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Introduccion

En este trabajo se presenta la obtencidn, caracterizacion y evaluacion de las
propiedades antibacterianas de nanoparticulas (NPs) de 6xido de cobre y bismuto
(CuBi204) con diametro promedio de cristalito de 50 y 20 nm, obtenidas por
mecanosintesis.

La mecanosintesis es una técnica basada generalmente en reacciones en estado
sélido, lo que significa que los procesos involucrados en la evolucién de la
microestructura ocurren sin salir de la fase sélida. Por lo tanto, no requieren pasar
por los puntos de fusidn de los elementos participantes en la reaccion. En términos
practicos, esto puede significar una reduccion de costos frente a otros
procedimientos comunmente empleados en la obtencion de nanoestructuras.

Las NPs de CuBi2O4 fueron caracterizadas por difraccion de rayos-X en polvo,
microscopia electréonica de transmision de alta resolucién, espectroscopias de
absorcion y emision electronica en la region del UV-Visible, FTIR, espectroscopia
Raman, y Resonancia Paramagnética Electronica.

Finalmente, se llevd a cabo un estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de
las NPs de CuBi2Oa4 obtenidas, utilizando las cepas bacterianas Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa.

Esta tesis consta de 5 secciones. La 1° seccion se refiere de manera general, las
propiedades quimicas y fisicas, del CuBi2O4 y a los precedentes bibliograficos
relacionados con este trabajo. En la 2° seccién se aborda el método de sintesis de
las NPs de CuBi204, la descripcion del equipo utilizado para la caracterizacion de
dichas NPs y se describe la metodologia empleada para evaluar sus propiedades
bactericidas. La discusion de los resultados obtenidos del estudio de las NPs de
CuBi20a4 se lleva a cabo en la 3° seccion. Las conclusiones del trabajo se dan en la
4° seccidn y las referencias bibliogréficas, aparecen en el 5° apartado. Ademas, se

presentan 4 apéndices con informacion adicional, relacionada con este trabajo.




Objetivos
Objetivo General

» Obtener nanoparticulas de 6xido de cobre y bismuto (CuBi20a4) de diferentes
tamafos a partir de un método mecanoquimico y evaluar su actividad

antibacteriana.
Objetivos Especificos

» Obtener nanoparticulas de CuBi2O4 por mecanosintesis.

» Caracterizar las nanoestructuras de CuBi2Oa4 obtenidas, a partir de diferentes
técnicas espectroscopicas y por microscopia de transmision electronica.

» Evaluar las propiedades antibacterianas de las nanoparticulas de CuBi2O4

utilizando cepas de P. aeruginosa y S. aureus.




Hipotesis
La activacion mecanica, asi como de la mecanosintesis de la mezcla de sales

de cobre (Il) y Bi(lll) en un medio basico, permitira obtener nanoparticulas de

CuBi204 con diferentes diametros promedio.

La diferencia de tamafo influird en la actividad antibacteriana de las NPs de
CuBi204




1.- Generalidades

Los 6xidos metélicos en general y en particular los 6xidos formados por metales de
transicion son compuestos con propiedades electrénicas Unicas. En la actualidad,
el desarrollo de 6xidos conductores, superconductores, cataliticos, emisores de luz,
dieléctricos, magnéticos etc., demuestra que este tipo de 6xidos metalicos forman
una serie de compuestos cuyo entendimiento representa un reto cientifico Unico y
da lugar a una diversidad de aplicaciones que solo se puede encontrar en estos
materiales. Por otro lado, se ha informado que las nanoestructuras formadas por
oxidos en donde intervienen metales de transicion, resultan buenos candidatos para
interactuar con las bacterias. En particular se ha informado que las NPs de 6xido de
titanio (TiO2), 6xido de zinc (ZnO), 6xido cuprico (CuO), la magnetita (Fes0a4) y el
oxido de magnesio (MgO) presentan importantes propiedades antibacterianas, las
cuales dependen en gran medida de su forma y tamafio. En afios recientes se ha
informado sobre las propiedades antimicrobianas de otros éxidos como son la
hematita (Fe203), la espinela de manganeso (Mn3Oa) y el 6xido de cobre y bismuto
CuBi204, entre otros [1].

1.1.- Oxido de cobre y bismuto, CuBi204

El 6xido de cobre y bismuto (CuBi2O4) es de color negro con brillo metalico, se
presenta en la naturaleza como el mineral “kusachiite”; y tiene una densidad de 8.53
g/cm3. Su composicién quimica es de 6xido de bismuto (111) (Bi20385.42% - 86.00%)
y oxido de cobre (ll) (CuO (13.91% - 14.58 %). Presenta un arreglo cristalino
tetragonal, con un grupo espacial P4/ncc y parametros de red a = b = 8.50 A yc=
5.81 A (figura 1). ElI CuBi204 es un material semiconductor tipo-p con una energia
de brecha prohibida o band gap de 1.5 - 1.8 eV. [2]




Figura 1. Representacion de la estructura cristalina del CuBi2Oa4. (a) Vista desde el
eje C, (b) vista desde un angulo arbitrario. Los atomos se representan por esferas;

azules = Bi, naranjas = Cu y rojas = O. [2]

El mineral Kusachiite, (CuBi2Oa4) se ha encontrado en vetas de calcita cortadas en
rocas de gehlenita-espurita en la zona de Fuka, Japon. Este mineral fue llamado asi
en honor al Doctor Isao Kusachi del Departamento de Ciencias de la Tierra de la
Universidad de Okayama, en reconocimiento a su trabajo sobre minerales “skarn”
(rocas que contienen minerales calcosilicatados como la wollastonita, granate
andradita y actinolita). Esta especie mineral y su nombre fueron aprobados por la
Comisién de Nuevos Minerales y Nombres de Minerales, de la Asociacion
Internacional Mineraldgica [3].

El CuBi204, es un material relativamente poco estudiado en comparacion con otros
oxidos como las ferritas. La primera referencia data de 1976 y hasta marzo de 2019
solamente aparecen 86 trabajos relacionados con dicho 6xido (fuente scopus)




Las principales aplicaciones del CuBi2O4 estan relacionadas con la fotocatalisis,
para la generacion de hidrégeno a partir de H20, con la degradacién de algunos
colorantes contaminantes del agua y como microbicida, debido a la generacion de
especies reactivas de oxigeno, capaces de inactivar microorganismos Como Virus,
bacterias, esporas y protozoarios [3]. Las propiedades microbicidas del éxido
cuprico (CuO), asi como del 6xido de bismuto (Bi2O3) son bien conocidas, por lo que
el CuBi204 resulta un sistema muy interesante en ese sentido, ya que se podria
esperar una respuesta sinérgica o concomitante de ambos o6xidos, en la actividad
antibacteriana del CuBi20a4. En la tabla 1, se resumen los tipos de bacterias para las

que han resultado efectivas las NPs de los 6xidos mencionados.

Tabla 1. Bacterias Gram positivas y Gram negativas para las que se ha probado la
actividad antibacteriana de NPs de CuO, Bi203 y CuBi204

Composicién y tamafio Gram negativas Gram positivas
de las NPs
Escherichia coli, Pseudomonas Enterococcus faecalis,
aeruginosa, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus
Cu0 23-30nm [4 y 5] Klebsiella pneumonia, Shigella Bacillus subtilis,
flexneri, Salmonella Janthinobacterium sp.,
typhimurium Microbacterium testaceum

_ Escherichia coli, Klebsiella
Bi.O315-30 nm [6]

pneumoniae, Pseudomonas Staphylococcus aureus
y 350 nm [7]

aeruginosa

CuBi;0438-100 nm

nanorods [8]

Escherichia coli




1.2.- Nanoparticulas de CuBi204

Los nanomateriales son materiales (ceramicos, metales, semiconductores,
polimeros, o bien, una combinacion de éstos) en donde al menos una de sus tres
dimensiones se encuentra en el intervalo de 1 a 100 nm (1nm = 10-°m). Durante las
dltimas décadas, la investigacion en ciencia y tecnologia se ha centrado en la
fabricacion de materiales a escala nano-métrica debido a que son sistemas que se
encuentran en la interface de sistemas con estados electronicos discretos
(moléculas) y sistemas con estados electronicos continuos “bulk materials”
(materiales masivos).

En los materiales nanoestructurados, los electrones mas externos experimentan
efectos de confinamiento, que generan que sus propiedades fisicas y quimicas se
modifiqguen drasticamente conforme disminuye el tamafio de particula. El efecto de
la disminucion del tamafio de particula se refleja en el desplazamiento de los
méaximos de las bandas de los espectros de absorcion y emision hacia regiones de
mayor energia, la disminucion considerable de los puntos de fusion, propiedades
cataliticas superiores y aumento de la solubilidad, lo que conduce a que sus
propiedades electrénicas, magnéticas y opticas se modifiquen drasticamente. Los
sistemas nanoestructurados, se caracterizan por su gran relacion
superficie/volumen (S/V), también conocida como superficie especifica. A medida
que las particulas disminuyen su tamafio, esta relacidén crece exponencialmente.
Ademas, en los nanomateriales se observa una cuantizacion de los niveles de
energia de los electrones méas externos. En la figura 2 se presenta una escala de
dimensiones que va desde 1nm hasta 1 milimetro en la que se puede observar la

region en que se ubican los materiales nanoestructurados [9].




C60 Nanotubos Nanoparticulas Bacteria
fullerenos de carbono de plata

~7" Células eucariotas

1 nm 10 nm 100 nm 1 micra 10 micras 100 micras 1 mm

ADN Proteinas Virus Células rojas de la sangre Pelo
_
Visible con microscopio electrénico Visible con microscopio dptico Visible por el
ojo humano

Figura 2 Comparacion de tamafos [10]

La produccion de nuevos nano-materiales se puede llevar a cabo mediante dos
estrategias diametralmente opuestas, por un lado, técnicas descendentes o “top-
down” (reduccion del tamafo de materiales masicos hasta limites nano-métricos), y
por otro, técnicas ascendentes o “bottom-up” (sintesis de nano-materiales mediante
unidades de construccion mas pequefias) [11].

En particular el CuBi2O4 nanoestructurado se ha obtenido empleando el método
solvotermal, sol-gel y por mecanosintesis empleando un molino de bolas. A

continuacion, se describen brevemente dichos métodos.

1.2.1.- Método Solvotermal

Con el nombre general de sintesis solvotermal se agrupan una serie de técnicas en
las que un precursor metalico disuelto en un liquido, dentro de una autoclave, es
calentado por encima de su punto de ebullicion, lo que genera una presion superior
a la atmosférica. El liquido habitual es el agua, y de ahi el nombre de “sintesis
hidrotermal”; sin embargo, cada vez se van utilizando con mayor frecuencia otros
medios liquidos: disolventes organicos, amoniaco liquido, hidracina, etc., y tenemos
entonces la sintesis solvotermal. En este tipo de técnicas, normalmente los tiempos
de reaccion son largos (comparados con otros métodos quimicos). La sintesis
hidrotermal se refiere a reacciones heterogéneas en medio acuoso por encima de

100 °C y 1 bar. Una caracteristica distintiva de la sintesis hidrotermal es que los




reactivos que dificilmente se disuelven en agua pasan a la disolucion por accion del
propio disolvente o de mineralizadores. El objetivo de esta técnica es lograr una
mejor disolucion de los componentes de un sistema y asi se logran disolver o hacer
reaccionar especies muy poco solubles en condiciones habituales (p. €j., la silice,
aluminosilicatos, sulfuros, etc). [1]. Este método se ha empleado para preparar una
gran variedad de materiales como, semiconductores, ceramicos, aleaciones y
polimeros. El proceso involucra el uso de disolventes que van de una presion
moderada a un alta (el rango tipico es de 1 atm a 10000 atm) y temperatura entre
los 100°C a los 1000°C. El proceso puede ser usado para obtener varias geometrias
incluyendo peliculas delgadas, nano-cristales, y mono-cristales. Ademas, la
morfologia (esfera (3D), barra (2D) o alambre (1D)) de los cristales formados se
controla mediante la manipulacion de la sobresaturacion del disolvente, la

concentracion de la sustancia quimica de interés y el control cinético. [12]

