productos parecidos.
Para poder llevar a cabo un analisis similar para las intensidades de los picos, lo que
se hizo fue generar una linea base para cada difractograma y de ahi calcular las

22



intensidades de cada reflexion. De esta manera los difractogramas quedan
normalizados y pueden compararse entre si. Al analizar las intensidades obtenidas,
se observa que el mas intenso en la mayoria de las reflexiones es el de ZnO/DMSO,
seguido por el ZnO/DMF y el ZnO/Agua, siendo el de menor intensidad el ZnO/Etanol.
Con el fin de examinar mejor el efecto del disolvente sobre la sintesis del 6xido de
zinc, se llevo a cabo la sintesis de la misma manera antes mencionada sin utilizar
disolvente. Se observa que el producto sin disolvente se encuentra siempre hasta el

extremo izquierdo en el difractograma.

ZnO/DMF
ZnO/DMSO
ZnO/Etanol
ZnO/Agua

ZnO/Sin disolvente

1200 -

1000 -

800

600

Intensidad (u.a.)

400 -

200

Figura 6. Reflexion (101) de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas en esta tesis

A partir de la ecuacion de Scherrer-Warren se calculé el diametro promedio de

particula para cada uno de los productos obtenidos:

5 Ja
Bpo
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Donde D es el tamano de particula (en nm), A es la longitud de onda incidente

(CuKa=1.54056 Ao), k es una constante con valor de 0.94, 8, es el ancho del pico a
la mitad de la maxima intensidad y 8 es la posicidn del pico. Se calcul6 el tamafio a
partir de cada pico del difractograma y después de eliminar los valores mas altos y
los mas bajos obtenidos, se calculé el promedio y su desviacion estandar. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3, donde se puede observar que el

tamafno promedio es de alrededor de 32 nm para todas las NPs de ZnO.

Tabla 3. Tamano de particula de ZnO.

Tamano de particula (nm)
Reflexion .
ZnO/DMF | ZnO/DMSO | ZnO/Etanol | ZnO/Agua | £nO/Sin
disolvente
100 37.7 37.7 46.7 37.7 36.2
002 40.2 40.2 31.0 40.2 37.0
101 40.1 40.1 455 40.1 35.5
102 35.1 35.1 43.1 35.1 29.7
110 31.3 31.3 35.3 31.4 27.9
103 28.5 28.5 31.8 28.5 26.0
200 17.8 17.8 31.6 17.8
112 29.5 29.5 31.5 29.6
201 27.5 27.5 28.4 27.5
Tamafio 31.6 31.6 322 31.6 32.3
promedio
Desviacion 4.0 4.0 1.73 4.0 4.0
estandar
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Figura 7. Micrografias obtenidas por MET de las NPs de ZnO sintetizadas en
presencia de (a) agua, (b) etanol, (c) DMF y (d) DMSO
En la Figura 7 se observan las micrografias obtenidas por Microscopia Electronica de
Transmisiéon de las nanoparticulas de 6xido de zinc sintetizadas en presencia de los
diferentes disolventes utilizados. Se puede observar que en el caso de las NPs ZnO
obtenidas en presencia de agua y etanol se tiene la formacién de cumulos con formas
poligonales y bordes definidos, éstas presentan tamafios que van de
74.2 nm x 50 nm, Figura 7 (a), a 624 nm X 700 nm para el cimulo mas grande, Figura
7 (b). Por otro lado, las NPs sintetizadas en presencia de DMF, Figura 7 (c), y DMSO,
Figura 7 (d), presentan cumulos de menor tamafio e incluso nanoparticulas aisladas

con tamanos que estan alrededor de 46 nm X 28 nm y de 35 nm X 57 nm,
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respectivamente. En el caso de las NPs de ZnO/DMF se observan formas

hexagonales.
3.1.2 Caracterizacién por Espectroscopia de Absorcion UV-Vis

Los espectros de absorcién electronica en el UV-Visible de las NPs de ZnO obtenidas

en este trabajo de tesis se presentan a continuacion en la Figura 8.

ZnO/DMF
ZnO/DMSO
ZnO/Etanol
ZnO/Agua

ZnO/Sin disolvente
ZnO Comercial
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Figura 8. Espectros de Absorcion UV-Vis de las NPs de ZnO obtenidos por la
técnica de Reflectancia Difusa

A partir de estos espectros se llevo a cabo el calculo del valor de la brecha de energia

Optico para cada producto utilizando el método de Tauc. La formula empleada es:
(ahv)? = A(hv — E)

Donde Eg es el valor de la brecha de energia en eV, h es la constante de Planck
equivalente a 4.14*10-'% eVs, a es el coeficiente de absorcion y v es la frecuencia del

fotdn. Se grafica (ahv)?, a partir de los valores de absorbancia, contra la energia del
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fotdn incidente, a partir de la longitud de onda. Se utiliza a la segunda potencia debido
a que el ZnO permite transiciones directas. La grafica resultante presenta una regién
lineal, que sigue de manera exponencial hasta llegar a cero a bajas energias. El valor
de brecha de energia se obtiene de manera directa en donde intersectan las
tangentes a las curvas de cada espectro?. En la Figura 9 se presenta de forma
ilustrativa la grafica de Tauc del espectro del ZnO/DMSO en comparacion con su
espectro de absorcion. Los valores del borde de absorcion se presentan en la Tabla

4 para cada compuesto, los cuales presentan un valor de 3.2 eV.
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Figura 9. Espectro de absorcion UV-Vis (izquierda) y grafica de Tauc (derecha) para

ZnO/DMSO

Tabla 4. Valores aproximados de brecha de energia Optica
Muestra Brecha de energia (eV)

