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RESUMEN

Objetivo: Para que las nanoparticulas de sulfuro de plata sintetizadas en el LIl puedan ser
probadas y aplicadas en el campo biomédico, es necesario que cuenten con propiedades
fisicoquimicas adecuadas, y asi poder cumplir su funcién, entre las propiedades se
encuentran el tamano y forma de la particula, la capacidad de ser esterilizadas sin que
dichas caracteristicas resulten modificadas, y sean viables en futuros proyectos.

El objetivo de este estudio es demostrar la viabilidad de protocolos de esterilizacidn
estandarizados para nanoestructuras en dénde no se afecten propiedades, funciones y que
sean efectivos para su uso en el LIl de la ENES Ledn.

Material y método: Se sintetizaron nanoparticulas de sulfuro de plata Ex y Peg mediante el
uso de ultrasonido durante 2 horas, luego se recolectaron, almacenaron, y compararon con
Ag,S Com de Sigma Aldrich, se formaron 14 grupos experimentales, cada uno conformado
por una muestra de Ag;S Com, Ex y Peg.

Obtenidos los grupos: Ag2S en solucién acuosa: grupo control a (muestras sin esterilizar),
grupos 1, 2, 3 (estériles mediante uso de autoclave), grupos 4, 5, 6 (estériles mediante luz
UV); AgzS polvo-liquido: grupo control b (muestras sin esterilizar), grupos 7, 8, 9 (estériles
mediante uso de autoclave), grupos 10, 11 y 12 (estériles mediante luz UV).

Las muestras fueron sometidas a diferentes tiempos y procesos de esterilizacion, los cuales
fueron mediante el uso de autoclave y de luz ultravioleta (UV), en periodos de 20, 30 y 40
minutos.

Finalmente se realizaron caracterizaciones (TEM, SEM y DRx) y espectrometrias (con el
método UV-Vis) de cada muestra para clasificar sus propiedades y evaluar posibles cambios
estructurales.

Resultados: Los resultados demuestran que las nanoparticulas de sulfuro de plata no sufren
modificaciones estructurales ni morfoldgicas después de ser sometidas a diferentes
procesos de esterilizacién y se clasificaron de acuerdo al grupo experimental al que
pertenecian las muestras, al tiempo y método de esterilizacién que se sometieron.
Posteriormente se realizé una comparacidon entre los resultados obtenidos mediante
diferentes métodos de caracterizacién, en déonde se encontré que las nanoparticulas de
sulfuro de plata con polietilenglicol presentan mejores propiedades de dispersién.

Conclusion: El uso de autoclave es el mejor método para llevar a cabo los procesos de
esterilizacién de las nanoparticulas de sulfuro de plata, ya que sus propiedades fisicas,

guimicas y morfolégicas se mantienen sin alteraciones.

Palabras Clave: Ag;S, autoclave, luz UV



ABSTRACT

Objective: To nanoparticles can be tested and applied in biomedical area, it is necessary
that they have appropriate physicochemical properties, to be able to fulfill their function,
among which are the size and shape of the particle, their ability to be sterilized without
their aforementioned features being affected, and they will be easy to be applied to future
projects.

The objective of this study is to demonstrate that it is possible to create sterilization
protocols for nanostructures where they do not affect their properties, functions, and
effectiveness for future use in LIl at ENES Ledn.

Material and method: Ex and Peg silver sulfide nanoparticles were synthesized by using
ultrasound for 2 hours, then collected, stored, and compared with Ag2S Com from Sigma
Aldrich, 14 experimental groups were formed, each consisting of a sample of Ag2S Com, Ex
and Peg.

Obtained the groups: Ag2S in aqueous solution: control group a (samples no sterilized),
groups, 1, 2, 3 (sterilized by autoclave), groups 4, 5, 6 (sterilized by UV light); Ag2S powder-
liquid: control group b (samples no sterilized), groups, 7, 8, 9 (sterilized by autoclave),
groups 10, 11, 12 (sterilized by UV light).

The samples were subjected to different times and sterilization processes, which were by
autoclave and ultraviolet (UV) light, in periods of 20, 30 and 40 minutes.

Finally, micrographs (TEM, SEM y DRx) and spectrometry (UV-Vis) of each sample from each
sample were performed to classify their properties.

Results: The results demonstrate that silver sulfide nanoparticles do not undergo structural
or morphological modifications after being subjected to different sterilization processes and
were classified according to the experimental group to which samples belonged, to the time
and sterilization method to which they were subjected.

Subsequently, a comparison was made between the results obtained by different
characterization methods, where it was found that silver sulfide nanoparticles with
polyethylene glycol have better dispersion properties.

Conclusion: Use of autoclave is the best method to carry out sterilization processes of silver
sulfide nanoparticles, since its physical, chemical, and morphological properties remain
unchanged.

Key words: Ag>S, autoclave, UV light
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MARCO TEORICO

1.1 NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es la parte de la ciencia encargada de la creacién, disefio y sintesis de
nuevas estructuras a niveles atdmicos y moleculares que se encuentran en una escala de 0
a 100 nm (10° m) (Boisseau y Loubatonb, 2011). Actualmente utilizada para el disefio de
nuevas estructuras a escala nanométrica, las cuales se han aplicado en diversas areas del
conocimiento como la quimica, fisica y biologia (drea médica) (Pdjaro et al., 2013).

La nanotecnologia se encarga principalmente de la creacién y la construccién de materiales,
estructuras y dispositivos a escala nanométrica, cuyas propiedades mecanicas, fisicas y
guimicas son utiles en una amplia gama de aplicaciones, tales como; en la biodeteccidn, la
resonancia magnética, la deteccidén optica, los sistemas de administracion de farmacos y
muchos otros (Gajewicz et al., 2012).

Las propiedades fisicas y quimicas de algunos nanomateriales suelen ser las mismas a las
del material a gran escala; sin embargo, en algunos casos estas caracteristicas se modifican
de acuerdo con el tamafio de la particula. Hay varias razones por las cuales ocurre este
cambio, por ejemplo; las propiedades termodinamicas pueden ser alteradas por la
presencia de curvaturas de las nanoestructuras, por el area superficial y por la energia
superficial libre, entre otros factores. Ademas, esta el hecho de que a medida que disminuye
el tamano de las particulas, la proporciéon de atomos que se encuentran en su superficie
aumenta drasticamente (Powers et al., 2005).

Gracias a la nanotecnologia se han disefiado adelantos en la monitorizacidn, la reparacion
de tejidos, el diagndstico, el tratamiento y la prevencidn de enfermedades mediante el uso
de nanomateriales que pueden ser de diferentes tipos (Figura 1), entre los cuales se
encuentran principalmente los nanocristales, las nanofibras, los nanocables, los nanotubos
y las nanoparticulas (Yang, 2008).



Figura 1. Diferentes morfologias de nanoestructuras (Tiwari y Dhoble, 2022).

1.1.1 Nanoparticulas

Las nanoparticulas son el resultado de la creacién de un nuevo material a partir de la sintesis
de diferentes compuestos quimicos que poseen propiedades Opticas, electrdnicas,
magnéticas y cataliticas Unicas, que son de gran utilidad en diversas aplicaciones. Las
nanoparticulas son estructuras elaboradas artificialmente a base de carbono (C) y metales
como el oro (Au), la plata (Ag), el titanio (Ti), entre otros. Sus propiedades pueden ser
moduladas cambiando el tamafio, forma, o la funcionalizacién de la superficie de las
nanoparticulas sin cambiar la composicion del material (Zanella, 2012).

Se considera como nanoparticula a aquellas particulas que cuentan con un tamafno que
oscila entre 0 y 100 nm al menos en una dimension. De acuerdo con la disminucion del
tamanio, el radio entre el drea de la superficie y el volumen se incrementa de manera muy
importante, lo que conlleva a modificaciones significativas en sus propiedades fisicas,
guimicas y bioldgicas (Cardoso, 2016).

Las nanoparticulas se pueden obtener mediante dos diferentes procesos de preparacién
(Figura 2), los cuales se clasifican en técnicas descendentes (top-down), los cuales consisten
en la utilizacién de métodos fisicos y procesos de trituracion, es decir, se obtiene algo
pequefio a partir de algo mas grande; y en técnicas ascendentes (bottom-up) en los cuales
se utilizan métodos quimicos en solucién coloidal y procesos de formacién de particulas a
partir de una solucidn, es decir, se obtiene algo grande a partir de algo mds pequefio (Leyva,
2013).
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Figura 2. Métodos generales de obtencidon de nanoparticulas (Leyva, 2013).