1.2.2.- Método sol-gel

El método sol-gel es un proceso quimico en fase himeda ampliamente utilizado en
la ciencia de los materiales. Este método se utiliza principalmente para la fabricacion
de nano-materiales (normalmente un 6xido metalico). Se parte de una solucién
quimica o sol que actia como precursor de una red integrada ya sea de particulas
discretas o de una red de polimeros. Los precursores tipicos del proceso sol-gel son
los alcoxidos metalicos y los cloruros metalicos, que sufren varias reacciones de
hidrolisis y poli-condensacion para formar una dispersion coloidal, que luego de una
polimerizacion lenta forma un gel. En general los alcoxidos son muy sensibles a la
humedad (se descomponen muy facilmente ante la presencia de ésta), es por ello
que la hidrdlisis para la formacion del gel es llevada a cabo usando alcoholes como
un disolvente comun para los diferentes liquidos inmiscibles. Un gel polimérico es
una red macromolecular infinita, la cual esta hinchada por el disolvente. Un gel
puede ser creado cuando la concentracion de la especie dispersa aumenta. El
disolvente es atrapado en la red de particulas y asi la red polimérica impide que el
liquido se separe, mientras el liquido previene que el sélido colapse en una masa

compacta. La deshidratacion parcial de un gel produce un residuo sélido elastico




que se conoce como xerogel. Finalmente, este material es completamente
deshidratado y eventualmente tratado térmicamente en flujo de gas para obtener el
material nano-estructurado final. Se observa un esquema del método sol-gel en la

figura 3. [1]

Precursores

Quimica
Sol A Solucién

Macromoléculas
poliméricas + liquido

Particulas coloidales + liquido
Punto de
Gelificacién

Gel Polimérico

Gel coloidal
Secado

8® = —

Polvo Fibras Léminas  Monolitos Materiales

porosos

Sinterizado
Ceramico

Figura 3 Esquema simplificado del método sol-gel. [13]

1.2.3.- Mecanosintesis

La IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define una reaccion
mecano-quimica como: “reaccion quimica que es inducida por absorcién directa de
energia mecanica” con una nota que “cizallamiento, estiramiento, molienda y golpe
son algunos métodos tipicos para la generacion de una reaccién mecano-gquimica”
[14]. Por otro lado, Gaffet et al. [15] se refiere a la mecanosintesis como a aquellos
procesos en los que se induce una reaccidn quimica en las materias de partida,
debido unicamente a la accion de molienda continua. La mecanosintesis es una
técnica basada fundamentalmente en reacciones en estado sélido, lo cual significa
gue los procesos involucrados en la evolucién de la microestructura ocurren sin salir
de la fase sdlida; por lo tanto, no requiere pasar por los puntos de fusion de los
elementos participantes de la reaccion. En términos practicos, esto también significa
una reduccion de costos frente a los procedimientos que usualmente involucran

cambios de estado. Las reacciones sélidas, producidas mediante esta técnica,
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corresponden a procesos difusivos a escala atdmica inducidos por las condiciones
locales de presion y temperatura que se generan en la microestructura de las
particulas debido a la generacién de defectos cristalinos y a la acumulacion de
tensién en la red cristalina producida durante el proceso de la aleacidbn mecanica.
El método general de mecanosintesis consiste en una serie de procesos que se
ilustran en la figura 4. La reaccién ocurre antes del término del tratamiento mecéanico
(fase 1) y es determinada por la excitacion térmica, la cual depende de la
temperatura de reaccion. La aplicacion de energia mecanica resulta en un aumento
significativo de la velocidad de reaccion (fase 2); después, ésta se estabiliza y
permanece constante bajo las mismas condiciones (fase 3). Por ultimo, después de
la interrupcién del tratamiento, la velocidad de reaccién vuelve a disminuir (fase 4)
[16].

i g
[7¥]
'S

Velocidad de Reaccion

- >
Tiempo

Figura 4. Diagrama de las etapas involucradas en la mecanosintesis [16].

Por otro lado, la activacion mecanica esta definida como un incremento en la
capacidad de reaccién debido a cambios estables en la estructura sélida; esto se
refiere a los procesos en los que no se produce un cambio quimico en los reactivos
de partida, pero se favorece la cinética de la reaccion, permitiendo obtener un
determinado producto, empleando una temperatura de tratamiento térmico menor
gue en un proceso de sintesis convencional en estado sélido.
Se ha informado en la literatura que la mecano-sintesis es un método adecuado
para producir:

- “Compositos” de polvo metalicos con una microestructura controlada.

- Soluciones sdlidas cristalinas y amorfas.

- Materiales metalicos nano-estructurados y nano-vitreos. [17]
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Este fue el método de sintesis empleado para obtener las nanoestructuras de

CuBi204, objeto de estudio de este trabajo de tesis.

En la tabla 2 se hace un resumen de los métodos informados en la literatura para la

obtencién de NPs de CuBi20a.

Tabla 2. Métodos de sintesis y tipos de NPs de CuBi20a.

Reactivos

Tamafio

Método o Condiciones de trabajo Morfologia
quimicos (nm)
CU(N03)2'3H20 .,
La reaccion se lleva a cabo durante
Bi(NO3)3*5H20 | 31y, después secado a 120°C .
Sol-gel. [18] HNOs, glucosa, | durante 12h. Calcinado durante 6 h 230 Esféricas
acrilamida, acido | 3 goo°C
tartarico
Mecano- MWCNT, La reaccién dura 2h en el molino a Nano-
guimico Bi(NO3)3*5H,0, | 480 rpm y T. ambiente. Lavado con 30-40 tubos
(Usando molino | Cu(NOs)2*3H.0O y | agua destilada y etanol. Secado al cortos
de bolas). [19] NaOH vacio a 60 °C por 8 h.
. ., , R 900
Acetona, glicerol, | La reaccion se llevé a 50°C durante lonaitud N&ano-
Sol-gel [20] HNOs, Bi(NOs)s, | 13h, se sec6 a 120°C por 1 hy se g L.
. o 200 lamina
Cu(NO:s); calcina a 500°C por 3h.
ancho
Bi(NOg)3'5H20,
HNOs, agua La reaccion se llevo a cabo a 120°C T’:no I?Sg Nano-
Hidrotermal [21] destilada, de 6 a 24h, después fue 2009_500 lamina
Cu(NOs)2*3H,0O | centrifugado y secado a 60°C.
ancho
NaOH
. 100-
Blélzlai);)ZOSI;Iizcchc La reaccion se llevo a cabo a 120°C | 2800 Nano.
Hidrotermal [22] prico, durante 12h. Secado a 80°C | longitud
agua, etanol, tubos
durante 8 h 40-250
NaOH iy
diametro
%L'j((l\l\||((333))2 La reaccion se llevo a cabo en una
| 3)2 o
Hidrotermal [23] _ autoclave a 180°C durante 100 Se | =55 55 | ypicas
Agua destilada | lavé con agua destilada y se seco a
100°C durante 2h.
NaOH
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En esta tesis se evaluo la actividad antibacteriana de las NPs de CuBi204 frente a
cepas de P. aeruginosa y de S. aureus. Estas bacterias se eligieron ya que son
consideradas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de prioridad critica
(documento publicado el 27 de febrero de 2017), pues presentan multi-resistencia y

son especialmente peligrosas en hospitales, en pacientes inmunodeprimidos.

1.3.- Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus

P. aeruginosa (figura 5) pertenece a la rama g de las proteobacterias, asi como las
enterobacterias. Es un bacilo aerébico 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 moéviles debido a un flagelo polar. Su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C, pero puede crecer incluso hasta
42°C. Esta especie bacteriana es capaz de utilizar una enorme variedad de
compuestos organicos como sustrato para crecer, capacidad que le permite
colonizar nichos en los que son escasos los nutrimentos que otros organismos
pueden asimilar. Se ha reportado el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes tan
inhéspitos como son el combustible de avidn, soluciones de clorhexidina y el jabén,
contrariamente a lo que parece, todos nosotros estamos en contacto diariamente
con P. aeruginosa, ya que se encuentra en bajas cantidades en nuestros alimentos
y en algunos articulos de limpieza. 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
patébgenas para el hombre y las plantas. P. aeruginosa representa un problema
importante de salud pues se presenta como un patdogeno oportunista generando
infecciones nosocomiales comunmente y afectando a pacientes inmunodeprimidos.
Una vez que se establece la infeccion, la bacteria produce una serie de compuestos
toéxicos que causan dafio tisular extenso e interfieren con el funcionamiento del
sistema inmune. Es una bacteria que presenta una muy alta resistencia natural a
distintos antibidticos y a desinfectantes, resultando en una alta mortalidad en

pacientes infectados [24].
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Figura 5. P. aeruginosa [24]

Por otro lado, S. aureus (figura 6) 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 cumulo 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 respiracion aerobia o por medio de la
fermentacién. Puede causar infecciones supurativas, infecciones estomacales y
sindrome del choque téxico. Dentro de las enfermedades mas graves que S. aureus
genera, se encuentran la neumonia, flebitis, meningitis y endocarditis. Una de las
cepas de mayor relevancia es 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 antibioticos por parte de las
bacterias.

En la actualidad se ha incrementado la resistencia de algunas bacterias a
tratamientos con antibioticos, lo que causa que la poblacién sea afectada por este
tipo de bacterias y las infecciones que producen, a veces tardan en curarse o

causan la muerte del individuo. Por tal razén, se estan buscando nuevas formas de
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combatir las infecciones de tipo bacteriano y en este sentido, las nanoestructuras,
debido a sus dimensiones de unos cuantos nanémetros y a su gran superficie

especifica, resultan candidatos ideales para interactuar con las bacterias [25].

Figura 6. S. aureus [25]

1.4.- Mecanismos propuestos del efecto de las NPs sobre las bacterias

Se ha informado sobre diversos mecanismos alrededor del efecto antibacteriano de
los 6xidos metalicos nanoestructurados, los cuales se describen a continuacion

brevemente (Figura 7).

- Estrés oxidativo, formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO). Las
ERO, son un conjunto de moléculas reactivas producidas en algunos procesos
metabdlicos en los que participa el oxigeno: el anién superoxido Oz~ que es un
potente agente oxidante muy reactivo con el agua. El peréxido de hidrogeno H20:2
y el radical hidroxilo (OH) que es el mas reactivo, ya que aceptando un electrén
mas, da lugar a una molécula de agua. Las NPs de 6xidos metalicos son capaces
de producir distintas especies reactivas de oxigeno, pueden participar en distintos
tipos de reacciones en las que pueden sufrir procesos de oxidacién o reduccion.

Las ERO pueden producir efectos nocivos sobre las células como dafios en el
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ADN, dafios producidos por oxidacion de acidos grasos poliinsaturados y de
aminoécidos. La alteracion del balance en los mecanismos de produccion y
eliminacion de las ERO, en favor de la produccion, origina el estado de estrés
oxidativo en la célula. Las NPs de MgO pueden generar O2~, mientras que las
NPs de ZnO pueden generar H202 y OH, pero no Oz™. Por otro lado, las NPs de
CuO pueden producir los cuatro tipos de oxigeno reactivo. El Oz y el H202 causan
reacciones de estrés menos agudas y pueden ser neutralizados por antioxidantes
endogenos, como las enzimas superoxido y la catalasa, mientras que el OH y el
O:2 pueden conducir a la muerte microbiana aguda.