ZnO/Sin disolvente 3.24

ZnO/Agua 3.25

ZnO/Etanol 3.21

ZnO/DMSO 3.24

ZnO/DMF 3.25
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3.1.3 Caracterizacién por Espectroscopia Raman

La dispersion Raman es la luz dispersada de manera inelastica por parte de los
fonones Opticos. Para un cristal perfecto de ZnO, so6lo los fonones 6pticos estan
involucrados en la dispersion Raman de primer orden. La teoria predice la existencia

de los siguientes modos opticos.
I—;)pt = Al + ZBI + E1 + ZEZ

Donde tanto A1 como E1 son modos polares y se dividen en componentes opticos
transversos (TO) y 6pticos longitudinales (LO). EI modo E2 consiste de dos fonones,
uno a baja frecuencia (E2 bajo), que se debe a la vibracion de la sub-red de zinc, y
uno a alta frecuencia (Ez alto), que se debe a la vibracion de los atomos de oxigeno.
Estos modos son activos en Raman, los cuales corresponden a una banda en el
espectro Raman. El modo B1 es no polar y también tiene dos frecuencias, baja y alta;

sin embargo, este modo es silencioso en Raman®3).

Se llevo a cabo el estudio por espectroscopia de dispersion Raman a temperatura
ambiente de los productos de las reacciones con los distintos disolventes, asi como
el producto obtenido sin disolvente. Se incluye en los resultados el espectro Raman
del ZnO comercial macrocristalino con el fin de compararlo con el de las
nanoparticulas obtenidas en este trabajo. En la Figura 10 se presentan todos los
espectros obtenidos. Se observa en el espectro del ZnO macrocristalino las sefales
caracteristicas de dicho oxido en 331, 382, 438 y 580 cm™'“4). En los espectros de las
nanoparticulas de ZnO obtenidas en este trabajo se observa la banda caracteristica
alrededor de 438 cm', la cual se debe a la estructura hexagonal del 6xido. Se observa
de manera general que para las nanoparticulas obtenidas hay un ensanchamiento de
todas las bandas, lo que ocasiona que el pico de 382 cm™' observado en el ZnO
macrocristalino, ya no se aprecie de manera tan clara en las nanoparticulas. Al igual
que la desaparicion del pico a 580 cm™, debido a que la disminucion de tamafio de
particula genera una disminucion en la intensidad de los picos. Ambas vibraciones
estan asociadas con defectos estructurales que pueden ser vacancias o defectos
intersticiales ya sea de zinc o de oxigeno. También se puede observar un
desplazamiento hacia la izquierda de la vibracién localizada en 331 cm™, la cual se

debe a los procesos de dispersion de fondn multiple. Se observa que la intensidad de
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los picos es menor en comparacion con el resto de los productos para el producto

sintetizado sin disolvente.
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Figura 10. Espectros Raman de las nanoparticulas sintetizadas en esta tesis y del
ZnO comercial

3.1.4 Caracterizacién por Espectroscopia de Infrarrojo

Las nanoparticulas de ZnO obtenidas en este trabajo también fueron caracterizadas
por espectroscopia infrarroja. En la Figura 11 se presentan los espectros IR de las
NPs de ZnO, y se comparan con el espectro del ZnO comercial macrocristalino. En el
espectro del 6xido comercial se pueden apreciar dos bandas caracteristicas a
476 cm™y a 1087 cm™'. En el caso de las nanoparticulas de ZnO, se puede observar
como la banda localizada alrededor de 476 cm-! debida a la vibracion Zn-O se hace
mas ancha y aparece desplazada: estando el ZnO/Agua a 451 cm', seguido del ZnO
a 474 cm, posteriormente el ZnO/DMSO a 478 cm-!, el ZnO/DMF 485 cm™' y el
ZnO/Etanol a 489 cm™'. En este caso si se puede observar el efecto del disolvente

dependiendo del momento dipolar; ya que a mayor momento dipolar del disolvente
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utilizado en la sintesis se observa un corrimiento a menores valores de nUmeros de
onda.

Se observa la aparicion de una serie de bandas alrededor de los 1500 cm-'. Estas
bandas se presentan desde 1375 y hasta 1575 cm™ aproximadamente, y son
asignadas a las vibraciones de estiramiento del grupo OH y la deformacion del enlace

H-O-H, debido a la presencia de cierta cantidad de agua absorbida en las NPs de
ZnQ5, 46),
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Figura 11. Espectros de Infrarrojo de las NPs sintetizadas y de ZnO comercial

3.1.5 Caracterizacion por Resonancia Paramagnética Electronica (RPE)

Los polvos formados por las nanoparticulas de ZnO fueron estudiados por la técnica
de RPE, a temperatura ambiente, en banda X (Figura 12).

Se calcularon los valores de la constante giromagnética (g) a partir de la ecuacion
que rige al RPE:
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hv =gBH .. g=hv/fH
Donde
h = constante de Planck (6.6260X10?7 erg seg)
v = frecuencia de las microondas (Hertz)
B = magneton nuclear de Bohr (9.2740X10-?" erg/Gauss)
H= intensidad del campo magnético (Gauss)

Los valores de g obtenidos para cada una de las muestras se presentan en la
Tabla 5.