Es posible sintetizar nanoparticulas mediante diferentes rutas, y esto genera la existencia
de tamafios, morfologia, e incluso estabilidad de variables. Por lo general, estos métodos
se clasifican en tres grandes categorias: de sintesis fisica, quimica y biolégica, también
conocida como sintesis verde (Cardoso, 2016).

Existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas, de los cuales, los mas
empleados son los procedimientos quimicos con técnicas bottom-up. Por lo general, estos
procedimientos de sintesis inician con la reduccidn de iones a atomos, los cuales se van
agregando de manera controlada. Los métodos quimicos son mas convenientes para la
obtencién de nanoparticulas uniformes y pequefias (Leyva, 2013). Los métodos mas
representativos son:

a) El método coloidal
Este método consiste en disolver un precursor (una sal), un reductor y un
estabilizante (un liquido). Al inicio de la sintesis se puede controlar el tamano y la
morfologia de las nanoparticulas, al hacer variaciones en la concentracién de los
reactivos, del reductor y del estabilizante. Las particulas contenidas en una solucién
coloidal generalmente tienen un tamafio medido en nandmetros, por eso es
considerado un método eficiente para producir nanoparticulas (Zanella, 2012).

b) Reduccion fotoquimica y radioquimica

Este método consiste en la modificacion del sistema quimico de las particulas
metalicas a partir de sintesis que generan reductores fuertes muy activos
(electrones y radicales en estado de excitacion). Estos métodos presentan ventajas
sobre el método de reduccion quimica, ya que se producen nanoparticulas en
estado sélido, a temperaturas mas bajas y de alta pureza; frecuentemente utilizadas
para sintetizar particulas de metales nobles. Estas particulas son obtenidas a partir
de sales disueltas en agua, alcohol o solventes orgdnicos (Wang et al., 2021).



¢) Irradiacion con microondas

Este método consiste en producir nanoparticulas con tamafios (controlados) y
morfologias (imprecisas), gracias a que los materiales contenidos en la solucidn se
calientan y generan cargas eléctricas en el solvente, lo cual permite el crecimiento
de las particulas. La termorregulacidn asistida por microondas es considerada una
alternativa muy atractiva para la sintesis de nanomateriales ya que es un método
rapido y efectivo. Frecuentemente las nanoparticulas de Ag se preparan a partir de
sales precursoras del metal y son disueltas en soluciones de etilenglicol por
calentamiento con microondas (Al-Shehri et al., 2020).

d) Sintesis solvotermal

Este método utiliza un precursor metalico disuelto en un liquido distinto al agua
(como liquidos orgéanicos, amoniaco liquido, etc.), en un recipiente cerrado, que se
calienta por encima de su punto de ebullicién, generando presion superior a la
atmosférica (regulada). Esta técnica generalmente se realiza a tiempos de reaccién
mas largos (comparados con otros métodos de sintesis quimica) y su objetivo es
lograr una mejor disolucion de los componentes, y de esta manera es posible
disolver o hacer reaccionar especies muy poco solubles en condiciones habituales
(Zanella, 2012).

1.2 NANOPARTICULAS DE SULFURO DE PLATA (Ag>S)

El sulfuro de plata (Ag2S) es un calcogenuro metdlico semiconductor polimdrfico (Shakouri
y Salavati, 2014), es decir que es un material que tiene propiedades de un conductor y un
aislante, y se puede encontrar en diferentes acomodos cristalograficos bajo ciertas
condiciones de temperatura, las cuales son tres fases diferentes: monoclinico, cubico
centrado en el cuerpo o argentita y cubico centrado en la cara (Sadovnikov et al., 2018).

El sulfuro de plata cuenta con una estabilidad quimica y buenas propiedades dpticas,
correspondiente a la familia de los sulfuros, es el mas utilizado ademas de los de los sulfuros
de plomo, zinc, cadmio y cobre (Gunawan, et al., 2022).

Las nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag»S) son el producto de la sintesis de diferentes
compuestos quimicos en solucidn coloidal que se obtiene mediante un método bottom-up
(Leyva, 2013) entre los cuales se encuentran el nitrato de plata (AgNOs) y el sulfuro de sodio
(NazS). Tras afios de estudios, se han demostrado propiedades antimicrobianas presentes
en las nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag»S), donde Ag,S actia como un semiconductor
directo con buena estabilidad quimica y buenas propiedades de limitacién dptica (Kumari
et al., 2014). Actualmente en el campo biomédico son utilizadas por sus propiedades
antimicrobianas, no tdxicas, como bactericida y como un auxiliar antiinflamatorio (Aydemir
et al., 2020; Peng et al., 2019).



Se sabe que el tiempo de sintesis y la irradiacién de luz y calor influyen en la formacion,
tamafio y morfologia de las nanoparticulas de sulfuro de plata cuando se hace uso de
microondas u ondas ultrasénicas para su obtencién. Con este método se aplica energia
rapidamente y esto genera una aceleracién en las reacciones quimicas a partir de los 15
minutos de trabajo. El nitrato de plata (AgNOs) es el mejor precursor para la obtencidon NPs
Ag,S, con experimentos de tiempo y exposicién a la luz variables, dando como resultado
nanoestructuras donde su tamafio oscila entre los 4 a 10 nm, ademads se descubrid que al
afadir etilenglicol a su composicidn y al ajustar sus proporciones, se obtienen nanocristales
con morfologia bien definida con tendencia a estructuras rectangulares (Magalhaes et. al,
2020).

1.3 PROCESO DE ESTERILIZACION

El medio de esterilizacion ideal es aquel que relne caracteristicas que aseguren su eficacia
actuando como bactericida, tuberculicida, esporicida, fungicida y virucida, que sea un
medio seguro, sencillo y facil de manejar, inofensivo para la salud de quienes lo utilizan,
ademas de que pueda ser monitorizado y/o controlado, de rapida actividad en poco tiempo,
y dénde se pueda esterilizar cualquier tipo de material (Mc Graw Hill).

Existen diversos procesos de esterilizacidn, sin embargo, todos y cada uno deben llevarse a
cabo mediante sistemas o mecanismos que garanticen y controlen el éxito de los procesos
(Pérez-Uz et al., 2010; Garrido et al., 2013).

1.3.1 Métodos de esterilizacion

Método fisico: proceso que se lleva a cabo mediante calor, presién, radiacién, o una
combinacién de dos o mas, donde es indispensable tener control mecanico de la
temperatura mediante un sensor que permita realizar un registro durante todo el
proceso (Garrido et al., 2013).

Calor seco. La destruccidon microbiana se lleva a cabo mediante un proceso de
oxidacion de componentes celulares y desnaturalizacién de proteinas. Es un
proceso poco eficaz debido a la ausencia de agua, por lo tanto, es necesario
incrementar la temperaturay el tiempo de exposicién (Pérez-Uz et al., 2010).

Autoclave. Mediante la aplicacién de calor y presion se destruye de manera
eficaz a todos los microorganismos y enzimas, gracias a que sus membranas
se desestabilizan. Es el procedimiento mds habitual de esterilizacion vy
consiste en someter los materiales a 1212C y 1.1 bar, durante 20 minutos
(Ardeshna et al., 2022).

Radiacidn. Se utilizan diferentes tipos de radiacion con la finalidad de esterilizar
diferentes tipos de superficies.



Luz ultravioleta (UV). Suele ser poco eficaz ya que no cuenta con el
suficiente poder para penetrar en materiales como cristal o agua, sin
embargo, es muy util para esterilizar el aire y las superficies. Se utiliza
con una longitud de onda de unos 260 nm (Igual-Munoz et al., 2023).

Método quimico: se realiza mediante inmersion de materiales en liquidos quimicos,
principalmente en glutaraldehido al 2 %, o por medio de gas de 6xido de etileno o
gas-plasma de perdxido de hidrégeno (Garrido et al., 2013).

1.4 METODOS DE CARACTERIZACION

Las pruebas de caracterizacion sirven para identificar y evaluar las propiedades fisicas y
quimicas que presenta un material. En el caso de los nanomateriales se evallan tamafios,
morfologia, caracteristicas estructurales y composicion elemental, y complementariamente
deteccion de contaminantes, todo esto con técnicas a nanoescala (Silva y Patrén, 2017).

Algunos ejemplos son:

» Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis): es una técnica analitica que permite
medir la cantidad de longitudes de onda de luz UV o visible que absorbe o transmite
una estructura. Esta técnica es utilizada en areas como biologia, fisica y quimica.
Ademas, brinda informacién sobre lo que hay en la muestra y su concentracion
(Picollo et al., 2018).