- Daflo en pared—-membrana celular por interaccion electrostatica y
acumulacion. Los grupos electronegativos de los polisacéridos en la membrana
bacteriana son sitios de atraccion de cationes metalicos. La diferencia de carga
entre membranas bacterianas y las NPs de oOxidos metalicos conduce a la
atraccion electrostatica y asi se acumulan en la superficie de la bacteria alterando
la estructura y la permeabilidad de la membrana celular. Las bacterias Gram—
negativas tienen una mayor carga negativa que las bacterias Gram—positivas y
por lo tanto la interaccion electrostatica sera mas fuerte en las cepas Gram—
negativas. Los poros de las membranas se encuentran en el orden de
nandémetros, por lo tanto, entre menor sea el tamafio de particula y mayor es el
area de superficie, mayor es la eficacia de los Oxidos metalicos
nanoestructurados. De la misma manera los cationes extraidos de las NPs de los
oxidos metalicos y su acumulacion en pared celular, crean fosas en ella, llevando
a un cambio en la permeabilidad debido a la liberacion sostenida de
lipopolisacéaridos, proteinas de la membrana y factores intracelulares. Ademas,
se ha vinculado este mecanismo con la interrupcion de la replicacion del adenosin
trifosfato (ATP) y del acido desoxirribonucléico (ADN) de la bacteria, llevandola a
su muerte. Un estudio sefiala que la accion de las NPs depende de los
componentes y la estructura de la célula bacteriana. Se menciono, por ejemplo,
gue la accion antimicrobiana de ZnO es mas efectiva en bacterias Gram—
positivas. Los componentes peculiares de las bacterias Gram—negativas, como

los lipopolisacaridos (LPS), pueden prevenir la adhesion de las np de ZnO a la
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barrera de las células bacterianas y regular el flujo de iones dentro y fuera de la
membrana celular bacteriana.

- Pérdida de homeostasis por iones metalicos. El balance de elementos
metalicos es esencial para la supervivencia microbiana, ya que regula las
funciones metabdlicas al ayudar a las coenzimas, cofactores y catalizadores.
Cuando las bacterias tienen un exceso de metales o iones metalicos, habra un
desorden en las funciones metabdlicas.

Los iones metélicos se unen con el ADN vy alteran la naturaleza helicoidal
mediante enlaces cruzados entre y dentro de las cadenas de ADN. Los iones
metalicos neutralizan las cargas en LPS y aumentan la permeabilizacion de la
membrana externa. Reportes sefialan que las NPs de TiOz pueden adherirse a
la superficie de las células bacterianas liberando iones y dafiando la composicién
y estructura de la membrana celular, interfiriendo con la funcién de la membrana
celular y causando la fuga de contenido celular, resultando en la muerte
bacteriana. Las NPs que contienen Fe % /Fe &% también puede causar la
descomposicion de las células bacterianas debido a la difusiébn de iones
metalicos generando grandes cantidades de radical hidroxilo y la difusién en las
células bacterianas. Otros estudios sefialan que las NPs de 6xidos metalicos
pueden liberar lentamente iones metdlicos a través de adsorcion, disolucion e
hidrélisis. Dichos iones son toxicos y abrasivos para las bacterias y, por lo tanto,
lisan las células.

- Disfuncion de proteinas y enzimas. La disfuncion de la proteina es otro
modo de actividad antibacteriana exhibida por NPs de Oxidos metélicos. Los
iones metalicos catalizan la oxidacion de las cadenas laterales de aminoacidos
dando como resultado carbonilos unidos a proteinas. Los niveles de
carbonilacion dentro de la molécula de proteina sirven como marcador para el
dafio oxidativo de la proteina. Esta carbonilacion de proteinas conducira a la
pérdida de la actividad catalitica en el caso de las enzimas, lo que finalmente
desencadena la degradacion de las proteinas. Ademas, estos iones reaccionan
con los grupos -SH de muchas proteinas y enzimas y los vuelven inactivos. Un

estudio sefiala que las NPs de CuO causaron alteracién significativa de expresién
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de proteinas involucradas en el metabolismo del nitrégeno, la transferencia de
electrones y el transporte de sustancias.

- Genotoxicidad e inhibicion de la sefial de transduccion. Debido a sus
propiedades eléctricas, las NPs de 6xidos metalicos interactuan con los acidos
nucleicos, en particular el ADN gendmico y el plasmidico. Suprimen la division
celular de los microbios al alterar los procesos de replicacion del ADN
cromosomico y del plasmido. Se sabe que la transduccion de sefiales en las
bacterias se ve afectada por las NPs de éxidos metélicos. La fosfotirosina es un
componente esencial del mecanismo de transduccidon de sefiales en bacterias.
Estas nanoparticulas desfosforilan los residuos de fosfotirosina, lo que inhibe la
transduccion de sefiales y, en ultima instancia, obstruye el crecimiento de
bacterias. Estudios sefialan que las NPs de MgO pueden alterar la expresion de
muchas proteinas metabdlicas, incluida la regulacién de una proteina débil de
unioén a ésteres de tiamina y riboflavina, y la regulacién de una proteina asignada
a la ruta critica del metabolismo celular bacteriano, lo que resulta en una
reduccion de la actividad metabdlica celular, lo que sugiere que las NPs regulan
los procesos metabdlicos de las bacterias actuando sobre las proteinas diana.
Las NPs de CuO pueden regular la expresion de proteinas relacionadas con el
metabolismo de nitrdgeno bacteriano e inhibir significativamente la actividad del
nitrato reductasa y la reductasa de nitrito.

Finalmente, también es importante considerar que los cationes presentes en la
superficie de las NPs formadas por 6xidos metalicos, son acidos de Lewis con
valencias insaturadas que podrian formar enlaces de tipo covalente dativo, con
bases de Lewis (grupos nitrogenados y oxigenados) presentes en los aminoacidos
y polisacéaridos constituyentes de la pared celular. Dicha interaccién también podria
generar la lisis de la pared celular. Por todo lo anterior, es importante tener en cuenta
que existen diversos mecanismos que pueden estar involucrados en la actividad

antimicrobiana de las NPs de los 6xidos metélicos. [26]
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Figura 7. Posibles mecanismos del efecto antibacteriano de los 6xidos metalicos
nanoestructurados.[26]

2.- Desarrollo experimental

En esta seccién se describe la metodologia empleada para sintetizar las NPs de
CuBi204, asi como los equipos empleados en su caracterizacion. También se
presenta la metodologia que se llevé a cabo para evaluar la actividad antibacteriana

de las NPs obtenidas.

Las NPs de 6xido de cobre y bismuto (CuBi204) se obtuvieron por triplicado a partir

de los siguientes reactivos:

- Cloruro de cobre dihidratado (CuCl2¢2H20), grado reactivo= 99.0%, Sigma-
Aldrich

- Cloruro de bismuto (BiCls), grado reactivo = 98.0%, Sigma-Aldrich

- Acetato de cobre (Cu(CH3COO)z) 99.99%, Aldrich

- Acetato de bismuto (Bi(CH3COO)3) 99.99 +%, Aldrich

- Agua destilada

- Hidréxido de sodio (NaOH), grado reactivo = 97.0%, Sigma-Aldrich

- Acetona grado reactivo 2 99.5% Sigma-Aldrich
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2.1.- Obtencién de las NPs de CuBi204

Las nanoparticulas de CuBi2O4 se obtuvieron mediante reacciones en estado solido,
empleando como sales precursoras cloruros y acetatos de Cu(ll) y Bi(lll), en relaciéon

estequiométrica 1:2 y en presencia de una base, de acuerdo a las siguientes

reacciones quimicas:

CuCl, + 2 BiCl; + 8 NaOH — CuBi,0, xps + 8 NaCl + 4 H,0

Cu(CH;C00), + 2 Bi(CH5CO0); + 8 NaOH — CuBi,0, yps + 8 NaCH;C00 + 4 H,0

Se emplearon dos concentraciones de partida de la sal de cobre: 5x10- 4y 2x10- 3

moles. En la tabla 3 se presentan las cantidades que se emplearon de cada reactivo,

para llevar a cabo la reaccion.

Tabla 3: Pesos y concentracion de los reactivos quimicos empleados.

Reactivo quimico (moles) peso

(moles) peso

Cloruro de cobre di-hidratado

-4
(CuCl2+2H20) (5x10°4) 0.08 g

(2x10-3) 0.34 g

Cloruro de bismuto (BiCls) (1x10°%) 0.31 g

(4x10°3) 1.26 g

Acetato de cobre

-4
Cu(CHsCOO)2 (5x10°%) 0.09 g

(2x1073) 0.36 g

Acetato de bismuto

-3
Bi(CH3sCOO)s (1x10%)0.38 ¢

(4x10°3) 1.54 g

Hidréxido de sodio (NaOH) (4x10-3) 0.16 g

(1.6x10°2) 0.64 g
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2.1.1.- Reacciones sin llevar acabo un tratamiento térmico (mecanosintesis)

En primer lugar, las sales metalicas se muelen en un mortero de agata durante 10
minutos. Posteriormente se agrega el hidréxido de sodio (NaOH) a la mezcla de
sales metalicas. La molienda se continta hasta que el producto obtenido no
presenta ningln cambio aparente, en general para este sistema, la molienda de
todos los reactivos se lleva a cabo durante 30 minutos.

El producto obtenido se lava 4 veces con agua destilada y 3 veces con acetona,
separando por centrifugaciéon a 3500 rpm por 10 minutos, en cada ocasion. El

producto obtenido se deja secar a temperatura ambiente.
2.1.2.- Reacciones tratadas térmicamente (activaciéon mecanica)

Se siguid el procedimiento anterior, pero el producto obtenido fue tratado
térmicamente a 600°C por dos horas.

En la figura 8, se presentan fotografias de la evolucion de la reaccidén para obtener
NPs de CuBi204y en la figura 9 se presenta un esquema general del procedimiento

experimental.

. ok s
e €0 i .

Sales : Después del
" Al terminar :
metalicas + . tratamiento
la molienda i
NaOH térmico

Figura 8. Evolucion de la reaccion para obtener NPs de CuBi20a4
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Figura 9. Esquema general del procedimiento experimental.

2.1.3.- Equipos empleados en la caracterizacion de las NPs de CuBi204

v' Difractémetro de Rayos X Siemens D5000. Los difractogramas se
obtuvieron con una radiacion Cu Ka (A=1.5406 A) en el laboratorio de Estado
Solido de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FES-C), UNAM.

v" Microscopio electrénico de transmision JEM-ARM200F del Laboratorio

Avanzado de Nanoscopia Electrénica (LANE) del Cinvestav, IPN.

v' Espectrofotometro UV-Vis Ocean Optics USB2000 del laboratorio de
Materiales y Nanotecnologia del Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia
(ICAT), UNAM.

v' Espectrofotometro de dispersion Raman WITec. Laser Nd: YVOs de
532nm con un aumento de 100x del Laboratorio Universitario de
Caracterizacion Espectroscopica (LUCE) del ICAT, UNAM.

v' Espectrometro de Absorcién Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR por sus siglas en inglés) Thermo Nexus del Laboratorio Universitario
de Caracterizacion Espectroscopica (LUCE) del ICAT, UNAM.
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v' Espectrofluorémetro F7000 Hitachi, con una lampara de 150W de Xe como
fuente de excitacion del laboratorio de Estado Sdélido de la FES-C, UNAM.

v’ Espectrometro de Resonancia Paramagnética Electrénica (RPE)
ELEXSYS E500 Bruker, en banda X a temperatura ambiente, de la Unidad
de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAII) y la Industria de la facultad
de Quimica de la UNAM.

2.1.4- Ensayos de actividad antibacteriana.

Para llevar a cabo los ensayos de la actividad antibacteriana se emplearon los

siguientes materiales:

e Asas bacteriologicas desechables

e Cajas Petri

e Tubosdel5y2mL

e Placas de 96 pozos

e Agar soya tripticasa (TSA)

o Cepas de bacterias:

e Pseudomonas aeruginosa (Gram negativo) ATCC 43636

e Staphylococcus aureus (Gram positivo) ATCC 25923
2.1.4.1- Equipo usado para los ensayos de la actividad antibacteriana.

Todos los equipos pertenecen al laboratorio de Genética Molecular de la Divisién
de Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) de la Facultad de Odontologia de
la UNAM.