60
| I
[ R
ZnO/Etanol ZnO/Sin disolvente
20 4
ke
©
2 A
7]
= 0
Qo 7] s,
£
-20 4 ZnO/DMF
ZnO/DMSO
1 ZnO/Etanol
40 ZnO/Agua (/
N ZnO/Sin disolvente ZnO/DMSO

L | y |
2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Campo Magnético (G)

Figura 12. Espectros de RPE de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas

Se observa una similitud en los espectros de los productos sintetizados en presencia

de DMSO y DMF, presentandose dos sefales angostas cerca de 3500 G, y una banda
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ancha localizada cerca de 3000 G. Sefiales que también se observan en la muestra
ZnO/Etanol; sin embargo, la sefial ancha es mas pequena al igual que una de las
sefales mas angostas alrededor de 3600 G. En el caso del producto sintetizado en
presencia de agua, el espectro es muy similar al del producto de etanol, pero ya no
se observa una de las bandas angostas. En el caso del producto sintetizado sin
disolvente sélo se observa una senal definida alrededor de los 3500 G. La similitud
de los productos es consecuente con lo observado en las técnicas de caracterizacion

previamente descritas.

Tabla 5. Valores de g calculados.

Muestra g Campo magnético (G)
2.001 3519.94
ZnO/Sin disolvente
1.96 3600.72
2.41 2914.80
ZnO/Agua
1.99 3530.07
2.43 2903.63
ZnO/Etanol 2.003 3517.83
1.96 3602.64
2.34 3012.15
ZnO/DMSO 2.005 3513.04
1.95 3604.91
2.47 2842.33
ZnO/DMF 2.004 3514.41
1.95 3604.34

Se puede observar que todas las muestras tienen una sefal con valor de g=1.95 a
g=1.99. Esta senal se ha atribuido a diferentes defectos como la presencia de
vacancias de oxigeno ionizado (O*) o incluso intersticios de oxigeno. La siguiente
sefal observada en todas las muestras excepto en el ZnO/Agua tiene valores de g
desde 2.001-2.005 las cuales estan relacionadas con vacancias de zinc o defectos
generales de superficie. El origen de la sefial ancha, con valores de g entre 2.34 y
2.47, aun no esta bien entendido“6-48),
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3.2 Oxido de Cobre
3.2.1 Caracterizacién por Difraccion de Rayos X de polvos

Se utilizé la técnica de Difraccién de Rayos X en polvo para caracterizar el producto
de las reacciones descritas en Seccion 2.3.2. En la Figura 13 se muestra, a manera
de ejemplo, el difractograma del CuO obtenido en presencia de DMSO después del
tratamiento térmico a 600 °C por dos horas. Se observa que todos los picos
corresponden al del CuO en fase monoclinica (tarjeta JCPDS 89-2529). No se
observan picos debidos a impurezas, por lo que el producto obtenido es fase unica.
En la Figura 14 se presentan los difractogramas de todos los productos obtenidos en
presencia de los distintos disolventes, confirmando la formacién del CuO en todos los
casos. En la Figura 15 se muestra ampliado el pico correspondiente a la reflexion del
plano (111). Se observa que dependiendo del disolvente utilizado hay un corrimiento
sobre 26.
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Figura 13. Difractograma de nanoparticulas de CuO sintetizadas en presencia de
DMSO
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Figura 14. Difractogramas de las nanoparticulas de CuO sintetizadas en presencia
de (a) DMSO, (b) DMF, (c) etanol, (d) agua y (e) sin disolvente
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Figura 15. Reflexion (111) de nanoparticulas de CuO sintetizadas

Se generd una linea base para cada difractograma y se tom6 como referencia el
espectro del producto sintetizado en presencia del DMF. Se observa en todas las
reflexiones que el pico del difractograma correspondiente al CuO/Agua es el de mayor
intensidad seguido de la muestra de CuO/Etanol. Las reflexiones de estos productos
siempre se encuentran a valores mas altos de 26, siendo el producto sintetizado en
agua el que se encuentra al valor mas alto de 20 en cada reflexion. En el caso de los
productos sintetizados en presencia de DMSO y DMF no se observa algun patron que

pudiera relacionarse con las propiedades del disolvente en cuestion.

35



Se utilizé la ecuacion de Scherrer-Warren para calcular el diametro promedio de

particula. Se calcul6é el tamafo a partir de las reflexiones correspondientes a los

planos (110), (202), (020), (202), (113), se eliminaron los valores mayores y menores,

y se determind el diametro promedio y la desviacion estandar. Los resultados

obtenidos se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Tamano de particula de CuO

Tamafio de particula (nm)

Reflexiéon cuoSin
CuO/DMF | CuO/DMSO | CuO/Etanol | CuO/Agua |
disolvente
100 47.0 12.9 21.3 16.4 43.2
202 27.9 35.9 26.3 23.4 20.7
020 25.5 29.9 16.1 115 29.5
202 17.6 15.4 19.7 13.0 25.4
113 26.6 17.7 36.7 17.7 17.1
Tamano 26.6 21.0 22.4 15.7 25.2
promedio
Desviacion 1.2 7.7 3.4 2.4 4.4
estandar
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(b)

Figura 16. Micrografias obtenidas por MET de las NPs de CuO sintetizadas en

presencia de (a) agua, (b) etanol, (c) DMF y (d) DMSO
En la Figura 16 se muestran las micrografias obtenidas por MET de las nanoparticulas
de CuO. Se observa que las nanoparticulas sintetizadas en presencia de agua (Figura
16 (a)) son polimorfas con tamafios que van de 46 X 23 nm a 77 x 46 nm, y en la
muestra correspondiente a las NPs de CuO/Etanol (Figura 16 (b)), se observa una
nanoparticula alargada con dimensiones de 67 X 35 nm. Las formas que adoptan las
NPs de CuO sintetizadas en presencia de DMSO y DMF tienen formas esféricas con
tamanos aproximados de 50 nm para DMF (Figura 16 (c)) y de entre 20-25 nm para
DMSO (Figura 16 (d)).
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3.2.2 Caracterizacion por Espectroscopia de Absorcion UV-Vis

La caracterizacion por espectroscopia de absorciéon UV-Vis se llevé a cabo en los
so6lidos obtenidos en este trabajo y del producto comercial, empleando la técnica de
reflectancia difusa. En todos los productos se observa absorcidén en toda la region del

UV-Visible, ya que este compuesto es café obscuro.
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Figura 17. Espectros de Absorciéon UV-Vis de las NPs de CuO obtenidos por la
técnica de Reflectancia Difusa
A partir de los espectros se calculé el valor aproximado de brecha de energia
utilizando la ecuacién de Tauc“?. En la Figura 18 se muestra el espectro del
CuO/DMSO en comparacion con su grafica de Tauc a manera de ejemplo. Los valores
de la brecha de energia Optica calculada se presentan en la Tabla 7 para cada

compuesto.
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Figura 18. Espectro de absorcion UV-Vis (izquierda) y grafica de Tauc (derecha)
para CuO/DMSO

Tabla 7. Valores aproximados de brecha de energia optica.