* Microscopia Electronica de Transmision (TEM): es una técnica de andlisis que
muestra de manera cualitativa y cuantitativa los volimenes de una muestra en
micras cubicas, muestra informacion sobre la estructura de la muestra (amorfa o
cristalina) y su morfologia, asi como los defectos de un material. Las imagenes
presentan distintas intensidades de gris que corresponden al grado de dispersién
de los electrones (Silva y Patrén, 2017).

= Microscopia Electronica de Barrido (SEM): es una técnica de analisis que
proporciona informacion sobre la morfologia y la composicion quimica de una
estructura; en esta técnica, la muestra es barrida y a partir de esto se construyen
imagenes detalladas de la superficie de dicho material. Esta técnica es utilizada ya
gue las imagenes que se obtienen son de alta resolucidén, se obtienen de cualquier
tipo de superficie, material o tejido de manera rapida (Labrada y Pefia, 2017).

» Difraccion de Rayos X (DRX): es un método analitico capaz de suministrar
informacién cualitativa y cuantitativa de la geometria tridimensional de los
compuestos cristalinos que presenta un sélido, y determinar los tamafios de los
cristales. Se lleva a cabo mediante la irradiacion de rayos X, para obtener imagenes
del espacio interatdmico dentro de un cristal (UNLP, 2010).
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* Espectroscopia de energia dispersada (EDS): es un método analitico que
proporciona informacién sobre la composicién quimica y asociacion entre los
elementos que conforman una particula o muestra (Orozco, 2014).
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CAPITULO Il



ANTECEDENTES

Actualmente, ante la llegada de la nanotecnologia ha sido posible crear, desarrollar
y aplicar materiales que son capaces de traspasar barreras bioldgicas y llegar a cualquier
parte del cuerpo; lo cual ha sido de gran impacto para el campo de la medicina (Reyes et
al., 2019); existen diferentes tipos de nanomateriales o nanoestructuras que son
nombradas de acuerdo a su morfologia, entre las cuales se encuentran los nanocristales, las
nanofibras, los nanocables, los nanotubos y las nanoparticulas (Yang, 2008).

Los biomateriales pueden poseer varias propiedades, como la no toxicidad, bioactividad,
biodegeneracién, biocompatibilidad, entre otros; sin embargo, hoy en dia ninguna
estructura ha logrado cumplir con todos los requerimientos necesarios para su funcién, por
este motivo es de gran interés su modificacién y funcionalizacién, con la finalidad de
brindarles mayores propiedades (Reyes et al., 2019).

Las nanoparticulas (NPs) son el principal referente ya que dieron lugar a varias aplicaciones
fisicas, quimicas y bioldgicas; ya que poseen propiedades Unicas. Las nanoparticulas de
sulfuro de plata (NPs Ag,S) han dado origen a una gran variedad de aplicaciones, como
celdas solares, fotodetectores, fotoconductores, detectores IR, sensores de campo
magnético, filtros épticos, conductores superidnicos, revestimientos selectivos solares,
entre otros (Kumari et al., 2014).

La plata (Ag) y los compuestos a base de plata son conocidos como materiales con
propiedades antibacterianas debido a su amplio espectro de actividad antimicrobiana
contra diferentes tipos de bacterias Gram - (Ma et al., 2012), por esta razén, en la actualidad
y con el uso de la nanotecnologia se ha empleado este elemento para sintetizar
nanomateriales que comunmente contienen metales pesados en su composicién, ya que
aun presentan inconvenientes para ser aplicados bioldgicamente, principalmente por la
toxicidad.

Por lo tanto, el uso de nanomateriales aun genera preocupaciones debido a su seguridad y
trayectoria en el campo biomédico o clinico; ya que la interaccidon entre un material y el
sistema bioldgico debe investigarse a profundidad y caracterizarse para garantizar su uso
(Aydemir et al., 2020).

2.1 APLICACION DE LAS NPS Ag,S

Las nanoparticulas de sulfuro de plata (NPs Ag;S) poseen una actividad
antimicrobiana de amplio espectro y por este motivo se pueden utilizar para combatir
bacterias patégenas Gram (-), debido a que estas liberan lipopolisacaridos (LPS) como
consecuencia de su reproduccion o multiplicacion (lisis). Los LPS son los principales
constituyentes de la membrana externa de dichos microorganismos, por esta razén sus
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caracteristicas estructurales y biolégicas son extensamente estudiadas; la mayoria del
conocimiento y estudios actuales han sido obtenidos principalmente de pruebas realizadas
a microorganismos como Salmonella typhimurium'y Escherichia coli (Romero e Iregui, 2010;
Ma et al., 2012).

Estas moléculas tienen gran influencia en la activacidn del sistema inmunolégico, ya que a
altas concentraciones pueden inducir a reacciones tales como la fiebre, el aumento del
ritmo cardiaco y dar lugar a un choque séptico (por infecciones bacterianas); en
concentraciones relativamente bajas, algunos LPS pueden inducir la resistencia a los
microorganismos invasores (Aldapa-Vega et al., 2016). Por tal motivo, en la actualidad son
un objetivo de estudio importante desde el punto de vista farmacoldgico y terapéutico
(Romero e Iregui, 2010).

Asi las NPs de Ag,S han dado lugar a varias aplicaciones de uso biomédico, ya que poseen
propiedades que les permiten adherirse a las membranas celulares (alterando sus funciones
y permeabilidad), y esto les permite poder entrar al interior de una bacteria (Leyva, 2013).
Gracias a esto, su uso puede evidenciarse en el tratamiento de enfermedades como el
cancer y la diabetes (Pajaro et al., 2013); asi como en implantes biocompatibles o como
nanosistemas de liberacion de farmacos (Reyes et al., 2019).

Ademas, se ha considerado a la citotoxicidad como uno de los mayores inconvenientes que
presentan las nanoparticulas en la actualidad, ya que se produce debido a diferentes
mecanismos, entre ellos, la liberacidn de iones téxicos y la elevacion del estrés oxidativo
(Aydemir et al., 2020), algunos estudios han delimitado el efecto téxico de las NPs Ag.S
contra las lineas celulares humanas, lo que les permitird su uso en el campo de la
nanomedicina (Subramaniyan et al., 2019).

2.2 SINTESIS ASISTIDA POR ULTRASONIDO

Las ondas ultrasénicas o microondas generan que los reactivos contenidos en una
solucién actien como campos eléctricos, capaces de calentar cualquier material
conteniendo cargas eléctricas en un disolvente. La facilidad y corto tiempo de trabajo,
ademas del bajo costo, permiten que este método sea dptimo en comparacion con otros
(zanella, 2012).

La sintesis mediante el uso de ultrasonido es una técnica que en la actualidad se utiliza
principalmente para producir nanoparticulas con baja dispersidon de tamafo, aunque no
siempre se logra tener un control preciso de su morfologia (Figura 3). Durante este proceso
se genera la creacion, el crecimiento y el colapso de burbujas (en un tamafio nanométrico)
dentro de la solucién que induce la reaccion; aqui se producen vapores que se difunden por
toda la solucién creando burbujas que cuando alcanzan cierto tamafio, se colapsan, se libera
calor (a temperaturas extremadamente altas), y esto desencadena el rompimiento de los
enlaces quimicos que se estuvieron formando en el soluto; después se presenta una etapa
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de enfriamiento, la cual da lugar a la organizacién y cristalizacion de los productos. Es asi
como con este método de sintesis se pueden obtener materiales nanoestructurados
(Rodriguez, 2020).

Formacion
de la burbuja

o (D O O O e

Crecimiento de la burbuja Estado Colapso

Radio (nm)

W
Y
Y

: . >
en ciclos sucesivos inestable Violento

v

Time (ns)

Figura 3. Representacion esquematica de la formacién de cristales mediante el uso de
ultrasonido (Rodriguez, 2012).
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METODOLOGIA

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los retos que se enfrentan al emplear este tipo de nanoestructuras es que la
literatura no reporta la suficiente informacidn para desarrollar protocolos de esterilizaciéon
de nanoparticulas de sulfuro de plata, influyendo en la necesidad de crear y establecer
procedimientos y protocolos para su obtencidn y esterilizacidn.