Contador de colonias automatizado Acolyte 3 HD el
Horno / Incubadora CLS-NHYBRID
Incubadora Felisa

Lector de micro-placas FilterMax F5

NN

Bio-fotdmetro Eppendorf D30
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2.4.1.2.- Nanoparticulas en el medio de cultivo (Tripticasa de soya-agar)

Se llevé a cabo una primera evaluacion de la actividad antimicrobiana de las NPs
de CuBi20a4, para lo cual se prepararon dispersiones de dichas NPs en el medio de
cultivo (agar soya tripticasa) en dos concentraciones: 25 mg y 50 mg de NPs por mL
de medio de cultivo, respectivamente. El medio de cultivo con la dispersion de las
NPs se coloco en cajas Petri de 60X15 mm y se dej6 gelificar. Posteriormente fueron
inoculadas con 102 unidades formadoras de colonias (UFC) de P. aeruginosa y S.
aureus, respectivamente, y se incubaron por 24 h a 35 °C. En la figura 10 se
presentan fotografias de una caja Petri con medio de cultivo y de una caja Petri con
medio de cultivo y NPs de CuBi204. Este experimento se llevé a cabo en sustitucion
de los antibiogramas debido a que se observé una pobre difusion de las NPs hacia
el medio de cultivo. El porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano se obtuvo

a partir de la ecuacion 1:

Co
100 %

% de inhibicion bacteriana = X * (Ecuacion 1)

En donde:
X=*Unidades Formadoras de Colonias (UFC) contabilizadas

Co = Concentracioén inicial de las UFC

*Unidades Formadoras de Colonias (UFC), término que debe utilizarse para reportar
la cuenta de colonias en placa, las cuales pueden surgir de una célula o bacteria o

de un cumulo de células o bacterias [27].
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Figura 10. (10.A) Cajas Petri con medio de cultivo agar y
(10.B) medio de cultivo agar y NPs de CuBi204

2.4.1.3- Ensayo de actividad metabdlica bacteriana por sales de tetrazolio
(XTT)

Este ensayo permite evaluar la viabilidad bacteriana a través de un método
colorimétrico. Este experimento se llevé a cabo en placas con 96 pozos y se
utilizaron las siguientes cepas de bacterias P. aeruginosay S. aureus. Ademas, para
cada cepa se utilizaron 3 filas de 10 pozos, de los cuales 3 pozos se utilizaron como
controles. El octavo pozo fue el control positivo (+) que contiene 80 pL de
clorhexidina al (2%), 100 pL de medio de cultivo y 20 pL de bacterias, el noveno
pozo fue el control negativo (-) que contiene 180 pL medio de cultivo y 20 uL
bacterias y el décimo pozo fue el control doble negativo (-/-) que sé6lo contiene 200
pL de medio de cultivo liquido.

Se pesaron 0.1 g de las NPs CuBi204 y se dispersaron con la ayuda de un vortex
en 1 mL del medio de cultivo. Se tomaron 200uL de la dispersién de nanoparticulas
y fueron afadidos al primer pozo, mientras que al resto de los pozos (del segundo
al séptimo) se les agrego 100 pL de medio de cultivo. Posteriormente se tomaron
100pL del primer pozo y se le agregaron al segundo pozo, se homogenizo la
dispersién en este pozo y se volvié a tomar 100 pL para agregarlos al tercer pozo y

asi sucesivamente se repite esta metodologia hasta el séptimo pozo, a este ultimo
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pozo se le retiran 100 uL de la dispersion. Esta accion se realiza con el objetivo de
tener diferentes diluciones de las NPs. Finalmente se agregan 80uL de medio de
cultivo y 20uL de la suspensién de bacterias (10° UFC) a cada pozo.
Posteriormente, la placa se introdujo a una incubadora con una agitacion de 120
RPM a una temperatura de 35°C durante 24 h. Al transcurrir 24 h, se agrega el
reactivo XTT (que es la sal de sodio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-
tetrazolium-5-carboxanilide y PMS (Fenasin Metosulfato). Posteriormente se deja en
la obscuridad durante 2 h a 37 °C. Este experimento se fundamenta en la reduccion
del XTT hasta cristales de formazan (que absorben a 450 nm). Esta reaccion es
acelerada por la adicién de un acoplador de electrones como es el PMS. Finalmente,
se tomo la lectura de la absorbancia en 450 nm de cada pozo con un lector de
microplacas FilterMax F5. En la Figura 11 se muestra un diagrama de la placa
empleada para determinar la viabilidad bacteriana en presencia de las NPs de

CuBi204, en éste se pueden observar la concentracion de NPs en cada pozo.

{/50\) {/25 \\) /12.5\ /ﬁ 25\\. ./3.12\. ./1 55\‘. {/o 73\\. /H\} {/[]\) /[ /- \‘

@ W x/ L A A A A A A

1 . 3 4 5 6 7 8 “ 10 11 12

S. aureus

P. aeruginosa

Figura 11. Esquema de las placas y concentracién de las NPs en los pozos.
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3.- Resultados y discusion

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

3.1.- Caracterizacion por Difraccion de Rayos X de polvos

En primer lugar, se presentan los difractogramas del producto obtenido a partir de
las reacciones en donde se parti6 de 5X10“ moles de la sal de cobre (acetatos 6
cloruros), 1X103 moles de la sal de bismuto y 4X10-3 moles de sosa. Se comparan
los difractogramas de los productos obtenidos sin llevar a cabo ningun tratamiento
térmico y de los productos que fueron calcinados a 600°C por dos h.

Se ha asignado un color para referirnos a las condiciones en que se obtuvieron las
NPs de CuBi204, ver tabla 4. Es importante notar que el CuBi2O4 se obtiene adn sin
llevar a cabo un tratamiento térmico Figuras 12 y 13. Los valores de 2(6) se

presentan en la tabla 5.

Tabla 4: Colores para identificar las condiciones en que se obtuvieron las NPs de

CuBi204, cuando se partié de 5X10* moles de la sal de Cu(ll).

Reaccion para obtener NPs de Tratamiento
Color CuBi20a4 térmico
Verde | Cu(CHs;COO),+ 2Bi(CH;COO);+ 8NaOH | Sin calentar
= Azul | Cu(CHsCOO),+ 2Bi(CHsCOO)s+ 8NaOH | 600°C/2h
= Gris CuCl,+ 2BiCls + 8NaOH Sin calentar

— Rojo CuCl+ 2BiCls + 8NaOH 600°C/2h

Es importante mencionar que el CuBi204 se obtuvo como fase Unica, es decir que
todos los picos de difraccion corresponden con los informados en la tarjeta
cristalografica (International Centre for Diffraction Data) ICDD 01-079-1810, para el
CuBi204, en un arreglo cristalino tetragonal, con un grupo espacial P4/ncc y
pardmetros de red a=b = 8.48 A, c=579A.
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10004 (211) )
——— NPs de CuBiz0s Sin calentar
NPs de CuBiz0s 600°C/2h

= (01-079-1810)

Intensidad (u.a.)

20 (grados)

Figura 12. Difractogramas de las NPs de CuBi204, obtenidas a partir de las sales

metalicas de acetato

1000- ——
(211) —— MNPs de CuBiz0s Sin calentar
—— NPs de CuBi204 600°C/2h
o 800 m (01-079-1810)
=)
T 600 ‘
o
O i (310)
E 400 002 (411)
{200) 2
200- }[521] (114)
0

20 30 40 50 60 70
20 (grados)

Figura 13. Difractogramas de las NPs de CuBi204, obtenidas a partir de las sales

metdlicas de cloruros.
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Tabla 5. Posicion de los picos de difraccion de las NPs de CuBi204

Posicion de los picos de difraccion 20 (grados) presentes en los
patrones de DRX en polvo de las NPs de CuBi20a4

Plano Tarjeta

Cristalogréfica — — —_—

(01-079-1810)
(200) 20.81 20.94 20.93 20.97 20.99
(2112) 28.22 28.26 28.11 28.12 28.18
(002) 31.05 31.03 30.87 31.15 31.15
(310) 33.01 33.51 33.36 33.22 33.23
(202) 37.81 37.88 37.55 37.86 37.98
(411) 46.86 46.83 46.67 46.87 46.89
(213) 53.26 53.35 53.19 53.26 53.43
(332) 55.93 55.96 55.8 55.94 55.65
(521) 60.91 61.02 60.69 61.02 61.01
(600) 66.25 66.41 66.23 66.27 66.49

El tamafio promedio de las NPs fue determinado a apartir de los picos de difraccion
correspondientes a los planos; (200), (211) y (202), empleando la ecuacion de
Scherrer (ecuacién 2) a partir de los datos del ancho medio (Full Width at Half
Maximum, FWHM) de los picos de interés, para los planos representativos de las
NPs incorporandolos a la correccion de Warren que incluye como patron de

difraccion.

KxA . .
£E= —— (Ecuacion 2)
FWHM x cos 0
Donde ¢ es el tamafio promedio del cristal, A es la longitud de onda de la radiacion,
K es una funcién de forma que tiene un valor de 0,9. FWHM determinado por el del
ancho medio del pico experimental en radianes y 0 es el angulo de incidencia en

radianes. [16]. En la tabla 6, se presenta el tamafio promedio calculado para las NPs
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de CuBi204 obtenidas sin calentar y después de calcinar a 600°C/ 2 h. En general
se puede observar que las NPs que fueron sometidas a un tratamiento térmico son
alrededor de 2.5 veces el tamafio de las NPs que se obtuvieron sin necesidad de

llevar a cabo un tratamiento térmico posterior a la molienda.

Tabla 6: Tamafos promedio de las NPs de CuBi204

Plano/ diametro
promedio(nm) .
NPs de CuBi204 Promedio
(200) (211) (202)
a partir de acetatos sin calentar
23.8 24.4 23.8 24.0
a partir de acetatos 600°C/2h
52.1 52.8 53.9 52.9
a partir de cloruros sin calentar
19.5 20.0 21.1 20.2
a partir de cloruros 600°C/2h
53.7 52.8 51.8 52.7

Por otro lado, en las reacciones que se llevaron a cabo partiendo de 2X10-® moles
de la sal de cobre, 4X10-2 moles de la sal de bismuto y 1.6 X 102 moles de sosa, se
favorece la formacion de 6xido de bismuto; Bi2Os, (JCPDF 74-1374), 6xido cuprico;
CuO (JCPDF 80-1268) y oxido de cobre y bismuto; CuBi2O4 (ICDD 01-079-180)

Figura 14, de acuerdo al siguiente equilibrio quimico:

CuClz + 2 BiCls + 8 NaOH — ¥ CuBi204 + %2 Bi203 + %2 CuO + 8 NaCl + 4 H20

Cu(CHsCOO)2 + 2 Bi(CH3COO)s + 8 NaOH — %2 CuBi204 + %2 Bi203 + % CuO
+ 8 NaCHsCOO + 4 H20

Estas reacciones se llevaron a cabo por triplicado, y al no obtener una fase pura, se

decidid no continuar con su caracterizacion.
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= CuBiz204 (01-079-1810)
600+ CuO (80-1268)

* Bi203 (74-1374)
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Figura 14. Difractograma de la mezcla de NPs de CuBi204, CuO y Bi20s.

3.2.- Caracterizacion de las NPs de CuBi204 por microscopia electrénica de
transmision de altaresolucién HR-TEM (High-resolution transmission electron

microscopy).

Para obtener las micrografias correspondientes, se prepararon las muestras como
se describe a continuacién. Se dispersaron 0.1 gramos de las NPs de CuBi204 en 2
mL de etanol. La dispersion se colocd en un bafio ultrasénico durante un minuto,
con la finalidad de conseguir una dispersion homogénea de las NPs en el disolvente.
Posteriormente, con el uso de una micro pipeta se tomaron 60 pL de la dispersién
de las NPs de CuBi204y se depositaron en una rejilla S160-3 Carbon Film de 300
Mesh Cu (50). En las figuras 15 y 16, se presentan algunas micrografias
representativas de las NPs de CuBi2Os4 de tamafio promedio de 20 y 50 nm,
respectivamente. En las figuras 15.A y (15.C,15. D), se pueden apreciar NPs
aisladas con tamafios de 21 X 17 nm y una mas pequefia de 10.3 X 10.3 nm,

respectivamente. Es importante mencionar que, no obstante que estas NPs se
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obtuvieron sin llevar a cabo un tratamiento térmico posterior a la molienda, se

obtienen NPs de CuBi204 muy cristalinas.