Muestra Brecha de energia (eV)
CuO/Sin disolvente 213
CuO/Agua 2.15
CuO/Etanol 213
CuO/DMSO 2.15
CuO/DMF 2.14

Se observa que los valores de brecha de energia éptica resultan ser parecidos entre

si, ya que el tamafio de particula no varia de gran manera entre los productos.
3.2.3 Caracterizacion por Espectroscopia Raman
Para el caso del 6xido de cobre, los modos normales son los siguientes

Tyt = Ag + 2By + 44, + 5B,
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Los tres modos acusticos son de simetria Au + 2Bu. EI CuO tiene 9 modos épticos, de
los cuales 3 son activos en Raman de simetria Ag y Bg, mientras que 6 son activos en
el Infrarrojo (3Au + 3Bu). Los modos Raman Ag y Bg sélo involucran el movimiento de
los atomos de oxigeno, mientras que los modos activos en Infrarrojo involucran el

movimiento de ambos atomos®9).

Se llevé a cabo el estudio por espectroscopia Raman a temperatura ambiente de las
nanoparticulas de CuO. En la Figura 19 se presentan todos los espectros en donde
se observan sefiales alrededor de 292, 328 y 630 cm~'(3%), En general se observa un
ensanchamiento de las sefiales Raman, asi como un desplazamiento hacia la
izquierda de todos los productos sintetizados en este trabajo, fendmeno debido a los

efectos de confinamiento.
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Figura 19. Espectros Raman de los diferentes productos sintetizados.
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3.2.4 Caracterizacion por Espectroscopia de Infrarrojo

Se llevo a cabo la caracterizacion por medio de espectroscopia infrarroja. Los
espectros que aqui se presentan son caracteristicos del 6xido de cobre en su fase
monoclinica, Figura 20. Las bandas alrededor de los 500 cm™' son asignadas a las

vibraciones Cu-O“9),
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Figura 20. Espectros de Infrarrojo de las NPs sintetizadas de CuO

3.2.5 Caracterizacion por Resonancia Paramagnética Electrénica

Se obtuvieron los espectros de RPE de los polvos de las nanoparticulas de CuO, a
temperatura ambiente en banda X. En la Figura 21 podemos observar que los
espectros muestran una sefal ancha alrededor de 3200 G en todos los casos. Se
observa de nuevo que los productos CuO/DMSO y CuO/DMF son muy similares entre
si. El producto sintetizado en presencia de agua una sefal muy débil. El producto
sintetizado sin disolvente también presenta un espectro caracteristico con una senal
mas definida.

41



CuO/Etanol
CuO/Agua
CuO/DMF
CuO/DMSO
CuO/Sin disolvente

CuO/DMSO

Intensidad

CuO/Etanol

-3 {Cu0/Sin disolvente
y I y I ! I ? | ! |
1000 2000 3000 4000 5000 6000

Campo Magnético (G)

Figura 21. Espectros de RPE de las nanoparticulas de CuO sintetizadas

A partir de los espectros se calculd el valor de g para cada caso empleando la

ecuacion que rige la RPE. Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores de g calculados.

Muestra g Campo Magnético (G)

CuO/Sin disolvente | 2.12 3319.28
217 3232.30
CuO/Agua 1.51 4639.29
3.06 2296.78
2.12 3311.7

CuO/Etanol
1.57 4474.79
CuO/DMSO 2.27 3091.19
CuO/DMF 2.27 3094.44
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Se puede observar para el caso de los productos sintetizados en presencia de agua,
etanol y sin disolvente presentan una g=2.12, la cual se ha asignado a la transicion
debida al acoplamiento de 4 iones Cu?*. Para el caso de los productos sintetizados
en presencia de DMSO y DMF se observa una sefal con valor de g=2.27. Las bandas
con valor de g cercano a 2, segun lo informado en la literatura, pueden deberse a

mondmeros y dimeros de Cu?* presentes de manera aislada en el CuO®0),
3.3 Oxido mixto CuznO
3.3.1 Caracterizacién por Difraccion de Rayos X

Se llevé a cabo la caracterizacion por Difraccion de Rayos X de polvos de las
reacciones descritas en la Seccion 2.3.3. En la Figura 22 se presentan los
difractogramas de todas las reacciones que se llevaron a cabo con los 4 disolventes
y el producto sin disolvente. Se observan las reflexiones caracteristicas del CuO en
fase monoclinica (JCPDS 89-2529), asi como las del ZnO con fase hexagonal
(JCPDS 89-7102), por lo que el producto obtenido resulté una mezcla de los 6xidos
CuO-ZnO. Sin embargo, es importante hacer notar que la relacion de intensidades de

las sefales no se mantiene igual para todas las muestras (Figura 23).
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Figura 22. Difractograma de las nanoparticulas de CuO-ZnO sintetizadas en
presencia de DMSO
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Figura 23. Difractogramas de las nanoparticulas de CuO-ZnO sintetizadas en
presencia de (a) DMF, (b) DMSO, (c) etanol, (d) agua y (e) sin disolvente
En la Figura 24 se presenta la region de 35 a 37 26 en donde aparecen las reflexiones
correspondientes al plano (111) del CuO y al plano (101) del ZnO. Se puede observar
un desplazamiento de dichas reflexiones, similar al observado para las muestras de

oxido de cobre y de 6xido de zinc de manera individual.
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Figura 24. Reflexiones (111) del CuO y (101) del ZnO.