Dentro de la ENES Ledn el Laboratorio de Investigacién Interdisciplinaria (LII) en conjunto
con la clinica de odontologia, se ha observado la problematica que desarrollan los
microorganismos presentes en la cavidad oral, por lo cual se han desarrollado
nanoestructuras, las cuales ayuden a combatir a estos microorganismos mayormente
patégenos. Ademds, cabe mencionar, que hoy en dia autores como Delgado-Belefio y
colaboradores (en 2018) han investigado y aplicado estas nanoestructuras en el area
biomédica gracias a sus propiedades antimicrobianas (Delgado-Beleiio et al., 2018),
mencionando también que dentro de la literatura no se reporta la existencia de protocolos
establecidos para la sintesis y esterilizacién de nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S) que
posteriormente puedan ser utilizados y aplicados a cultivos bioldgicos, lineas celulares, o
biomateriales de uso médico/odontolégico (Vilchis, E., 2021).

Gracias a las investigaciones realizadas en 2018 por Prasanth y colaboradores se sabe que
es posible obtener nanoestructuras con cambios o mejoras en algunas de sus propiedades
fisicas-quimicas en comparacién con el material original y por esta razdn se ha pensado en
sintetizar y obtener nanoparticulas que posteriormente puedan ser esterilizadas, con el
objetivo de reducir la carga microbiana, y finalmente aplicarlas a materiales de uso
odontoldgico con la finalidad de potencializar sus propiedades.

3.2 JUSTIFICACION

Las nanoparticulas de sulfuro de plata tienen una gran variedad de aplicaciones
utiles en la actualidad, siendo una de las mas importantes en el drea de la biomedicina
(Argueta-Figueroa et al., 2017), su obtencion resulta facil de lograr y para poder aplicarse a
diversos biomateriales, es necesario someterlas a procesos de esterilizacion adecuados,
mediante los cuales se maximice la eliminacién de residuos organicos e inorganicos que se
encuentran en su superficie, y de esta manera se pretende estandarizar protocolos que
puedan ser replicables para su sintesis, esterilizacién y caracterizacién y asi abrir nuevas
lineas de investigacion y aplicacién de estas nanoestructuras.

3.3 HIPOTESIS
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Las propiedades estructurales y dpticas de las nanoparticulas de sulfuro de plata no se
modificardn por el protocolo de esterilizacién de luz UV y autoclave.

Nula: Las propiedades estructurales y dpticas de las nanoparticulas de sulfuro de plata se
modificardn por el protocolo de esterilizacién de luz UV y autoclave.

3.4 OBIJETIVO GENERAL

Estandarizar un método de esterilizacidn a partir del uso de autoclave y luz UV en diferentes
periodos de tiempo y diferentes condiciones de esterilizacidn, para poder identificar el
método mas eficiente y éptimo para las nanoparticulas de sulfuro de plata.

3.4.1 Objetivos especificos

» Obtener nanoparticulas de sulfuro de plata (AgzS) a través de una sintesis quimica
en medio acuoso asistida por ultrasonido.

» Determinar cristalinidad, morfologia y tamafio de las nanoparticulas de sulfuro de
plata mediante Difraccién de Rayos X, Espectroscopia Optica UV- Vis, Microscopia
Electrdnica de Transmisidn (TEM) y Microscopia Electrdnica de Barrido (SEM).

» Estandarizar el método de esterilizacidon de nanoparticulas de Sulfuro de Plata (Ag2S)
en funcién del tiempo.

3.5 DISENO DE LA INVESTIGACION

3.5.1 Tipo de estudio

Experimental puro, prospectivo

3.5.2 Criterios de seleccion

3.5.2.1 Criterios de inclusion

* Nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag:S) Ex, Peg y Com esterilizadas mediante
el uso de autoclave durante 20, 30 y 40 min

* Nanoparticulas de sulfuro de plata (AgS) Ex, Peg y Com esterilizadas mediante
el uso de luz UV durante 20, 30 y 40 min

3.5.2.2 Criterios de exclusion
* Nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag»S) Ex, Peg y Com esterilizadas mediante
el uso de autoclave a tiempos diferentes 20, 30 y 40 min
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* Nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag»S) Ex, Peg y Com esterilizadas mediante
el uso de luz UV a tiempos diferentes 20, 30 y 40 min
= Muestras contaminadas

3.5.3 Tamano de la muestra

* 14 muestras de nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S Ex) sintetizadas en el LIl
de la ENES Ledn
* 14 muestras de nanoparticulas de sulfuro de plata con polietilenglicol (Ag.S Peg)
sintetizadas en el LIl de la ENES Leén
* 14 muestras de nanoparticulas de sulfuro de plata comerciales (Ag.S Com) de la
marca Sigma Aldrich (Lot # MKCK5301)

3.5.4 Variables

3.5.4.1 Variables independientes

VARIABLE

DEFINICION

CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

NATURALEZA'Y
ESCALA DE

Tipo de
nanoparticulas

Particulas a escala
microscopica con un
tamafio entre 1y 100 nm
(Boisseau y Loubatonb,
2011)

Nanoparticulas de
sulfuro de plata
sintetizadas bajo 2
condiciones:
experimentales y PEG

MEDICION

Cualitativa,
ordinal, discreta

Método de
esterilizacidon

Modo de proceder la
inactivacién de todo
aquel microorganismo
vivo, incluidas esporas y
virus (RAE, s.f.)

Esterilizacion por
autoclave y luz UV

Cualitativa, nominal

Tiempo de
esterilizacidon

Duracién de un ciclo de
esterilizado (RAE, s.f.)

20, 30 y 40 minutos

Cuantitativa, ordinal

3.5.4.2 Variables dependientes

VARIABLE

DEFINICION

CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

NATURALEZAY
ESCALA DE

Absorcidn dptica

Proceso mediante el
cual la radiacién es
captada, amortiguada o
extinta por la materia
(RAE, s.f.)

Caracterizacion de
nanoparticulas de
sulfuro de plata por
método UV-Vis

MEDICION

Cuantitativa, de razén

18



Morfologia

Forma o estructura de
algo (RAE, s.f.)

Caracterizacion de
nanoparticulas de
sulfuro de plata por
métodos TEM, SEM,
DRX

Cualitativa, nominal

Tamafo

Dimensiones fisicas de
algo, de mayor o
menor volumen (RAE,
s.f.)

Caracterizacion de
nanoparticulas de
sulfuro de plata por
métodos TEM, SEM

Cuantitativa
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MATERIALES Y METODO

La fase experimental se dividio en etapas, las cuales se describen a continuacion (Figura
4), la fase 1 consistié en la sintesis y obtencién de las nanoparticulas (NPs) mediante el uso
asistido de ultrasonido, en la fase 2 se realizo el lavado de las NPs y secado mediante la
aplicacion de calor de manera controlada, ademas se realizd un proceso de trituracion
manual con un mortero de Agata, en la fase 3 se llevaron a cabo el proceso de esterilizacién
mediante dos métodos (autoclave y luz UV) y en la fase 4 se realizé la caracterizacion de las
muestras mediante distintas técnicas (espectrometria UV-vis, micrografia TEM y SEM, DRX
y EDS).

Fase experimental -

_\-

Figura 4. Fase experimental: procedimiento.

Las nanoparticulas de sulfuro de plata se obtuvieron por sintesis quimica asistida con
ultrasonido. La sintesis se llevé a cabo bajo dos condiciones, es decir sin (AgzS Ex) y con
polietilenglicol (Ag2S Peg); se lavaron, secaron, trituraron y almacenaron, distribuyéndose
en grupos experimentales donde finalmente fueron comparadas con las nanoparticulas
comerciales de la marca Sigma Aldrich (Ag2S Com).

Se crearon 14 grupos como se detalla en la (Figura 5), donde 2 de fueron grupos control y
12 grupos experimentales; cada uno conformado por una muestra de NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.

Muestras en solucién acuosa:
= Control a (muestras sin esterilizar)
*= Grupo 1, grupo 2, grupo 3 (sometidos a un proceso de esterilizacién mediante uso
de autoclave)
* Grupo 4, grupo 5, grupo 6 (sometidos a un proceso de esterilizacién mediante uso
de luz UV)
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Muestras polvo-liquido:
* Control b (muestras sin esterilizar)
= Grupo 7, grupo 8, grupo 9 (sometidos a un proceso de esterilizacion mediante uso
de autoclave)
= Grupo 10, grupo 11, grupo 12 (sometidos a un proceso de esterilizacion mediante
uso de luz UV)

Obtenidos los grupos, se dividieron una vez mas para ser sometidos a diferentes tiempos
de esterilizacidn (Figura 6): los grupos 1, 4, 7 y 10 fueron esterilizados durante 20 min, los
grupos 2,5, 8 y 11 durante 30 min, y los grupos 3, 6, 9y 12 durante 40 min.

14 grupos

experimentales

Solucién acuosa Polvo-liquido

Figura 5. Clasificacion de grupos experimentales.