15.B

(2i1) “ " (200)

¥ (002)

(110) *

(200) (222)

Figura 15. Micrografias de HRTEM y patrones de difraccion de electrones,
representativos de las NPs de CuBi204 obtenidas sin llevar a cabo un tratamiento

térmico posterior a la molienda

Por otro lado, las NPs de CuBi204 obtenidas después de calentar a 600°C por 2 h
forman nanoestructuras alargadas tipo nanorods con dimensiones de alrededor de
12.64 X 58.68 nm, Figura 16.A. En la figura 16.B se aprecia un acercamiento en la
direccion mas larga del rod en donde se observa un crecimiento en la direccion del
plano (211) con una distancia interplanar de 3.18 A. Las distancias observadas en

los correspondientes patrones de difraccion de electrones; resumidos en la tabla 7,
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corresponden a los planos del CuBi204 (ICDD 01-079-1810), lo que corrobora la
composicién de las NPs.

Figura 16. Micrografias de HRTEM representativas de las NPs de CuBi204
obtenidas después de calentar a 600°C por 2 h
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Tabla 7. Distancias interplanares observadas en las micrografias de las NPs de

CuBi204, asi como en sus correspondientes patrones de difraccion de electrones

Distancia interplanar (A) | Distancia interplanar (A) y plano
Tamario de las NPs de _ _ _
CUBILO y plano correspondiente | correspondiente, obtenidos del
uBi
= (micrografia) patron de difraccion de electrones
Figura 14.A
5.99 (110) 2.87 (002), 3.15 (211), 4.24 (200),
21 X 17 nm 6.05 (110)
Figura 14.C
4.20 (200) 2.09 (222), 3.15 (211), 4.22 (200)
10.3 X 10.3 nm
Figura 15.A
3.18 (211) 1.41 (104), 2.01 (330), 2.73 (102)
58 nm

3.3.- Caracterizacion de las NPs de CuBi204 por espectroscopias de absorcion

y emision electronica en la regiéon UV-Visible.

Los espectros de absorcion electrénica UV-Visible (Figura 17) de los polvos de las
NPs de CuBi204 de tamafio promedio de 50 y 20 nm, fueron obtenidos por la técnica
de reflectancia difusa, empleando un espectrofotometro de fibra 6ptica Ocean
Optics USB 2000. Se puede observar una clara diferencia entre ambos espectros,
no obstante que los tamafios de las NPs de CuBi204 obtenidas en este trabajo,
presentan un confinamiento electrénico muy débil. La diferencia observada entre los
espectros es el resultado de la forma y el tamafio de las nanoestructuras que se
favorece en uno u otro caso. En primer lugar, las NPs de menor tamafio forman
estructuras mayoritariamente cubicas, presentando un espectro de absorcion que
va de 250 a 550 nm. Por otro lado, las NPs de mayor tamafio absorben de 250 a
650 nm, ya que adicionalmente forman estructuras tipo rod, lo que se refleja en un
espectro de absorcién mas extendido hacia la regién del visible. En dicho espectro
no se observan transiciones de tipo d-d debidas a la formaciéon de compuestos

moleculares de Cu (ll). En el apéndice B se presenta una tabla en donde se resumen
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los intervalos de energia en donde absorben los compuestos moleculares de Cu (ll),

con diferentes geometrias.

NPs de CuBi204

Absorbancia (u.a.)

250 300 350 400 450 500 550 600 650
A (nm)
Figura 17. Espectros de absorcién electrénica
en la region UV-Visible de las NPs de CuBi2O4de 20 y 50 nm

Por otro lado, los espectros de emisién de los polvos formados por las NPs de
CuBi204 fueron colectados en un espectrofluorimetro F7000 Hitachi, empleando una
longitud de onda de excitacion (Aexc) de 270 nm. En la figura 18 se presentan dichos
espectros, se puede observar que ambos presentan un maximo de emisién en 828
nm. A partir de este valor se determiné el band gap de las NPs de CuBi204 obtenidas

en este trabajo, mediante la siguiente ecuacion 3:

E = M _ (4.13X107 eV +s)X(3X108mxs~*
A (8.28X10~7m)

) ~ 1.50 eV (Ecuacion 3)

En donde:

Ey= energia de brecha prohibida
h= constante de Planck

c= velocidad de la luz

Ag= longitud de onda asociada a la energia de brecha prohibida
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El valor de 1.50 eV corresponde con el band gap informado en la literatura para el
CuBi204 masico. La diferencia de intensidades puede estar relacionada con la
formacién de defectos en la superficie de las NPs. De acuerdo a lo observado,
pareciera que las NPs de mayor tamafio poseen una mayor cantidad de defectos.
Debido al tamafio de las NPs obtenidas, no se esperaba obtener un valor del band

gap desplazado hacia el ultravioleta.

NPs de CuBi204
828

—2—20 nm
—8— 50 nm

Intensidad (u.a.)

1 ' 1 ' 1 ' 1 ' I ' 1 ' 1 ' 1 v
810 815 820 825 830 835 840 845 850
A (nm)

Figura 18. Espectros de fluorescencia de las NPs de CuBi2O4de 20 y 50 nm,

obtenidos en polvo empleando una texc de 270 nm.
3.4.- Caracterizacion por espectroscopias Raman e Infrarroja

Las NPs de CuBi204 fueron caracterizadas por las espectroscopias vibracionales;

infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y de dispersion Raman.
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De acuerdo a lo informado en la literatura la representacion irreducible de los modos

activos en Raman e IR para el CuBi204 con el grupo espacial P4/ncc es:
I'opt = 5Alg, +5819, +4Bzg +11Eg +5A,,+10E,,

de los cuales, experimentalmente, solo se observan 6 modos activos en Raman,
con simetrias: 4A1g, +B2g +Eg.

Los espectros Raman de las NPs de 50 y 20 nm, se obtuvieron directamente sobre
los polvos formados por dichas NPs, empleando un laser de de 532 nm y una
potencia de 3.5 mW.

En lafigura 19 se presentan los espectros Raman de dichas NPs, se puede observar
gque no existen diferencias significativas entre los espectros de las NPs mas
pequefias, con respecto a las de tamafios mayores. Las 6 sefales observadas
coinciden con las informadas en la literatura, para este sistema. La banda en 88 cm-
1, esta asociada con el modo vibracional de flexién en el plano con simetria Bzg, del
bismuto romboédrico. La siguiente banda localizada en 122 cm-?, con simetria A1g,
se asigna a la vibracién de traslacion del plano de CuOasa lo largo del eje Z. La sefial
gue se encuentra en 182 cm con simetria Eg, esta asociada a la vibracién Cu-Cu.
Por otro lado, la banda intensa en 255 nm con simetria Aig, corresponde a la
rotacion de dos cuadrados de CuOg, apilados en direccion opuesta. La banda que
se observa en 392 cm es atribuida a la vibracion de estiramiento del enlace Bi-O,
con simetria A1g y finalmente la sefial en 573 cm™ de menor intensidad es asignada
a la vibracién de tipo “breathing” en el plano de los cuadrados de CuQOa, con simetria
Au1g.

Estos valores coinciden con los informados en la literatura para el CuBi2O4 con

estructura cristalina tetragonal.
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(122) ——20 nm
—a— 50 nm

Intensidad (u. a.)

100 200 300 400 500 600
desplazamiento Raman (cm'1)

Figura 19. Espectros Raman de las NPs de CuBi204

Para obtener los correspondientes espectros de IR de las NPs de 20 y 50 nm del
oxido de cobre y bismuto, se prepararon pastillas de bromuro de potasio (KBr) en
una relacion de 1 mg de muestra (CuBi204) por 99 mg de KBr. En la figura 20, se
presenta un espectro de FTIR caracteristico de las NPs sintetizadas en esta tesis,
en donde se observan dos sefiales intensas en 517 y 411 cm, asignadas a las
vibraciones de estiramiento del enlace Bi-O del octaedro BiOs y del enlace Cu-O
respectivamente. En este espectro, no se observan sefiales intensas debido a la

absorcion de agua.
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Figura 20. Espectro FTIR de las NPs de CuBi2O4 obtenidas en esta tesis.
3.5.- Caracterizacion por Resonancia Paramagnética Electronica (RPE)

Los espectros de RPE de las NPs de CuBi204 se obtuvieron en polvo, a temperatura
ambiente en banda X, empleando una frecuencia de 9.8586X10° Hertz, una
potencia de 0.002 Wats y una ganancia de 50, con un campo centrado en 3350
Gauss. Los espectros RPE de las NPs de 50 y 20 nm del CuBi204, se presentan en
la figura 21. En dichos espectros solamente se puede ver la contribucion del Cu (1),
ya que es un catién paramagnético (3d® con S= 1/2) con un spin nuclear (1= 3/2).
Para ambos espectros el valor calculado de la constante giromagnética (g) es
cercano a 2. La constante giromagnética se calculé a partir de la ecuacion de

resonancia (ecuacion 4):

hv =gpH (Ecuacion 4)

h= constante de Planck (6.625 X 10?7 erges)

v= frecuencia de las microondas (Hertz)

B= magneton nuclear de Bohr (9.27 X 102! erg/G)
H= campo magnético (Gauss)
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Se ha informado en la literatura que la existencia de Cu?* con carga no compensada
(mondémeros y dimeros de Cu?*) dentro de la estructura de las NPs, presentan
espectros RPE de tipo isotrépico, con un valor de g cercano a 2. Dichos cobres con
carga no compensada pueden ser el resultado de vacancias de oxigeno (Vo) en las
NPs.

—=— 50 nm g=2.08
—— 20 nm g=2.04

Intensidad (u.a.)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Campo magnético (G)
Figura 21. Espectros de RPE de las NPs de CuBi204 obtenidas en este trabajo
A partir de todos los resultados presentados hasta el momento, podemos decir que

obtuvimos de manera satisfactoria, NPs de CuBi2O4 como fase Unica, con diametros

promedio de tamafio de cristalito de 50 y 20 nm.

3.6.- Resultados de las pruebas para la evaluacion de la actividad

antibacteriana

Los resultados que se presentan a continuacion, se obtuvieron en colaboracion con

la Dra. Argelia Almaguer Flores en el laboratorio de Genética Molecular de la
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Division de Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) de la Facultad de
Odontologia de la UNAM.

Se llevé a cabo un estudio preliminar de la actividad antibacteriana de las NPs de
CuBi204 de 20 nm, por ser las de menor tamafio. En primer lugar, se presentan los
resultados obtenidos para P. aeruginosa. En la figura 22 se presenta una gréafica de
las unidades formadoras de colonias (UFC’s) en funcion de la concentracion de las
NPs de CuBi204 de 20 nm. Cuando dicha concentracion fue de 50 mg/mL, las UFC’s
de la bacteria P. aeruginosa, present6 un valor promedio de 118 UFC’s / mL (+/-
9.28) y de 436 UFC’s / mL (+/-8.04) en una concentracion de 25 mg/mL. El andlisis
de estos resultados indico que las UFC’s se redujeron en 89% en las cajas Petri
que contenian 50 mg/ mientras que la reduccion de las UFC’s fue de 57.3% cuando
la concentracidn de NPs fue de 25 mg/ml. En la figura 23 se muestran las fotografias
de las cajas Petri correspondientes, donde se aprecia claramente la disminucién de
las UFC’s, cuando la concentracién fue de 50 mg de NPs/ mL de medio de cultivo.
En el caso de la bacteria S. aureus se observo un mejor efecto antibacteriano debido
a que no hubo crecimiento de la bacteria para ambas concentraciones 50 y 25 mg
de NPs/ mL, respectivamente (figuras 23 y 24). En la tabla 8 se presenta el resumen

de los resultados anteriores.