Es de notar que al hacer el anélisis de la posicion e intensidad de los picos no se
observa el mismo patron que en el caso de la sintesis de los 6xidos independientes.
La diferencia se puede deber a que una porcién del producto final si es CuZnO, y no
sélo la mezcla; sin embargo, no es posible asegurar la estructura de los productos

obtenidos por falta de pruebas.
3.4 Pruebas de toxicidad

Se llevd a cabo un estudio preliminar de la actividad bactericida de las NPs de CuO y
de ZnO sintetizadas en presencia de DMSO, en cultivos de cuatro bacterias
diferentes: bacterias Gram (+), S. epidermidis y S. aureus, y Gram (-) P. aeruginosa y

E. coli.

A continuacioén, se muestran las fotografias de los antibiogramas (Figura 26-29). Se
puede observar que las nanoparticulas, tanto de CuO como de ZnO, tienen una

actividad bactericida en el caso de las bacterias Gram (+), S. epidermidis y S. aureus.
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El halo de inhibicion es de mayor tamafio en el cultivo de S. epidermidis para las
nanoparticulas de ZnO. Para el caso de las bacterias Gram (-) no se observa un halo
de inhibicién del crecimiento, sino un efecto bacteriostatico. En el cultivo de P.
aeruginosa se puede observar como alrededor del disco inmerso en la dispersion de
NPs de CuO se genera un halo en donde si hay crecimiento bacteriano, pero es menor
al resto de la placa. EI mismo comportamiento se observa para a dispersion de NPs

de ZnO, pero este halo es de menor tamafno.
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Figura 26. Atibiograma de P. aeruginosa
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Figura 28. Antibiograma de S. epidermidis.

48



Figura 29. Antibiograma e S. aureus

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria se presenta un grafico
del crecimiento promedio observado para cada cepa de bacterias en el caso de las

nanoparticulas de ZnO utilizadas, Figura 30.
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Figura 30. Concentracion minima inhibitoria de NPs de ZnO/DMSO

49



Se puede observar que en el caso S. epidermidis desde la concentracion de
2.35 mg/ml se observa una disminucion del crecimiento y con 4.69 mg/ml se observa
una inhibicion completa del crecimiento. En el caso de S. aureus la concentracion
donde se observa una disminucion del crecimiento es de 4.69 mg/mly en 75.05 mg/ml
se inhibe por completo el crecimiento. Se observa que en las cepas Gram (-) se
presenta una inhibicion completa del crecimiento a concentraciones mas altas
(75.05 mg/ml) pero sin pasar por una disminucion gradual del crecimiento y en la
mayoria de las diluciones se observa que el crecimiento es muy similar a la placa

control.

Los resultados concuerdan con la prueba del antibiograma en donde el halo de
inhibicion se observa con un mayor diametro para S. epidermidis, seguida de S.
aureus. Para las otras dos cepas si hay una inhibicion del crecimiento, pero se

requieren de mayores concentraciones.

Posteriormente, en la Figura 31, se presenta el antibiograma de S. epidermidis con
las nanoparticulas de oxido de zinc sintetizadas en presencia de etanol y agua en
donde se observa un halo muy marcado de inhibicién. El efecto bactericida es mayor
en las NPs de ZnO/Etanol.
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Figura 31. Antibiograma de S. epidermidis con (3) ZnO/Agua y (4) ZnO/Etanol

Las propiedades observadas en los compuestos de ZnO se puede explicar a partir de
las caracteristicas estructurales. En los resultados de RPE en la Seccién 3.1.5 se
menciona que las sefiales observadas en el ZnO/Etanol se deben a la presencia de
vacancias de oxigeno principalmente, las cuales pueden estar influyendo en el efecto
bactericida a partir de la generacion de especies reactivas de oxigeno. Las vacancias
de oxigeno también se observan en las NPs sintetizadas en presencia de DMSO y
DMF, lo cual explica el efecto bactericida observado. Sin embargo, también se
observa la presencia de las vacancias de zinc que podrian afectar la manera en la
que las NPs interactuan con las bacterias, observandose un efecto bactericida menor.
En el caso del CuO, se menciona en la Seccién 3.2.5 que las sefiales observadas en
RPE se deben a monomeros y dimeros de Cu?*, los cuales pueden estar
interaccionando con la pared celular de las bacterias disminuyendo su crecimiento

resultando en el efecto bacteriostatico observado con P. aeruginosa.

Las pruebas de los antibiogramas son preliminares, y se requieren de mas pruebas
para poder determinar de mejor manera el efecto bactericida o bacteriostatico de las
nanoparticulas sintetizadas en este trabajo. El efecto que se observa en los

antibiogramas depende de la difusion que puedan tener las nanoparticulas en el
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medio de agar, para que asi tengan contacto con las bacterias y tener un efecto
bactericida como tal. Silas NPs no logran difundirse de manera adecuada en el medio,

entonces no se puede observar el efecto directo.