Esterilizacidén con autoclave

Esterilizacién con luz UV
Proceso de Autoclave .

esterilizacion Luz UV

LN
LR

Grupo

R

Figura 6. Tiempos y métodos de esterilizacidn segun el grupo.
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4.1 SINTESIS Y OBTENCION DE NPS Ag,S

4.1.1 Material y equipo

* Balanza analitica (Denver Instruments)

* Tina ultrasénica (Branson, 2510 - 42 kHz)

*» Matraz Erlenmeyer de 500 mL

* Matraces para aforar de 25, 50 y 100 mL

» Vasos de precipitado de 10 y 50 mL

» Papel de aluminio

* Tapdn de gasas

» Papel para pesaje

» Campo desechable

» Equipo de proteccion (bata, lentes, cubrebocas, guantes desechables)

4.1.2 Reactivos y solventes

Tabla 1. Especificacién de reactivos y solventes utilizados para la sintesis de
nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag.S) experimental con y sin polietilenglicol

Nombre del reactivo Formula Numero de lote Marca

Nitrato de plata AgNOs3 V14C24 J. T Baker
Sulfuro de sodio NazS 68912 Fermont
Citrato de sodio NazCeHs07 19726 Karal
Polietilenglicol H(OCH2CH3),OH MKCK5301 Aldrich
Agua destilada H,O 32214 Karal

4.1.3 Método de sintesis
Las nanoparticulas de sulfuro de plata se obtuvieron mediante una sintesis quimica asistida
con ultrasonido, la cual se llevd a cabo bajo dos condiciones, nanoparticulas experimentales

(Ag2S Ex) y con adicidn de polietilenglicol (Ag2S Peg).

Tabla 2. Especificacidn, concentracion y caracteristicas de reactivos y solventes

Reactivo Cantidad (g o mL)

Nitrato de plata (AgNO3) 0.424

Sulfuro de sodio (NaxS) 0.195

Sulfuro de sodio (NaxS) 0.0004

Citrato de sodio (Na3CsHsO7) 0.129
Polietilenglicol (H(OCH2CH;),OH) 0.1
Agua destilada 225
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En una balanza granataria se pesaron las cantidades de los reactivos anteriormente
descritos, y se utilizé agua como solvente para la preparacion de las soluciones.

Se preparo cada una de las soluciones en matraces volumétricos y en un matraz Erlenmeyer
de 100 mL se agregaron dichas soluciones en el siguiente orden: citrato de sodio
(Na3CsHs07), nitrato de plata (AgNOs), sulfuro de sodio (NaS) y finalmente un excedente
de sulfuro de sodio (Na3S) (Figura 7).

Se cubrid en su totalidad el matraz Erlenmeyer con papel aluminio, se colocé un tapén de
algoddn y gasas y la boquilla se selld con cinta, se llevé a la tina ultrasénica durante 2 h a
una frecuencia de 42 kHz y a una temperatura de 40 °C. Transcurridas las 2 horas de sintesis,
se observd un cambio evidente en la coloracidon de la solucién tornandose negro con
presencia de precipitado.

o
/N
—

Figura 7. Protocolo de sintesis del sulfuro de plata asistida por ultrasonido (fuente propia).

Para la sintesis en condicidon Peg, se colocé en un matraz Erlenmeyer de 100 mL se
agregaron las soluciones en el siguiente orden: citrato de sodio (Na3CsHs0Oy7), nitrato de plata
(AgNO3), 100 uL de polietilenglicol, sulfuro de sodio (Na»S) y finalmente un excedente se
sulfuro de sodio (NazS) (Figura 8).

Se cubrid en su totalidad el matraz Erlenmeyer con papel aluminio, se colocé un tapén de
algoddn y gasas y la boquilla se selld con cinta, se llevé a la tina ultrasénica durante 2 h a
una frecuencia de 42 kHz y a una temperatura de 40 °C. Transcurridas las 2 h de sintesis, se
observé un cambio evidente en la coloracién de la solucion 24orndndose negro con
presencia de precipitado.
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Figura 8. Protocolo de sintesis del sulfuro de plata con adicion PEG asistida por ultrasonido
(fuente propia).

4.2 LAVADO DE NPS Ag>S

4.2.1 Material y equipo

» Centrifuga (Cole Parmer)

» Agitador vortex (Daigger, Genie 2)

* Tubos Falcon de 15 mL

* Rotulador

» Campos desechables

» Equipo de proteccion (bata, lentes, cubrebocas, guantes desechables)

4.2.2 Reactivos y solventes

= Ag>S Ex (LII-ENES Ledn)
= Ag>S Peg (LII-ENES Ledn)
» Agua destilada

4.2.3 Procedimiento de lavado

Se retird el matraz Erlenmeyer del ultrasonido y se cubrié nuevamente con ldminas
de papel aluminio, ya que éste se vio deteriorado posterior al proceso de sonicado. La
muestra se dividid en 6 partes iguales, colocandose en tubos Falcon de 15 mL (Figura 9),
cada uno con la misma cantidad de crudo de reaccion.

Se introdujeron en la centrifuga durante 5 minutos a 5000 rpm, posteriormente se retiro el

solvente y se desechd, se conservad el precipitado concentrado en el fondo de los tubos. Los
tubos se llenaron sucesivamente con el crudo de reaccién con la finalidad de obtener la
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mayor cantidad de NPs. Después cada tubo se aforé con agua destilada y se colocaron en la
centrifuga durante 5 minutos a 5000 rpm, este paso se repitio 4 veces.

Cuando el solvente se observd de color mas claro se retird por completo conservando
Unicamente el precipitado al fondo de los tubos, se llevaron al agitador vértex durante 1
min cada tubo para deshacer los aglomerados. Se les colocé agua destilada y se
almacenaron en tubos Falcon resguardados de la luz visible durante 18 h.

.

Figura 9. Protocolo de lavado del sulfuro de plata (fuente propia).

4.3 SECADO DE NPS Ag,S

4.3.1 Material y equipo

*  Ag>S Ex (LI-ENES Ledn)

* AgS Peg (LII-ENES Ledn)

» Parrilla eléctrica (lka, C-MAG HS 7 — 60°C)

* Caja de Petri (cristal)

* Mortero de agata

* Tubos Eppendorf

= Campos desechables

* Equipo de proteccion (bata, lentes, cubrebocas, guantes desechables)

4.3.2 Método de secado

Una vez limpias y recolectadas las muestras de los 6 tubos, se colocaron en una caja
Petri, que posteriormente fue colocada en una parrilla de calentamiento para comenzar el
secado a una temperatura de 60 °C durante 20 minutos. Una vez secas, se colocaron poco
a poco en el mortero de Agata para triturar durante 3 minutos por superficie y reducir su
tamafio hasta obtener un polvo muy fino color negro y brillante con aspectos de
microcristales, se obtuvo un rendimiento de 1.52 mg de nanoparticulas por sintesis.
Finalmente se almacenaron en tubos Eppendorf rotulados y protegidos de la luz (Figura 10).
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Figura 10. Protocolo de secado del sulfuro de plata (fuente propia).
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4.4 ESTERILIZACION DE NPS Ag>S

4.4.1 Material y equipo

* Balanza analitica (Denver Instruments)

» Autoclave (Tuttnauer, 2340 —121°C, 1.1 bar)

= Campana luz UV (Thermo, 1300 — 315 a 400 nm)

* Fracasos con tapa

* Tubos de ensayo con tapa

» Rejilla para tubos de ensayo

» Papel de aluminio

= Rotulador

» Campos desechables

* Equipo de proteccion (bata, lentes, cubrebocas, guantes desechables)

4.4.2 Reactivos y solventes

= Ag>S Ex (LI-ENES Ledn)

» AgS Peg (LII-ENES Ledn)
= Ag,S Com (Sigma Aldrich)
» Agua destilada

4.4.3 Método de esterilizacion

Se pesaron 7.5 mg de NPs Ag,S Ex, Peg y Com, y se colocaron individualmente en
frascos de cristal con tapa. Se realizaron 36 muestras, las cuales correspondian a 12 grupos
experimentales, y fueron agrupadas segun el proceso, el método y el tiempo de
esterilizacién al que serian sometidos (Figura 11).
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Figura 11. Clasificacidon de muestras de acuerdo a los métodos y procesos de
esterilizacion.

El proceso de esterilizacion se realizé bajo las mismas condiciones tanto para las muestras
disueltas en solucidn acuosa como para las muestras donde se esterilizé el polvo de las NPs
y el dispersante por separado (121°C, 1.1 bar) (Figura 12).