UFC’s / mL

1200

1000
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200 .
. 1l
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Concentracion de NPs mg/mL

B P. geruginosa W S. aureus

Figura 22. Grafica del conteo de las UFC’s de acuerdo a la concentracion
de las NPs de CuBi204 (25 y 50 mg).
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Figura 23. Fotografias de las cajas Petri con la bacteria P. aeruginosa y las
diferentes concentraciones de NPs. (23.A) 50 mg de NPs /mL (89% de reduccion
de crecimiento bacteriano), (23.B) 25 mg de NPs/mL (57% de reduccién de

crecimiento bacteriano) y (23.C) Medio de cultivo sin NPs.
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Figura 24. Fotografias de las cajas Petri con la bacteria S. aureus y las diferentes
concentraciones de NPs. (24.A) 50 mg de NPs /mL (100% de inhibicién de
crecimiento bacteriano). (24.B) 25 mg de NPs /mL (100% de inhibicién de

crecimiento bacteriano) y (24.C) medio de cultivo sin NPs.

Tabla 8. Resultados del conteo de las unidades formadoras de colonias

Concentracioén de las

UFC’s/ mL Promedio

UFC’'s Desviacion
Bacteria o NPs de CuBi2O4 (% en que se redujo las
Inicial estandar
(mg/mL) UFC’s)
50 118 (89%) 9.28
P. aeruginosa 108 25 436 (57.3%) 8.04
0 1000 0
50 (100%) 0
S. aureus 108 25 (100%) 0
0 1000 0
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3.7.- Ensayo de actividad metabdlica bacteriana por sales de tetrazolio (XTT).

Para determinar la viabilidad bacteriana, se llevd cabo la reduccion del XTT. Este
ensayo consiste en que el reactivo de XTT contiene una sal de tetrazolio (2,3-bis [2-
Metoxy-4-nitro-5- sulfofenil] 2H-tetrazolio-5-carboxianilida, sal interna) y PMS, un
reactivo de acoplamiento de electrones (N- metildibenzopyrazine sulfato de metilo),
que se combina con XTT para formar una solucién estable. La reduccion del
compuesto de XTT se produce en la superficie celular facilitada por el sistema de
transporte de electrones (ETS) que se lleva a cabo gracias a la conversion realizada
por NADPH o NADH producidas por las enzimas oxidorreductasas. El PMS media
la reduccidon de XTT al tomar los electrones en la superficie celular, formando un
compuesto intermedio que reduce la sal de tetrazolio a formazan. En las bacterias,
la respiracion puede proporcionar una medida adecuada de la actividad metabdlica
de células y dar informacion sobre los efectos de diferentes condiciones sobre la
viabilidad celular. Las bacterias con un ETS activo reducen estos colorantes redox
a formazan.

En las figuras 25 y 26 se presentan los resultados obtenidos del experimento para
medir la viabilidad bacteriana de P. aeruginosa y de S. aureus, respectivamente, en
presencia de las NPs de CuBi204 (20 nm). Es muy importante considerar que las
NPs de CuBi204, presentan un espectro de absorcién que va de 250 a 550 nm. Por
lo tanto, en la medida de absorcion a 450 nm, siempre tendremos una contribucion
de la absorcién de las NPs. En consecuencia, se observa que en el pozo de mayor
concentracion de NPs, la absorcion observada a 450 nm pertenece
fundamentalmente a las NPs. No obstante, este problema experimental, se puede
observar cierta disminucion del crecimiento bacteriano, a medida que se incrementa
la concentracion de NPs y que tienen un mejor efecto antibacteriano que la
clorhexidina al 2%, en el caso de P. aeruginosa. Sin embargo, al parecer la
clorhexidina al 2% presenta un mejor efecto bactericida para S. aureus.

44

——
| —



La efectividad antibacteriana se determiné a partir de la siguiente ecuacion:

% Efectividad antibacteriana = (Al A2

) (100) (Ecuacién 5)
Donde:

Al = Absorbancia a 450 nm de los pozos con bacteria en medio de cultivo (control
negativo).

A2 = Absorbancia a 450 nm en presencia de bacteria e inhibidor de crecimiento;

Clorexidina a 2% (control positivo) o NPs de CuBi204

Los resultados obtenidos se presentan en las figuras 25 y 26, en donde se puede
observar que para P. aeruginosa se tiene un % de efectividad antibacteriana que va
de 86% a 56%, para las concentraciones de 25 mgy 0.78mg de NPs de CuBi204/mL
de medio de cultivo, respectivamente. Para esas mismas concentraciones, en el
caso de S. aureus, el % de efectividad es del 100% al 65%, respectivamente.
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Figura 25. Gréfica del porcentaje de efectividad antibacteriana

de las NPs de CuBi204 para P. aeruginosa
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Figura 26. Grafica del porcentaje de efectividad bacteriana

de las NPs de CuBi2O4 para S. aureus.

Como se mencioné previamente, una de las motivaciones de este trabajo de tesis
fue evaluar la actividad antibacteriana que pudieran presentar las NPs de CuBi20a4,
esperando observar una actividad sinérgica entre el CuO y el Bi2Os, ya que se ha
informado que éstos presentan actividad antibacteriana frente a varias cepas Gram
positivas y Gram negativas (ver tabla 1 de esta tesis).

Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos podemos decir que dicha
sinergia no fue observada, ya que en la literatura se han informado CMI's de NPs
de CuO (23 nm) de 12.5 mg/mL para cepas de P. aeruginosa, y de 6.25 mg/mL para
cepas de S. aureus. Por otro lado, NPs de Bi2O3 (15-30 nm) han presentado CMI’s
de 2.5 mg/mL para ambas cepas. En nuestro caso, las NPs de CuBi204 (20 nm)
obtenidas en esta tesis presentaron una inhibicibn maxima del 86% para una
concentracion de 25 mg/mL para P. aeruginosa y del 100% para S. aureus, para la

misma concentracion de NPs. Estos resultados se resumen en la tabla 9.
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Tabla 9. Comparaciéon de actividad antibacteriana de NPs de CuO, Bi2O3 y

CuBi20a4 frente a cepas de P. aeruginosa y S. aureus

Compuesto Tamafio de Concentracion de inhibicion (mg/mL)
NPs NPs (nm) P. aeruginosa S. aureus
CuO [4] 23 12.5 6.25
Bi2Os [6] 15-30 - 1.5
CuBi204 20 50 (86 % de 25 (100% de
esta tesis inhibicién) Inhibicion)

Finalmente, podemos sugerir que la actividad antibacteriana observada en las NPs
de CuBi204 obtenidas en este trabajo, se deba predominantemente a la carga de
las NPs debido a vacancias de oxigeno (Vo) que genera la formacién de centros de
Cu?* con cargas no compensadas (mondémeros y dimeros), lo que favoreceria la
interaccion de las NPs de CuBi204 con la membrana celular bacteriana, con carga
negativa. Sin embargo, es solo uno de los mecanismos posibles de accién que

pudiera favorecer la actividad antibacteriana de las NPs estudiadas en este trabajo.
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4.- Conclusiones

Se sintetizaron de manera satisfactoria NPs de Oxido de cobre bismuto CuBi2Oa4
como fase Unica y con tamafos de cristalito promedio de 20 a 50 nanémetros,
cuando se parti6 de: 5X10“ moles de la sal de cobre (acetatos 6 cloruros), 1X103

moles de la sal de bismuto y 4X10-3 moles de sosa.

Todas las técnicas espectroscopicas, microscopia electronica de transmision de alta
resoluciéon (HR-TEM) y difraccién de rayos X (XRD), (corroboran la pureza de la

fase).

Cuando se incremento la concentracion de los reactivos de partida, el equilibrio
quimico se desplaz6 hacia la formacion de los 6xidos mas estables de cobre (CuO)

y bismuto (Bi20s3), en adicion a las NPs de CuBi20a.

El método de sintesis empleado en este trabajo resulté ser un método sencillo,
reproducible, de bajo costo y amigable con el medio ambiente. Ademas, si se
compara con otros métodos de obtencion de NPs que requieren de 10 a 24 h y un
gran consumo energeético, la mecanosintesis es un método relativamente rapido ya

que en un lapso de 1 a 4 h se pueden obtener diversas nanoestructuras.

En cuanto a la evaluacién de la actividad antibacteriana de las NPs de CuBi204, se
encontré que la metodologia que se emplea normalmente para evaluar sistemas
solubles en agua, no son los mas adecuados para NPs de 6xidos metalicos. Esto
se debe, por un lado, a la pobre difusion de dichas NPs hacia el medio de cultivo
(antibiogramas) y, por otro lado, los espectros de absorcion de las NPs (de 250 a
550 nm) influyen drasticamente en la respuesta éptica observada en 450 nm

(prueba de viabilidad bacteriana).

Sin embargo, a pesar de las dificultades experimentales podemos sugerir que existe

un efecto bactericida de las NPs de CuBi2O4 moderado para las cepas estudiadas,
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ya que el porcentaje de efectividad antibacteriana para P. aeruginosa va de 86% a
56% y para S. aureus de 100% a 65%.

El efecto antibacteriano de las NPs de CuBi204 se observé para ambas bacterias P.
aeruginosa y S. aureus. Y uno de los mecanismos propuestos por el cual se pudo
observar este efecto es debido a la descompensacion de las cargas generadas por
las vacancias de oxigeno en la red cristalina del 6xido y esto podria favorecer la
interaccion de las cargas negativas de la membrana celular con las cargas positivas

de las NPs y eso favorece a la actividad antibacteriana.
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Apéndice A

ICDD 01-079-1810 del CuBi204

01-079-1810 Aug 14, 2017 5:28 PM (ma)

Status Alternate  QM: Star  Pressure/Temperature: Temperature (Non-ambient) ~ Chemical Formula: Bi2 Cu O4
Empirical Formula: Bi2 Cu04  Welght %: Bi76.62 Cu11.65011.73  Atomlc %: Bi28.57 Cu14.29 057.14
ANX: AB2X4  Compound Name: Bismuth Copper Oxide  Common Name: dibismuth copper oxide

Radlation: Cuka : 1.5406&k  d-Spacing: Calculated  Intensity: Calculated  We: 15.79

SYS: Tetragonal SPGR: P4/ncc (130)

Author's Cell [ AuthCell a: 8.4575(1)A  AuthCellc: 5.7001(1)A  AuthCell Vol: 417.11A=  AuthCell Z: 4.00
AuthCell MolVol: 104.28 ] Author's Cell Axlal Ratlo [ ¢/fa: 0.682 ]

Density [ Dcalc: 8.687g/fcm*  Dstruc: 8.69g/cm? ] SS/FOM: F(30) = 999.9(0.0000, 31)

Temp: 27.000K (Author provided temperature) — R-factor: 0.01

Space Group: P#4/ncc (130)  Molecular Welght: 545.50

Crystal Data [ XtiCell a: g.488& XtiCell b: g.4884 XtiCell c: 5.7004 XtiCell : 90.00° XtlCell: 90.00°
XtiCell: 90.00°  XtiCell Vol: 417.11A=  XtiCellZ: 4.00]

Crystal Data Axlal Ratlo [ cfa: 0.682 ab: 1.000 ¢fb: 0.682]

Reduced Cell [ RedCell a: 5.7908 RedCellb: 84888 RedCellc: 84888  RedCell: 90.00°

RedCell: 90.00° RedCell: 90.00° RedCellVol: 417.11A3]

Crystal (Symmetry Allowed): Centrosymmetric

Pearson: tP28.00 Subflle(s): ICSD Pattern, Alternate Pattern, Inorganic, Superconducting Material, Common Phase
Entry Date: 07/27/2010 Last Modificatlion Date: 01/17/2013

References:
Primary Reference Calculated from ICSD using POWD-12++ (1997).
Structure “Exchange striction and exchange constants in Bi2 Cu 04, Attfield, J.P. J. Phys.: Condens. Malter 1, 7045 (1989).