En resumen, se obtuvieron nanoparticulas de ZnO con estructura cristalina hexagonal
tipo wurtzita y diametro promedio de 32 nm. En dichas NPs no se observa ningun
efecto del disolvente en cuanto al tamafio y a la forma, ya que todos los productos
obtenidos en este trabajo presentan estructuras de tipo poligonal con bordes bien
definidos. Por otro lado, todas las nanoparticulas de ZnO sintetizadas presentan
espectros de IR y Raman caracteristicos de dicho sistema. No obstante, la actividad
bactericida observada en los compuestos de ZnO se puede explicar a partir de
defectos paramagnéticos que se forman en dichas NPs. En general, en los espectros
de RPE (Seccion 3.1.5) se observa la presencia de vacancias de oxigeno ionizado
(Vo™) asi como de oxigeno intersticial (Oi’) con valores de g entre 1.95 a 1.99. También
se observa la presencia de zinc intersticial (Zni*) con valores de g cercanos a 2. La
relacién de intensidades entre estas sefiales se incrementa en las nanoparticulas en
donde intervinieron en la sintesis disolventes polares apréticos, es decir DMSO y
DMF. Por otro lado, las NPs de ZnO obtenidas sin disolventes o bien, en donde
intervinieron agua o etanol, se observa que la sefial mas intensa es la debida a los
defectos paramagnéticos de oxigeno. Dichos defectos intervienen directamente en el
efecto bactericida de las NPs al generar especies reactivas de oxigeno (ROS). Por lo

tanto, podemos esperar que el efecto bactericida disminuya en el siguiente orden:

Zn0O/Sin disolvente > ZnO/Agua ~ZnO/Etanol > ZnO/DMF ~ ZnO/DMSO.

En el caso del 6xido de cobre, se observa que el disolvente afecta tanto al tamafio
como a la morfologia. Las nanoparticulas sintetizadas en presencia de agua
presentan un diametro promedio de alrededor 15 nm, el cual es menor al del resto de
las NPs de CuO, con diametros promedio cercanos a 24 nm. Este comportamiento
puede estar relacionado con la solubilidad de la sal de partida, Cu(CO2CH3)2, la cual
es muy soluble en agua, lo que favorece que se disocie rapidamente, de tal manera
que los puntos de nucleacion estan lo suficientemente separados para formar
nanoparticulas de menor tamaro. La solubilidad del acetato de cobre (ll) es similar en

el resto de los disolventes, por lo que los tamafios son muy parecidos. Al analizar la
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morfologia de las nanoparticulas obtenidas, predominan estructuras de tipo poligonal
con bordes bien definidos cuando los disolventes que intervienen en la sintesis son
polares proéticos (agua y etanol), mientras que adquieren formas esféricas cuando los
disolventes empleados durante la sintesis son DMF y DMSO (polares apréticos). La
brecha de energia 6ptica de todas las NPs de CuO se encuentra alrededor de 2.12
eV.

Por otro lado, los espectros Raman e Infrarrojo de los productos sintetizados
confirman la presencia de CuO. En los espectros de RPE, seccion 3.2.5, se observa
que todos los productos presentan una banda con valor de g cercano a 2, la cual se
debe a la presencia de Cu?* con carga no compensada en la estructura de las
nanoparticulas. Se ha informado en la literatura que dichos cobres con cargas no
compensadas son el resultado de vacancias de oxigeno (Vo) presentes en las NPs de
CuO. Sin embargo, se puede observar que la intensidad y forma de dicha banda
cambia, lo que esta relacionado con la cantidad de iones presentes, asi como el
acoplamiento que se puede dar entre ellos. Hay una similitud entre las nanoparticulas
sintetizadas en presencia de DMSO y DMF observandose una banda con g=2.27;
mientras que los productos sintetizados en presencia de agua y etanol presentan una
banda mas pequena con g alrededor de 2.12. Entre los mecanismos propuestos para
explicar la actividad bactericida de las nanoparticulas del CuO esta la liberacion de
iones de Cu?*, los cuales interfieren con las actividades celulares de las bacterias.
Todas las nanoparticulas de CuO sintetizadas en este trabajo, presentan iones de
cobre (II) no compensados, por lo que se esperaria una actividad bactericida de todos
los productos. Al relacionar la intensidad de la sefial observada con la presencia de
los iones en la estructura, se podria esperar un efecto bactericida de la siguiente

manera

CuO/Sin disolvente > CuO/DMF ~ CuO/DMSO > CuO/Etanol > CuO/Agua.
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4. Conclusiones

Se obtuvieron nanoestructuras de ZnO y de CuO como fases unicas a partir de
un método sencillo, reproducible, en presencia de disolventes proéticos (agua y
etanol) y aproéticos (DMF y DMSO), asi como la ausencia de disolventes,
obteniendo un tamafo promedio de 32nm para las NPs de ZnO y de 22nm
para las NPs de CuO.

A partir de los resultados obtenidos, se puede decir que el disolvente utilizado
en la sintesis mecanoquimica de 6xido de zinc, asi como de oxido de cobre,
tiene un efecto muy importante en los defectos paramagnéticos del producto
final.

Los defectos presentes en la red cristalina de los 6xidos obtenidos en esta tesis
influyen en la aplicacion final de las nanoparticulas

Las NPs de ZnO/DMSO, ZnO/Agua y ZnO/Etanol tienen un efecto bactericida
con las bacterias Gram (+), preferentemente con S. epidermidis. Este efecto
se debe probablemente a la generacidn de especies reactivas de oxigeno por
la presencia de moléculas de agua en la superficie de las nanoparticulas que
llevan a la generacion de radicales libres de OH y oxigeno.