Se realizaron tres ciclos de esterilizacién, cada uno con muestras de cada grupo
experimental, siendo el primer ciclo a 20 min, el segundo a 30 min y el tercero a 40 min.
Después de cada ciclo de esterilizacidon cada frasco con NPs se rotuld y cubrié con papel de
aluminio para proteger las nanoparticulas de la luz visible.

1 : e

\‘61 . >

Figura 12. Clasificacion de sulfuro de plata de acuerdo al método de esterilizacion (fuente
propia).

» Esterilizacion de muestras en solucién acuosa:
Durante este proceso las muestras de AgS, fueron dispersadas 7.5 mg de polvo de
nanoparticulas en 1 mL agua destilada, formando soluciones acuosas que posteriormente
se sometieron a los procesos de esterilizacion correspondientes para cada grupo (autoclave
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o luz UV), las cuales posteriormente serian caracterizadas mediante los métodos UV-vis,
TEM, SEM y DRX.

o Esterilizacion con autoclave:
Se tomd una muestra de cada grupo experimental (Ag.S Ex, Peg y Com), se crearon las
soluciones acuosas con 7.5 mg de NPs y 1 mL de agua destilada, se colocaron
individualmente en frascos de cristal rotulados y con tapa, y se colocaron en un vaso de
precipitado dentro de la autoclave para ser esterilizados bajo las condiciones de
temperatura y presién de 121°Cy 1.1 bar, durante periodos de 20, 30 y 40 min seguln lo
correspondiente a cada grupo experimental (Figura 13).

Figura 13. Esterilizacion de nanoparticulas de sulfuro de plata (soluciéon) mediante el uso
de autoclave (fuente propia).

o Esterilizacion con luz UV:
Se tomd una muestra de cada grupo experimental (Ag.S Ex, Peg y Com), se crearon las
soluciones acuosas con 7.5 mg de NPs y 1 mL de agua destilada y se depositaron cada una
y por separado en frascos de cristal, rotulados y con tapa, se colocaron dentro de la
campana de luz UV para ser esterilizados (Figura 14). Se realizaron tres ciclos de
esterilizacién diferentes, cada uno con una muestra de cada grupo experimental, siendo el
primer ciclo a 20 min, el segundo a 30 min y el tercero a 40 min.

Figura 14. Muestras estériles (luz UV) y dispersas (fuente propia).
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» Esterilizacion de muestras polvo-liquido:
En este proceso se pesaron 7.5 mg de polvo de nanoparticulas de cada muestra (Ag.S Ex,
Pegy Com)y 3 mL de agua destilada, los cuales fueron esterilizados por separado (autoclave
y luz UV), una vez estériles se formaron las soluciones acuosas de manera individual y
posteriormente se sometieron los métodos UV-vis, TEM, SEM y DRX.

o Esterilizacidon en autoclave:

Se tomd una muestra de cada grupo experimental (AgzS Ex, Peg y Com), se colocaron 7.5
mg de cada una y por separado en tubos de cristal, rotulados y con tapa, envueltos con
papel de aluminio, y por otro lado en un vaso de precipitado dentro de la autoclave para
ser esterilizados, al igual que el agua destilada (3 mL) que serian utilizada como dispersante
(Figura 15). Las muestras se esterilizaron bajo las condiciones de temperatura y presion de
121°Cy 1.1 bar, durante periodos de 20, 30 y 40 min segun lo correspondiente a cada grupo
experimental (Fig. 13).

e

Figura 15. Esterilizacion de nanoparticulas de sulfuro de plata (polvo-liquido) mediante el
uso de autoclave (fuente propia).

o Esterilizacion con luz UV:

Se tomd una muestra de cada grupo experimental (Ag.S Ex, Peg y Com), se colocaron 7.5
mg de cada una y por separado en tubos de ensayo de cristal, rotulados y con tapa, en una
rejilla dentro de la campana de luz UV para ser esterilizados (este proceso se realizé
retirando las tapas de todos los frascos para permitir el paso de la Luz UV, al igual que el
agua destilada que seria utilizada como dispersante (Figura 16). Se realizaron tres ciclos de
esterilizacién diferentes, cada uno con una muestra de cada grupo experimental, siendo el
primer ciclo a 20 min, el segundo a 30 min y el tercero a 40 min.
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Figura 16. Esterilizacion de nanoparticulas de sulfuro de plata (polvo-liquido) mediante el
uso de luz UV (fuente propia).

4.5 CARACTERIZACION DE NPS Ag2S

4.5.1 Material y equipo

* Balanza analitica (Denver Instrument)

*= Tina ultrasénica (Branson, 2510 — 42 kHz)

* Espectrofotémetro (Thermo, Multiskan GO)

* Micropipeta

* Punta para micropipeta

* Fracasos con tapa

» Papel de aluminio

* Rotulador

» Campos desechables

» Equipo de proteccion (bata, lentes, cubrebocas, guantes desechables)

4.5.2 Reactivos y solventes

= Ag:S Ex (LII-ENES Leén)

= AgsS Peg (LII-ENES Le6n)
* Ag,S Com (Sigma Aldrich)
» Agua destilada

* Solucién estéril Ag,S Ex (LII-ENES Ledn)

* Solucién estéril Ag,S Peg (LII-ENES Ledn)
* Solucién estéril Ag,S Com (Sigma Aldrich)

* Polvo Ag;S Ex estéril (LII-ENES Ledn)
* Polvo Ag;S Peg estéril (LII-ENES Ledn)

* Polvo Ag,S Com estéril (Sigma Aldrich)
* Agua destilada estéril
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4.5.3 Método de caracterizacion

Una vez realizados los procesos de esterilizacién correspondientes a cada grupo, se
realizaron distintas pruebas de caracterizacién a las NPs para asi poder identificar, conocer,
analizar y evaluar las propiedades fisicas y quimicas de cada material.

= Caracterizacidon UV-vis de muestras:
En el caso de las muestras sin esterilizar, se pesaron 7.5 mg de NPs Ag,S (Ex, Peg y Com), se
colocaron y dispersaron individualmente en 1 mL de agua destilada. Los frascos se rotularon
y cubrieron con papel aluminio. Luego se colocaron en ultrasonido durante 30 min para
dispersar las soluciones (Figura 17). Después se colocd una a una cada muestra en una
cubeta de cuarzo para realizar espectroscopia con el método UV-vis (Thermo, Multiskan
GO), los resultados se analizaron en un rango de 200 a 800 nm.

Para el caso de las muestras previamente estériles, después de los procesos de
esterilizacidn se colocaron los frascos en el ultrasonido durante 30 min para dispersar las
soluciones. Después se colocd una a una cada muestra en una cubeta de cuarzo para realizar
espectroscopia con el método UV-vis (Thermo, Multiskan GO), los resultados se analizaron
en un rango de 200 a 800 nm.

Figura 17. Vibracién ultrasénica de muestras estériles (fuente propia).

Por ultimo, se seleccionaron y enviaron las muestras polvo-liquido esterilizadas durante 40
minutos mediante uso de autoclave y luz UV, para realizar la caracterizaciéon de dichas
muestras mediante las técnicas TEM, SEM, EDS y DRX.

» Caracterizacion TEM de muestras:
Se formd una solucién con 7.5 pg de nanoparticulas de sulfuro de plata y 3 uL de
dimetilsulféxido (DMSO) y se disperso en ultrasonido durante 30 min, después la solucidn
se colocd en un portaobjetos, se formd una gota y en ella se sumergid una rejilla para
microscopia de 400 mesh Cu (Ted Pella Inc.), posteriormente se colocé en una parrilla a
40°C, se secd y se llevé a un porta muestras.
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» Caracterizacion SEM de muestras:
Las muestras se observaron en un Microscopio Electrénico de Barrido (Hitachi TM 1000) en
el Centro de Geociencias de la UNAM, utilizando un voltaje de aceleraciones de 15 kV y
obtuvieron imagenes en diferentes magnificaciones con electrones retrodispersados.

= Caracterizacidon EDS de muestras:
Se realizaron analisis elementales con un equipo EDS acoplado en el microscopio SEM
(Oxford Instruments).

» Caracterizacion DRX de muestras:
El polvo de las nanoparticulas se midié en un equipo minireflex (Rigaku) con una radiacién
de cobre Ka 1.5406A generada a 30 kV y 30 mA, en un intervalo de 10 a 70° 28 a un paso
de 0.02° con un tiempo de conteo de 0.06 s por punto.
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CAPITULO V



RESULTADOS

5.1 METODO DE ESTERILIZACION

Para evaluar el método de esterilizacion, se realizé cada procedimiento segun el tiempo
establecido, se realizé el pesaje de nanoparticulas de sulfuro de plata (NPs Ag,S) para
posteriormente ser dispersadas con agua destilada (100 uL) en una proporciéon de 7.5
mg/mL.