ANX: AB2X4. Analysis: Bi2 Cul O4. Formula from original source: Bi2 Cu O4. ICSD Collection Code:
Database Comments: 67018. Structures: Magnetic structure also determined. Temperature of Data Collection: 27 K. Wyckoff
Sequence: g f ¢(P4/NCCZ). Unit Cell Data Source: Powder Diffraction.

d-Spacings (164) - 01-079-1810 (Fixed Siit Intensity) - Cu K1 1.54056A
2

2 d(R) I b kI * d{A) I h k1 * 2 d(A) I h kI *
14.7481 6001570 2 1 10 65.9850 1.4714580 41 a6 0 0 89.8950  1.090340 13 6 4 2
20,9154 4243750 169 2 0O O 66.3346 1407970 67Tm 1 1 4 90.8392 1.081450 1 T 2 2
28.0863 3174420 999 2 1 1 66.3346 1.407970 m 4 1 3 923065 1.068060 1 6 5 1
29.7479  3.000780 &8 2 20 67,6227  1.384250 4 5 2 2 925250  1.066110 1 5 2 4
30.8608 2895050 131 0 0O 2 68,4217 1.370020 17 2 0 4 92.8453 1.063270 1 3 1 5
32.6541 2.740040 32 1 0 2 69.2000  1.356500 1 6 1 1 23.1101 1.060%940 2 &8 0 0
333559 24683980 210 3 1 0O 69.4334 1.352570 Tm 2 1 4 95,3635 1.041740 1 4 4 4
34,3638  2.607530 &8 1 1 2 69.4334 1.352570 m 4 2 3 955670 1.040060 & T 3 2
36,8818  2.435080 7 3 11 70.056%9  1.341990 & 6 2 0 96.0927 1.035760 40 T 4 1
37.5780 2.391550 149 2 0O 2 70.6532  1.332120 1 4 4 2 96.9009 1.029260 3 8 2 0
39.0995 2301920 & 2 1 2 722000 1.307340 1 6 2 1 97.2678 1.026400 & 5 3 4
41.3699 2180680 1 i 21 72,4296 1.303760 3 2 2 4 984195 1.017400 1 6 5 2
425713 2121880 18 4 0 0 72,6421 1.300470 19 5 3 2 99.1693 1011710 16 6 0 4
43.3950  2.083490 10 2 2 2 731887  1.292100 49 5 4 1 99.4938 1.009280 21 4 1 5
447521 2023410 1 i 0 2 743989 1.274050 20m 3 1 4 100.1264 1004600 1Tm & 1 4
45.2924 20005200 74 i 30 74.3989 1.274050 m 4 3 3 1001264 1.004600 m 6 4 3
46.0774 1.968250 83 i 1 2 74.6099 1.270970 36 6 0 2 100.7221  1.000260 10 6 6 0
46,7985 1939690 285 4 1 1 755862  1.266960 1 6 1 2 101.0476 0997916 22 T2 3
47.8910  1.897860 42 4 20 77.3196  1.233050 1 3 2 4 101.2940 0996154 7 8 0 2
49,8891 1.826430 7 3 2 2 78.2455  1.220760 35 5 2 3 102.2581 0.989363 1 T 4 2
50.5692 1.803450 2 4 21 78.4922 1.217540 26 6 2 2 103.0176 0984127 10 6 2 4
53.1967 1.720400 172 2 1 3 79.4540 1.205200 1 5 4 2 103.7632 0979082 1 8 31
53.4979 1711420 41 4 0 2 79.8425 1.200310 2 5 5 0 103.9882 0977578 1 5 4 4
54.6635 1.477650 4 4 1 2 80.2062  1.195780 8 4 0 4 105.1731 0.969754 2 8 2 2
55.1305 1.664540 1 5 1 0 81.1632 1.184080 1 4 1 4 1059178 0965017 5m O 0O 6
55.8123 1.645810 143 3 3 z 81.7549 1.177000 4 & 4 0 1059178 0.965017 m T 3 3
57.5673 1.599740 1 5 1 1 82.1166 1.172730 34 3 3 4 106.9017 0.95883%9 1 1 0 &
58.0648 1.587210 4 4 2 2 83.2728 1.159360 1 & 3 2 107.2608 0.956622 1 4 3 5
58.6864 1.566%60 1 3 1 3 84.0184 1.150960 2 4 2 4 107.9155 0.95262%9 1m 1 1 6
60.8633 1.520760 89 5 2 1 84.7475 1.142910 2B T 2 1 107.9155 0.95262%9 m & 3 4
61.7793 1.5003%0 4 4 4 0 85.8749 1.130770 1 & 1 3 108.5315 0.948931 3 =] 4 0
621416 1.492510 2 3 2 3 87.0629 1.118370 1 7 o 2 1091248 0.945422 12 2] 6 2z
63.4746 1.464340 &5 5 0 2 87.4454 1.114460 & 7 3 0 109.8860 0.9409%4 3 2 0 6
63.9011 1.4555%0 37 5 3 0 88.1241 1.107620 26 2 1 5 1101268 0.939611 1 =] 3 z
64,2995 1.447530 14 o 0 4 88.7480 1.101440 2 4 3 4 1105344 0.9372B8 6 9 1 0
64,5248 1.443020 19 5 1 2 89.6534 1.092650 2Tm & 1 4 111.2607 0.933206 14m & 2 5
65.3428 1.426920 3 1 o 4 89.6534 1.092650 m 5 4 3 111.2607 0.933206 m T 5 2
© 2017 International Centre for Diffraction Data. All rights reserved. Page 1/2
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2 a(h) 1 b kI * 2 d(i) I h kil * 2 d(h) I h ki *
1119320 0929498 1 T 0 4 122.8043 0877311 Tm [} 2 5B 1359518 0.B30915 1 Q 2 3
1129108 0924200 32m 7 1 4 1228043 0877311 m 7 6 2 137.6844 0.B25958 1 Q 4 2
1129108 0924200 m T 4 3 1240757 OB720%0 13 5 4 5 138.2552 0.8B24379 & 9 5 0
1139563 0918681 2 2 2 A 124 8040 0869175 8m 3 3 6 138.7948 0.B22905 10m & 2 &
1150192 0.913215 A&m 3 0 6 1248040 O0OB69175 m [} 5 4 13B.7968 0.B22905 m ] 6 4
1150192 0913215 m t 4 4 1271366 0860201 3 4 2 4 139.2849 0B21597 1Z2m 7 2 5
1160393 0908103 8m 3 1 & 127.4208 0859144 1 a8 5 2 139.2849 0.B21597 m T T 2
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Figura Al Tarjeta cristalografica del 6xido de cobre bismuto CuBi2Oa4
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Apéndice B

Intervalos de energia en donde absorben los compuestos

moleculares de Cu (ll), con diferentes geometrias. [28]

10° cm! 20 19 18 17 16 15 14 13 13 |‘1 10 gl;
| I | I I I I I I I I

|
|
A (nm) 500 525 555 590 625 665 715 770 835 910 1000 1110

Cuadrado CuLs Tetraédrico Culs

Piramide de base cuadrada CulLs

Bipiramide trigonal CuLs

Octaédrico distorsionado CuLs

Octaédrico — Trigonal CulLse
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Apéndice C
Generalidades de las bacterias

Las caracteristicas distintivas de las procariotas son su tamafo relativamente
pequeno, casi siempre del orden de 1 ym de diametro, y la ausencia de una
membrana nuclear. EI DNA de casi todas las bacterias es un circulo con una

longitud aproximada de 1 mm; este es el cromosoma procariotico.
Tipos de bacterias
A) Eubacterias Gram negativas

Este es un grupo heterogéneo de bacterias con una cubierta celular compleja (tipo
Gram negativa) que consta de una membrana externa, un espacio periplasmico que
contiene una capa delgada de peptidoglucano y una membrana citoplasmica. La
forma de la célula (figura A.2) puede ser esférica, ovalada, como baston recto o
curvo, helicoidal o filamentosa; algunas se encuentran recubiertas o encapsuladas.
[29]
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Figura A.2 Formas celulares entre las bacterias verdaderas unicelulares. (A)
Cocos. (B) Bastones (bacilos). (C) Espirales. (Contraste de fase, 1500x%) [29]
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B) Eubacterias Gram positivas

En estas bacterias el perfil de la pared celular es similar al del tipo Gram positivo;
las células por lo general, pero no siempre, son Gram positivas. La cubierta celular
de los organismos Gram positivos consta de una pared gruesa que establece la
forma de la célula y una membrana citoplasmica. Estas células pueden ser
encapsuladas y tener motilidad por medio de flagelos. Las células son esféricas,

bacilares, filamentosas o bastones.

La pared celular es una estructura rigida que le da forma a la bacteria. Se puede
decir que ésta limita la célula bacteriana propiamente dicha. Esta constituida
principalmente, por una sustancia llamada peptidoglicano. La funcién principal de la

pared es proveer a la bacteria de una envoltura mecanicamente fuerte.
C) Arqueobacterias

Estos organismos habitan principalmente los ambientes terrestres y acuéticos
extremos (concentracion elevada de sal, temperaturas elevadas, ambiente
anaerobio) y a menudo se les llama “extremdfilas”; algunas son simbiontes en el
tubo digestivo de los animales. Las arqueobacterias comprenden organismos
aerobios, anaerobios y anaerobios facultativos que son quimiolitétrofos, heterétrofos
o heterétrofos facultativos. Las arqueobacterias se distinguen de las eubacterias en
parte, por la ausencia de una pared celular de peptidoglucano, la posesién de lipidos
de isoprenoide diéter o diglicerol tetraéter y las secuencias caracteristicas de RNA

ribosémico. [29].
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e 2
Manual de Bergey de b iologia si ati
L Eubactenias gramnegativas con paredes celulares
Grupo 1: Espiroquetas Treponema
Borrelia
Leptospira
Grupo 2: Bacterias aeroblas/microaerdfilas, méviles helicoldales/vibrokdes gramnegativos Campylobocter
Helicobocter
Spirdlurn
Grupo 3: Bacterias curvas inmdviles (0 rara vez mdviles) Ninguna
Grupo 4: Bacilos y cocos gramnegativos aerobios/microsedfilos Alcali
Bordetelio
Brucella
Fronciselia
Legionelia
Moraxella
Neisseria
Pyeudomonas
Rochalimoea
Bocteroides (algunas especies)
Grupo 5: Bacilos gramnegativos anacrobios facultativos Escherichia (y bacterias coliformes afines)
Klebsietio
Proteus
Providencia
Salmonelic
Shigella
Yersinia
Vibrio
Hoemophilus
Pastewrelia
Grupo 6: Bacilos gramnegativos, anaerobios, rectos, curvos y helicoidales Bocteroides
Fusoboxterium
Prevotella
Grupo 7: Bacterias desasimiladoras de sulfato o reductoras de axufre Ninguna
Grupo 8: Cocos gramnegativos anaerobios Ninguno
Grupo 9: Rickettsias y clamidias Rickettsia
Coxiello
W
Grupo 10: Bacterias fordtrofas anoxigenas Ninguna
Grupo 11: Bacterias fotdtrofas oxigenas Ninguna
Grupo 12: Bacterias aerobias quimiolitdtrofas y microorganismos variados Ninguna
Grupo 13: Bacterias con apéndice o yemas Ninguna
Grupo 14: Bacterias envainadas Ninguna
Grupo 15: Bacterias deslizantes no fotosintéticas y no formadoras de grupos fructiferos Capnocytophoga
Grupo 16: Bacterias deshizantes formadoras de grupos fructiferos: mixobacterias Ninguna
IL Bacterias grampositivas con pared celular
Grupo 17: Cocos grampositivos Enterococcus
Peptostreptococcus
Staphyfococcus
Streptococcus
Grupo 18: Bacilos y cocos grampoutivos formadores de endosporas Bocillus
Costridiurn
Grupo 19: Bacilos grampositivos regulaces no formadores de esporas Erysipelothrix
Uisteria
Grupo 20: Bacilos grampositvos irregulares no formadores de esporas Actinormyces
Corynedoctenium
Mobduncus
Grupo 21: Micobacterias Mycobocterkm
Geupo 22-29: ACUNOMmIKetos Necardio
Streptomyces
Rbhodococcus
L Eubacterias sin pared cehudar: Micoplasmas o Mollicutes
Grupo 30: Micoplasmas Mycoplasma
Urecplcsmo
V. Arquecbacterias
Grupo 31: Ninguno
Grupo 32: Arquecrreductores de sulfato Ninguno
Grupo 33: Arquecbactenas excesivamente haldfilas Ninguno
Grupo 34: Arguechactenas sin pared colulas Ninguno
Grupo 35 Metabolizadores excestvamente terméfilos y metabolizadores de azufre excesvamente termafiios Ninguno

Figura A.3. Categorias principales y grupos de bacterias patégenas en seres
humanos como parte de un esquema de identificacion descrito en el Bergey’s

Manual of Determinative Bacteriology, 9th ed. [29]
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Entre las bacterias, la pared celular varia en su complejidad arquitectonica. Esta
diferencia sirve de base para dividirlas en 2 grandes grupos: Las bacterias Gram
positivas y las Gram negativas. Esta division se basa en el hecho de que, por
diferencias en la estructura y la composicion de la pared celular, las bacterias se
tifen de diferente color cuando se utiliza una técnica de tincion desarrollada por
Christian Gram en 1884.