Las NPs de CuO/DMSO presentaron un efecto bacteriostatico hacia las
bacterias Gram (-), de manera mas marcada con P. aeruginosa. Se observa
un pequeno efecto bactericida con las bacterias Gram (+). Probablemente
debido a la presencia de iones de cobre que podrian sustituir iones esenciales
para el metabolismo, interfiriendo inicialmente con el funcionamiento de la
membrana celular y luego a nivel de citoplasma, alterando la sintesis proteica.
A partir del método de sintesis empleado en esta tesis, se obtuvo una mezcla
de oxidos de cobre y zinc; sin embargo, la fase del 6xido mixto no pudo ser
determinada. Se espera optimizar el método para obtener dicha especie como

potencial material con propiedades antibacterianas.
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APENDICE A
Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo aerdébico Gram-negativo perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae. Los bacilos miden aproximadamente de 0.5 a 0.8um por 1.5um.
La mayoria de las cepas son méviles debido a un flagelo polar. Su temperatura 6ptima
de crecimiento es de 37°C, pero puede crecer incluso hasta 42°C. Es una bacteria
que se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza debido a que su
requerimiento nutricional es minimo. El bacilo es capaz de utilizar una gran cantidad
de compuestos organicos, mas de 75, como sustrato para crecer, capacidad que le
permite colonizar nichos en el que son escasos los nutrimentos. La bacteria no forma
esporas y no fermenta azucares. Debido a su alta capacidad de adaptabilidad, son
organismos de vida libre que se encuentran en una gran variedad de ecosistema

generalmente formando biopeliculas.

Todas las cepas son potencialmente patdogenas para el hombre y las plantas. P.
aeruginosa representa un problema importante de salud pues se presenta como un
patégeno oportunista generando infecciones nosocomiales comunmente y afectando
a pacientes inmunodeprimidos. Una vez que se establece la infeccidn, la bacteria
produce una serie de compuestos toxicos que causan dafo tisular extenso e
interfieren con el funcionamiento del sistema inmune. Es una bacteria que presenta
una muy alta resistencia natural a distintos antibioticos y a desinfectantes, resultando

en una alta mortalidad en pacientes infectados.

Las enfermedades que puede causar en humanos involucran cualquier tejido y van
desde endocarditis, infecciones respiratorias, septicemia, otitis, infecciones oculares,

dermatitis y hasta infecciones de tracto urinario.
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Figura 32. Pseudomonas aeruginosa‘, tincion Gram (izquierda) micrérfia de
microscopia electronica de barrido (derecha)

Escherichia coli

E. coli es la principal bacteria de una gran familia, Enterobacteriaceae, las bacterias
entéricas. Es un bacilo anaerobio facultativo Gram-negativo que suele vivir en los
tractos intestinales de animales. El tamafo de los bacilos varia de 0.6 a 0.8 de ancho
y 2 a 4 de largo y son moviles. Esas bacterias no generan esporas y algunas cepas
presentan capsula. E. coli es una bacteria muy versatil que no es exigente en cuanto
a sus requerimientos nutricionales; puede crecer solamente con glucosa, ya que es
capaz de transformarla en todos los componentes macromoleculares que requiere la
célula. En condiciones anaerobias, la bacteria sobrevive por medio de la fermentacion

produciendo acidos mixtos y gas.

Es una bacteria increiblemente adaptable que responde a una variedad de senales
externas como pH, temperatura, osmolaridad, entre otras. Si la célula censa un
quimico puede moverse hacia él o alejarse. Ante los cambios de temperatura y
osmolaridad, las bacterias pueden modificar las porinas de su membrana externa para
aprovechar nutrientes o excluir sustancias nocivas. Tiene la capacidad de crear

fimbrias que son capaces de unirse de manera especifica a un receptor.

Debido a su frecuencia, es el agente etioléogico mas comun que causa septicemia
adquirida tanto dentro como fuera de hospitales; también es causante principal de
infecciones urinarias y de meningitis bacteriana. E. coli es el agente numero 2
causante de enfermedades diarreicas en los paises en vias de desarrollo. Las cepas

que ocasionan padecimientos entéricos tienen caracteristicas diferentes v,
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dependiendo de su mecanismo de accion, se clasifican en 6 categorias:
enterotoxigénica, enteropatdgena, enterinvasiva, enteroagregativa, adherente-difusa

y enterohemorragica.

€ -
Escherichia coll

Figura 33. E. coli, tincion Gram a 100x(izquierda) y micrografia obtenida por
microscopia electrénica de barrido (derecha)

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus son bacterias esféricas con un diametro aproximado de 0.8-
1.0 um; no poseen flagelos, ni esporas. Son bacterias Gram positivas y su agrupacion
caracteristica es en cumulos parecido a racimos de uvas. La temperatura éptima de
incubacion es de 30-37°C, aunque son capaces de crecer en un rango amplio de
temperatura que va desde los 10°C y hasta los 40°C, y soporta una concentracion
alta de NaCl (15%). Son bacterias anaerobias facultativas que pueden crecer a partir
de respiraciéon aerobia o por medio de la fermentacion. S. aureus es uno de los
estafilococos que son coagulasa positiva, lo que le permite a la bacteria interferir con
la fagocitosis cuando infecta a un paciente humano. La coagulasa es una enzima
capaz de producir redes de fibrina alrededor de los microorganismos impidiendo que
el fagocito entre en contacto con ellos. Esta bacteria se encuentra de manera normal
en la nariz y la piel de seres humanos, y en ocasiones se encuentra en la cavidad oral
y tracto intestinal; sin embargo, debe considerarse como una bacteria patégena. Su
nombre se debe a la pigmentacién de las colonias que son de color amarillo cuando

crecen en medios ricos en nutrientes.