Esto se realizé de dos formas, en la primera, las muestras de NPs Ag,S fueron dispersadas
en agua destilada antes de ser sometidas a los procesos de esterilizaciéon. Por otra parte, el
resto de las muestras de NPs Ag,S fueron esterilizadas por separado el polvo de las NPs del
dispersante, se realizaron las soluciones acuosas y finalmente se llevaron a cabo las
caracterizaciones mediante el método UV-vis, TEM, SEM y DRX.

El proceso de esterilizacién se llevd a cabo bajo las mismas condiciones para todos los
grupos experimentales mediante el uso de autoclave (Tuttnauer, 2340) a una temperatura
de 121 °Cy una presion de 1.1 bar, y mediante el uso de una campana de luz ultravioleta
(UV) (Thermo, 1300) en un rango de luz de 260 nm.

5.1.1 Absorcidn dptica por espectroscopia UV-vis

Las muestras pertenecientes a los 14 grupos (control y experimentales) fueron
sometidas a esta técnica de caracterizacion, con la finalidad de identificar, analizar y evaluar
el comportamiento del material, cambios dpticos, fisicos y morfoldgicos que sufrieron las
NPs AgS después de ser sometidas a los procesos de esterilizacidn correspondientes para
cada grupo. Con esta técnica se midid la cantidad de longitudes de onda de luz UV o luz
visible que fueron absorbidas o transmitidas por la nanoestructura.

* Muestras en solucion acuosa

Se realizé una comparacién entre las muestras de NPs Ag,S Com, Ex y Peg pertenecientes
al grupo control (muestras no estériles). Se puede observar que el material no muestra
absorcién éptica dentro de la region visible.
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Figura 18. Espectrometria UV-vis del grupo control a (no estéril) de las NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.

o Muestras estériles con autoclave:

Se realizd6 una comparacion entre las muestras pertenecientes a los grupos 1, 2 y 3,
agrupandolos de acuerdo con el tiempo de esterilizacion al que fueron sometidos (20 min,
30 min y 40 min respectivamente) y al tipo de muestra (Ag2S Com, Ex y Peg).

En estos espectros de absorbancia se observa que las bandas de absorcidn de las NPs Ex y
Peg muestran cambios significativos en comparacidon con NPs Ag,S Com; mostrando mayor
absorcién dptica, bandas de absorcién mejor definidas, donde se mantiene una constante
en la longitud de onda y encontrando su punto maximo entre los 420 y 460 nm (dentro del
rango caracteristico para Ag.S, que va desde los 410 y los 440 nm), segun estudios
reportados por Suresh y colaboradores en 2011.
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Figura 19. Espectrometria UV-vis del grupo 1 (estériles 20 min) de las NPs Ag,S Com, Ex y

Peg.
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Figura 20. Espectrometria UV-vis del grupo 2 (estériles 30 min) de las NPs Ag,S Com, Ex 'y
Peg.
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Figura 21. Espectrometria UV-vis del grupo 3 (estériles 40 min) de las NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.

o Muestras estériles con luz UV:

Se realizé una comparacion entre las muestras que pertenecian a los grupos 4, 5y 6, se
agruparon de acuerdo al tiempo de esterilizacidn al que se sometieron (20 min, 30 min y 40
min) y al tipo de muestra (Ag,S Com, Ex y Peg).

Se puede observar que las NPs Ag,S Ex y Peg muestran cambios en comparacion con NPs
Ag,S Com; las bandas de absorcién muestran una constancia y se mantienen similares entre
si a diferentes tiempos de esterilizacién, aunque no son tan evidentes en comparacién con
los resultados obtenidos con los procesos de esterilizacion mediante el uso de autoclave,
donde las bandas de absorciéon muestran su punto maximo dentro del rango caracteristico
para AgS oscilando entre 400 y 460 nm, segun lo reportado por Suresh en su estudio.
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Figura 22. Espectrometria UV-vis del grupo 4 (estériles 20 min) de las NPs Ag,S Com, Ex y

Peg.
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Figura 23. Espectrometria UV-vis del grupo 5 (estériles 30 min) de las NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.
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Figura 24. Espectrometria UV-vis del grupo 6 (estériles 40 min) de las NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.

= Muestras en presentacion polvo-liquido
Se realizé una comparacion entre las muestras de NPs Ag,S Com, Ex y Peg pertenecientes
al grupo control b (muestras no estériles). Se pueden observar patrones similares entre si,
mostrando bandas de absorciéon similares a diferentes tiempos de esterilizacién, y
mostrando cambios significativos entre NPs Ag,S Com y Ag»S Ex y Peg.
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Figura 25. Espectrometria UV-vis del grupo control b (no estéril) de NPs Ag>S Com, Ex y
Peg.
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o Muestras estériles con autoclave
Se realizd una comparacidon entre las muestras pertenecientes a los grupos 7, 8 y 9
agrupandolos de acuerdo con el tiempo de esterilizacion al que fueron sometidas (20 min,
30 min y 40 min) y al tipo de muestra (Ag2S Com, Ex y Peg), con un rango de maxima
absorcion en 420 nm para Ex, 423 nm para Peg y 431 nm para Com.
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Figura 26. Espectrometria UV-vis del grupo 7 (estériles 20 min) de las NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.
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Figura 27. Espectrometria UV-vis del grupo 8 (estériles 30 min) de las NPs Ag,S Com, Ex y

Peg.
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Figura 28. Espectrometria UV-vis del grupo 9 (estériles 40 min) de las NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.

o Muestras estériles con luz UV:
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Se realizé una comparacién entre las muestras pertenecientes a los grupos 10, 11 y 12,
agrupandolos de acuerdo al tiempo de esterilizacién al que fueron sometidas (20 min, 30
min y 40 min) y al tipo de muestra (Ag2S Com, Ex y Peg), , con un rango de maxima absorcién
en 423 nm para Ex, 427 nm para Peg y 430 nm para Com.
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Figura 29. Espectrometria UV-vis del grupo 10 (estériles 20 min) de NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.
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Figura 30. Espectrometria UV-vis del grupo 11 (estériles 30 min) de NPs Ag,S Com, Ex y

Peg.
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Figura 31. Espectrometria UV-vis del grupo 12 (estériles 40 min) de NPs Ag,S Com, Ex y
Peg.
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5.1.2 Morfologia por micrografia TEM

Se seleccionaron las muestras de los grupos 6 y 12 (las cuales fueron esterilizadas
durante 40 min mediante el uso de autoclave y luz UV, respectivamente), para ser
caracterizadas y analizadas mediante la técnica de microscopia de transmisién electrénica
(TEM), con esta técnica se realizd un analisis cualitativo de los volumenes (tamafio,
morfologia y estructura) de cada muestra enviada.

* Muestras estériles 40 min con autoclave
Se obtuvieron micrografias TEM a diferentes magnificaciones de las muestras de NPs de
Ag>S (Com, Ex y Peg) estériles, en las cuales es posible observar el sulfuro de plata con
tamafios que oscilan entre los 5 y 9 nm (obtenidos con el programa image J), de forma
semiesféricas sefialadas con un cuadrado de color amarillo (Figura 32A, 33C, 34A), a su vez,
también se observan aglomeraciones del material sefialadas con circulos color azul (Figura
32By C, 33Ay B, 34B y C), las cuales son una caracteristica importapte‘de Ag>S.
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Figura 32. Micrografias TEM de NPs Ag,S comerciales estériles 40 min mediante uso de
autoclave a 100 Kx: A) morfologia semiesférica; By C) aglomeraciones.
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Figura 33. Micrografias TEM de NPs Ag,S experimentales estériles 40 min mediante uso de
autoclave a 100 Kx: A) y B) aglomeraciones C) morfologia semiesférica.
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Figura 34. Micrografias TEM de NPs Ag»S con polietilenglicol estériles 40 min mediante
uso de autoclave a 200 Kx: A) morfologia semiesférica; B y C) aglomeraciones.

* Muestras estériles 40 min con luz UV
Se observaron NPs de sulfuro de plata con caracteristicas similares a las muestras
esterilizadas mediante el uso de autoclave con mismos tamafios y morfologia semiesférica,
que estan sefialadas con un cuadrado de color amarillo (Figura 35A, 36A, By C, 37A y B),
también se presentan aglomeraciones del material sefialadas con circulos color azul (Figura
35ByC,37ByC).