La tincion diferencial de Gram consiste, basicamente, en tefiir el frotis, fijado al calor,
con un colorante llamado cristal violeta, y después de lavado con agua, tratarlo
sucesivamente con una solucion de lugol (yodo méas yoduro de potasio), un agente
decolorante como el alcohol o una mezcla de alcohol y acetona y, por ultimo, con
un colorante de contraste como la safranina. Las bacterias Gram positivas retienen
el cristal violeta, por lo tanto, se ven de un color violeta intenso; mientras que las
Gram negativas, que pierden color el violeta con el agente decolorante, toman un
color rojo claro a rosa, al tefiirse con la safranina.

La pared celular de las bacterias Gram negativas es mas delgada que la de las
Gram positivas, y contiene ademas del peptidoglicano, una capa externa con un

porcentaje alto de lipidos (Figura A2). [30]

GRAM NECATIVO
Capa lipidica

GRAM POSITIVO

Peptidoghcan
Membrana atoplasmatica

Peptidoglican
", Citoplasma
(toplasma . p ’

Membrana citoplasmatica

Figura A2. Esquema comparativo de las paredes celulares de bacterias Gram

positivas y Gram negativas. [30]
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Las bacterias Gram positivas y negativas no soélo se diferencian por esta
caracteristica. Existen, ademés, otras diferencias tanto bioquimicas como
morfolégicas. Por ejemplo, todas las bacterias con flagelos polares son Gram
negativas, y las bacterias Gram positivas son mas sensibles a los antibioticos que

las Gram negativas.

En la figura A3 se observan modelos tridimensionales de las bacterias (a) Gram
negativa, que consta de una membrana densa externa, un periplasma o espacio
periplasmico, una capa intermedia compuesta por peptidoglicano y una membrana
citoplasmatica subyacente. (b) Gram positiva, que consta de una capa gruesa de
peptidoglicano y una membrana citoplasméatica subyacente. Obsérvese que en este

tipo de bacterias no existe el periplasma. [30]
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B)

Peptidoglucano

Membrana
citoplasmatica

Proteinas
integrales

Figura A3. Modelo tridimensional de la “envoltura o cubierta” de una bacteria A)

Gram negativa y una B) Gram positiva. [30]
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1. Introduccién

En este trabajo se presenta la obtencién, caracterizacion y evaluacion de las propiedades
antibacterianas de nanoparticulas (NPs) de 6xido de cobre y bismuto (CuBi,Os) con diametro
promedio de cristalito de 50 y 20 nm, obtenidas por mecanosintesis. La mecanosintesis es una técnica
basada generalmente en reacciones en estado sélido, lo que significa que los procesos involucrados
en la evolucién de la microestructura ocurren sin salir de la fase sélida. Por lo tanto, no requieren
pasar por los puntos de fusion de los elementos participantes en la reaccién. En términos préacticos,
esto puede significar una reduccién de costos frente a otros procedimientos cominmente empleados
en la obtencion de nanoestructuras.

Las NPs de CuBi»Os fueron caracterizadas por difraccion de rayos-X en polvo, microscopia
electrénica de transmision de alta resolucion, espectroscopias de absorcidn y emision electronica en
la region del UV-Visible, FTIR, espectroscopia Raman, y Resonancia Paramagnética Electronica.
Finalmente, se llevo a cabo un estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de las NPs de
CuBi,0. obtenidas, frente a cepas de bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) y Gram-
negativas (Pseudomonas aeruginosa).

El 6xido de cobre y bismuto (CuBi,0.) es de color negro con brillo metalico, se presenta en la
naturaleza como el mineral “kusachiite”; y tiene una densidad de 8.53 g/cm?®. Su composicion quimica
es de 6xido de bismuto (111) (Bi2Os 85.42% - 86.00%) y 6xido de cobre (I1) (CuO (13.91% - 14.58
%). Presenta un arreglo cristalino tetragonal, con un grupo espacial P4/ncc y parametros de reda=b
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=850 A yc=15.81 A (figura 1). El CuBi»Os es un material semiconductor tipo-p con una energia de
brecha prohibida o band gap de 1.5 - 1.8 eV. [1]

Figura 1. Representacién de la estructura cristalina del CuBi.Os. (a) Vista desde el eje C, (b) vista
desde un angulo arbitrario. Los atomos se representan por esferas; azules = Bi, naranjas = Cu y
rojas = O. [1]

2. Seccion experimental

Las nanoparticulas se obtuvieron mediante reacciones en estado sélido, empleando como
sales precursoras cloruros y acetatos de Cu(ll) y Bi(ll1), en relacién estequiométrica 1:2 y en presencia
de una base, de acuerdo a la siguiente reaccion quimica:

Cu(X), + 2 Bi(X); + 8 NaOH — CuBi,0, yps + 8 Na(X) + 4 H,0
En donde X" = CI- 6 CHsCOO"

En primer lugar, las sales metalicas se muelen en un mortero de &gata durante 10 minutos.
Posteriormente se agrega el hidroxido de sodio (NaOH) a la mezcla de sales metélicas. La molienda
se continla hasta que el producto obtenido no presenta ningin cambio aparente, en general para este
sistema, la molienda de todos los reactivos se lleva a cabo durante 30 minutos. El producto obtenido
se lava 4 veces con agua destilada y 3 veces con acetona, separando por centrifugacion a 3500 rpm
por 10 minutos, en cada ocasion. El producto obtenido se deja secar a temperatura ambiente para las
NPs o también, se calcina a 600°C por dos horas. Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por
Difraccion de Rayos X en polvo (DRX), espectroscopia electronica UV- Vis, espectroscopia de
Infrarrojo (FTIR), espectroscopia Raman y Resonancia Paramagnética Electronica (RPE). Se llevo a
cabo la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las NPs de CuBi»O4, para lo cual se prepararon
dispersiones de dichas NPs en el medio de cultivo (Tripticasa de soya-agar) en dos concentraciones:
25 mg y 50 mg de NPs por mL de medio de cultivo, respectivamente. EI medio de cultivo con la
dispersion de las NPs se colocd en cajas Petri de 60X15 mmy se dejé gelificar. Posteriormente fueron
inoculadas con 10% unidades formadoras de colonias (UFC) de P. aeruginosa y S. aureus,
respectivamente, y se incubaron por 24 h a 35 °C.
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3. Resultados y discusién

En el difractograma (figura 2) se observa que el CuBi,O4 se obtuvo como fase Unica, es decir que
todos los picos de difraccion corresponden con los informados en la tarjeta cristalogréfica (Joint
Committee on Powder Diffraction Standards) JCPDF 01-079-1810, para el CuBi2O4, en un arreglo
cristalino tetragonal, con un grupo espacial P4/ncc y parametros de red a = b = 8.48 A, c=5.79 A,
Ademés, se aprecia en el difractograma que se obtienen 2 diferentes tamafios de particula
dependiendo si las NPs se calcinan.

1000 ) .
(211) —— NPs de CuBiz04 Sin calentar

1 —— NPs de CuBi204 600°C/2h
’['u-“ 8004 m  (01-079-1810)
3 4
T 6001 ‘
o ]
0
c ] (310)
g 400 Wooz (411)
£ 1 |I . p |

200 | | (202)
200 \) N Y “\wh / * (521 (114)
‘Wr/} 'AN ‘\'w\.'\c"v') W
(0] as

20 30 40 50 60 70

Figura 2. Difractograma de las NPs de CuBi2O4. Las NPs con un tamafio promedio de 20 nm se
representan de color gris, las Nps con un tamafio promedio de 50 nm de representan con color rojo
y la tarjeta cristalografica (01-079-1810) que corresponde al CuBi,O; se representa de color negro

En el espectro de absorcion electrdnica en la region UV-Visible (Figura 3), se puede observar una
clara diferencia entre ambos espectros, a pesar de que en los tamafios obtenidos de las NPs de
CuBi»0y4, los efectos de confinamiento electronico son muy débiles. La diferencia observada entre los
espectros es el resultado de la forma y el tamafio de la nanoestructura que se favorece en uno y otro
caso. Al parecer las NPs de menor tamafio forman estructuras mayoritariamente cdbicas, presentando
un espectro de absorcion que va de 550 a 250 nm. Por otro lado, las NPs de mayor tamafio absorben
de 250 a 650 nm, ya que adicionalmente forman estructuras tipo rod, lo que se refleja en un espectro
de absorcion mas extendido a hacia la region del visible.
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NPs de CuBi204

Absorbancia (u.a.)

250 300 350 400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 3. Espectros de absorcion electrénica en la regién UV-Visible de las NPs de CuBi;O4 de 20 y

50 nm

Resultados del ensayo de actividad antibacteriana

En la tabla 1 se muestran los resultados del conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC) de
la bacteria P. aeruginosa, formados en las cajas Petri donde se tiene la dispersion de las NPs de
CuBi204 de 20 nm en el medio de cultivo, en concentraciones de 50 mg de NPs en 1 mL de medio de
cultivo (110 UFC), asi como de 25 mg de NPs en 1mL de medio de cultivo (427 UFC). A partir de
dichos resultados, podemos decir que las UFC se redujo en 89% en la caja Petri que contenia 50 mg
de NPs de CuBiO4 (20 nm) por 1mL de medio de cultivo. Por otro lado, las UFC se redujeron en un
57.3% cuando la concentracion de NPs fue de la mitad (25 mg de NPs/ mL de medio de cultivo). En
la figura 4 se muestran las fotografias de las cajas Petri correspondientes, en donde se aprecia
claramente la disminucion de las UFC, Cuando la concentracién fue de 50 mg de NPs/ mL de medio
de cultivo. Por otro lado (Figura 5) se observa que, en el caso del S. aureus no hubo crecimiento de
la bacteria para ambas concentraciones 50 y 25 mg de NPs / mL de medio de cultivo, respectivamente.

Tabla 1. Resultados del conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC)

T TS e A e
Inicial (mg/mL) (% en que se redujo las UFC)
50 110 (89%)
P. aeruginosa 10® 25 427 (57.3%)
0 1000
50 @ (100%)
S. aureus 103 25 @ (100%)
0 1000
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Figura 4. Fotografias de las cajas Petri con la bacteria P. aeruginosa y las diferentes
concentraciones de NPs. Caja Petri con 50 mg/mL de NPs (1A). Caja Petri con 25 mg de NPs/mL
(1.B) y caja Petri sin NPs (1.C).

Figura 5. Fotografias de las cajas Petri con la bacteria S. aureus y las diferentes concentraciones de
NPs. Caja Petri con 50 mg/mL de NPs (2.A). Caja Petri con 25 mg/mL (2.B) y caja Petri sin NPs
(2.C).
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5. Conclusion

- Se sintetizaron de manera satisfactoria NPs de oxido de cobre bismuto CuBi,O4 como fase
Unica 'y con tamafios de cristalito promedio de 20 a 50 nanémetros.

- Todas las técnicas espectroscdpicas, de microscopia electrénica de transmision de alta
resolucion (HR-TEM) y difraccién de rayos X (XRD), corroboran la pureza de la fase.

- El método de sintesis empleado en este trabajo resultd ser un método sencillo, reproducible,
de bajo costo y amigable con el medio ambiente. Ademas, si se compara con otros métodos
de obtencion de NPs que requieren de 10 a 24 hrs y un gran consumo energeético, la
mecanosintesis es un método relativamente rapido ya que en un lapso de 1 a 4 hrs se pueden
obtener diversas nanoestructuras
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