Puede causar infecciones supurativas, infecciones estomacales y sindrome del

choque toxico. Dentro de las enfermedades mas graves que S. aureus causa se
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encuentran la pneumonia, flebitis, meningitis y endocarditis. Una de las cepas de
mayor relevancia es el S. aureus resistente a la meticilina (MRSA por sus siglas en
inglés) observada predominantemente en infecciones nosocomiales, y mas
recientemente se ha encontrado fuera de hospitales. La resistencia a la meticilina es

un indicativo de multiresistencia a antibiéticos por parte de las bacterias.
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Figura 3. S aureus, tincion Gram (izquierda) y micrografia obtenida por microscopia
electronica de barrido (derecha)

Staphylococcus epidermidis

La bacteria es de forma esférica Gram-positiva, con diametros aproximados de 1um.
S epidermidis no se considera patdégena e incluso puede ser importante como flora
normal de los humanos actuando de manera protectora. Es una bacteria que no
produce la enzima coagulasa; sin embargo, puede ser considerado como un patégeno
oportunista. Las colonias de esta bacteria son de color blanco cuando crecen en
medio de cultivo y por esta razdén se nombro al principio Staphylococcus albus, para
después nombrarse S epidermidis ya que es un habitante natural de la piel. Son
bacterias mesdfilas, su temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C, aunque puede

crecer a diferentes temperaturas. Es una bacteria no moévil y que no forma esporas.

Se conoce muy poco acerca del mecanismo de patogénesis de las infecciones
causadas por S. epidermidis. Se encuentra regularmente formando biopeliculas lo
qgue genera un problema sobre todo en dispositivos prostéticos. Es uno de los cinco
microrganismos mas significativos que se encuentran en la piel y mucosas por ser

causante de infecciones nosocomiales debido al uso de los implantes médicos. Se ha
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aislado a esta bacteria de lentes de contacto, catéteres urinarios, implantes de

corazoén, entre otros, generando cerca de 22% de infecciones en torrente sanguineo.

Figura 35. S epidermidis, tincién Gram (izquierda) y micrdgrafia obtenida por
microscopia electronica de barrido (derecha)

65



APENDICE B

Resonancia Paramagnética Electrénica de Productos Comerciales
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Figura 36. Espectro de RPE de ZnO Comercial
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Figura 37. Espectro de RPE de CuO Comercial
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APENDICE C

Tarjetas JCPDS utilizadas para la caracterizacion de las NPs obtenidas durante la

realizacion de esta tesis.

89-7102 Wavelength= 1.54060
Zn0 26 Imt h k 1
Zinc Oxide 31772 57 1 0 O
34420 393 0 0 2
36.2566 999* 1 0 1
Zincite, syn 47541 197 1 0 2
- 56.602 285 1 1 0
Rad.: CuKal x: 1.54060 Filter: d-sp: Calculated 62858 253 1 0 3
Cut off: 17.7 Int.: Calculated I/Icor.: 5.33 66.384 36 2 0 0
Ref: Calculated from ICSD using POWD—12++ 67953 190 1 1 2
Ref: Heller, R.B., McGannon, J., Weber, A.H., J. Appl. Phys., 69.094 97 2 0 1
21, 1283 (1950) 72.563 15 0 0 4
76.967 28 2 0 2
Sys.: Hexagonal S.G.: P6gmec (186) 81.384 14 1 0 4
a: 32495(2) b e 52089(1) A C: 16024 89618 98 2 0 3
ol B: ¥ 72 mp:
Ref: Ibid.
Dx: 5.676 Dm:

Peak height intensity. PSC: hP4. See PDI 79-205. No R value
given. At least one TF missing. Mwt: 81.38. Volume[CD]: 47.61.

%IDL @ 2003 JCPDS—International Centre for Diffraction Data. All rights reserved

PCPDFWIN v. 24

Figura 38. Tarjeta cristalografica de 6xido de zinc, ZnO

89-2529 Wavelength= 1.54060 C
Cul 26 Int h k 1 28 Int h k
Copper Oxide 32.489 92 1 1 0 80.324 21 1 1
35437 391 0 0 2 80.324 2 0
35551 994 1 1 1 82.536 43 3 1
Tenorite, syn 38668 999* 1 1 1 82.929 27 2 2
- — — — 38945 261 2 0 0 83.379 4 3 1
Rad.: CuKal 7: 154060  Filter: d—sp: Calculated 16 285 7 11 2 83.627 32 4 0
Cut off: 17.7 Int.: Calculated I/Icor.: 3.52 48841 281 2 0 2 86.729 16 4 0
Ref: Calculated from ICSD using POWD—-12++ 51.286 11 1 1 2 86.729 2 2
Ref: Calos, N.J., Forrester, J.S., Schaffer, G.B., J. Solid 53.399 80 0 2 0 87.886 1 11
State Chem., 122, 273 (1996) 56.638 6 0 2 1 87.886 1 3
58206 130 2 0 2 89.652 34 1 3
Sys.: Monoclinic S.G.: C2/c (15) 61580 167 1 1 3
. . . . X 65732 122 0 2 2
a: 4.6832 b: 3.4288 c: 5.1297 A: 1.3658 C: 1.4961 66301 133 3 1 1
o g: 99.309 T 7 4 mp: 66.484 73 3 1 0
s 67.823 75 1 1 3
Ref: Ibid. 68038 141 2 2 0
68.869 2 2 21
) ) 71.807 3 3 1 2
Dx: 6.500 Dm: 72.335 56 3 1 1
72.851 4 2 21
Peak height intensity. R—factor: 0.025. C.D. Cell: a=5.130, zéggg gi % g g
b=3.429, c=4.683, p=99.31, a/b=1.4961, c/b=1.3658, 79.663 1 0 2 3

S.G.=A2/a(15). PSC: mC8. Mwt: 79.55. Volume[CD]: 81.29.

&m ® 2003 JCPDS—International Centre for Diffraction Data. All rights reserved

PCPDFWIN v. 24

Figura 39. Tarjeta cristalografica de 6xido de cobre, CuO
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