6 nm

9nm

Figura 35. Micrografias TEM de NPs Ag,S comerciales estériles 40 min mediante uso de luz
UV a 100 Kx: A) morfologia semiesférica; B y C) aglomeraciones del material.

5nm

6 nm

Figura 36. Micrografias TEM de NPs Ag,S experimentales estériles 40 min mediante uso de
luz UV a 100 Kx: A, By C) morfologia semiesférica del material.
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9 nm

Figura 37. Micrografias TEM de NPs Ag,S con polietilenglicol estériles 40 min mediante
uso de luz UV: A) acercamiento a 200 Kx, morfologia semiesférica; B) acercamiento a 100
Kx y morfologia semiesférica; C) acercamiento a 100 Kx, aglomeraciones del material.

5.1.3 Morfologia por micrografia SEM

Se seleccionaron las muestras de los grupos 6 y 12 (las cuales fueron esterilizadas
durante 40 min mediante el uso de autoclave y luz UV, respectivamente), para ser
caracterizadas y analizadas mediante la técnica de microscopia de barrido electrénico
(SEM), con esta técnica se realizé un analisis morfolégico de cada muestra enviada.

* Muestras no estériles
En el caso de la NPs Ag,S Com se observan particulas con tamafios similares y morfologias
semiesféricas sin dispersién (Figura 38C), comparadas con las NPs sintetizadas para este
estudio (Ex y Peg) donde ademas de mostrar tamafios similares estructuras con forma
semiesférica y apariencia de roca y poca dispersién también se puede observar la presencia
de un segundo tipo de estructuras (Figura 39B y C, 40C) asemejando prismas con bordes
bien definidos sefialadas dentro de un cuadro color verde.

&"gt . & g -

25-ComNE0002 2021/06/28 X500 200 um Ag2S-ComNEQ003 2021/06/28 X1 0k 100um

Ag28-ComNEO0001 2021/06/28
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 38. Micrografias SEM de nanoparticulas de sulfuro de plata comercial vistas en
diferentes magnificaciones: A) 100 Kx; B) 500 Kx; C) 1000 Kx.
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Ag28-ExNE0011 2021/06/28 x1.0k  100um Ag2S-ExNE0013 x25k  30um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 39. Micrografias SEM de nanoparticulas de sulfuro de plata experimental vistas en
diferentes magnificaciones: A) 500 Kx; B) 1000 Kx; C) 2500 Kx.

27 i .
Ag28-PegNE0021 2021/06/28 x1.0k 100um

Ag2S-PegNE0020
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Ag28-PegNE0022 2021/06/28

Figura 40. Micrografias SEM de nanoparticulas de sulfuro de plata con polietilenglicol
vistas en diferentes magnificaciones: A) 500 Kx; B) 1000 Kx; C) 2500 Kx.

= Muestras estériles en luz UV

En las muestras esterilizadas bajo luz UV se observa que las NPs de Ag,S también presentan
las mismas caracteristicas, presentando morfologia semiesférica, apariencia de roca, porosa
y con bordes irregulares (Fig. 41). En el caso de Ex y Peg, de igual manera se observa la
presencia de un segundo tipo de estructuras no caracteristicas del Ag>S con bordes
regulares (Fig 42B, 43A y B) y con morfologia de prismas, identificadas dentro de los
recuadros color verde, intuyendo que estas estructuras pertenecen a los precursores de la
reaccion.

Ag2S-ComUV0003 106128 1.0k

Ag2s-ComUV0002 2021/06/28 L
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 41. Micrografias SEM de nanoparticulas de sulfuro de plata comercial estéril 40 min
en luz UV vistas en diferentes magnificaciones: A) 100 Kx; B) 500 Kx; C) 1000 Kx.

Ag28-ComUV0001 2021/06/28 L x100 1 mm
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Ag2S-ExUV0010 2021/06/28 T X100 1mm Ag2S-ExUV0011 2621/06/28 T X500 200 um Ag2S-ExUV0012 2021/06/28 T X1 0k 100um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 42. Micrografias SEM de nanoparticulas de sulfuro de plata experimental estéril 40
min en luz UV vistas en diferentes magnificaciones: A) 100 Kx; B) 500 Kx; C) 1000 Kx.

AN ; A X 8" . Sl o s, S
Ag2s-PegUV0019 2021/06/28 L x500 200 um Ag2s-PegUV0020 2021/06/28 x1.0k 100 um Ag2S-PegUV0022 2021/06/28 L x25k  30um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 43. Micrografias SEM de nanoparticulas de sulfuro de plata con polietilenglicol
estéril 40 min en luz UV vistas en diferentes magnificaciones: A) 500 Kx; B) 1000 Kx; C)
2500 Kx.

5.1.4 Estructura cristalina por Difraccion de Rayos X (DRX)

Se utilizaron las muestras de los grupos 6 y 12 (las cuales fueron esterilizadas 40 min
mediante el uso de autoclave y luz UV, respectivamente), para ser caracterizadas mediante
difraccién de rayos X (DRX) miniflex de Rigaku con el intervalo angular de 26 de 10 a 70
grados, con un tamafo de paso de 0.02° para determinar la cristalinidad y la presencia de
compuestos de Ag>S en el precipitado, ya que las muestras vistas mediante SEM
presentaban estructuras adicionales al Ag,S. Se observé que las muestras presentaban una
variacién a la carta cristalografica PDF#00-014-0072 correspondiente a la fase acantita del
sulfuro de plata, presente entre 22 y 25°, asumiendo la presencia de algin contaminante.
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Figura 44. Patrén de difraccion de rayos X de sulfuro de plata comercial comparado con la
fase acantita del sulfuro de plata.
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Figura 45. Patron de difraccién de rayos X de sulfuro de plata comercial con variacién en
fase acantita de AgS.
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Figura 46. Patrén de difraccion de rayos X de sulfuro de plata con polietilenglicol con
variaciéon en fase acantita de AgsS.

5.1.5 Andlisis elemental o Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

Debido a las variaciones en la carta cristalografica de las muestras de sulfuro de
plata, se decidio realizar un andlisis elemental para poder identificar qué elementos estaban
presentes. En los resultados del analisis se encontraron azufre, plata y aluminio.
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Tabla 3. Andlisis de elementos presentes en las muestras de sulfuro de plata no estériles.

Micrografia a) Ag.S Com Micrografia b) Ag,S Ex Micrografia c) Ag,S Peg

Nombre Al S Ag Al S Ag Al S Ag

E'er*;e”t° 0 | 116 | 84 | 63 | 74 | 863 18 | 68 | 914

Ag2S-ComNE0007 2021/06/28 L x5.0k Ag2S-ExNE0018 2021/06/28 Ag2S-PegNE0025 2021/06/28
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Tabla 4. Andlisis de elementos presentes en las muestras de sulfuro de plata estériles 40
min con luz UV.

Micrografia a) Ag,S Com Micrografia b) Ag,S Ex Micrografia c) Ag,S Peg

Nombre Al S Ag Al S Ag Al S Ag

E'e”:/e”m 0 | 185 | 815 | 65 | 97 | 8.3 | 22 | 29 | 949

Ag28-ComUV0007 2021/06/28 x8.0k Ag2S-ExUV0015 2021/06/28 Ag2S-PegUV0025 2021/06/28
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM

5.2 EFECTO DEL TIEMPO DE ESTERILIZACION POR AUTOCLAVE EN LA
ABSORCION OPTICA DE Ag,S

Se observé que el tiempo de esterilizacién mediante el uso de autoclave no influyd de
manera significativa en la absorcidn éptica del material, demostrado en las espectrometrias
donde las muestras sometidas a caracterizacidn con la técnica UV-vis reflejan bandas de
absorcién con buena definicidon con rangos de absorcidon maxima entre los 420 y 431 nm,
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que a pesar del aumento en el tiempo de esterilizacion se mantienen constantes, dentro de
los rangos reportados por la literatura (Suresh et al. 2011).

5.3 EFECTO DEL TIEMPO DE ESTERILIZACION POR LUZ UV EN LA ABSORCION
OPTICA DE Ag>S

En comparacion con las muestras estériles mediante autoclave, la exposicion de las
muestras luz UV en diferentes tiempos de esterilizacidon no influyé en la absorcidn éptica
del material, ya que se muestran longitudes de onda similares entre si, con bandas de
absorcion no tan definidas en donde a pesar de que el tiempo de esterilizacion va
aumentando, las bandas de absorcidn no presentan cambios significativos, manteniéndose
constantes dentro de los rangos de 423 a 430 nm.
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CAPITULO VI



DISCUSION

Sadovnikov y Gusev en 2018 reportaron un método para la obtencidn de Ag;S, en la
cual utilizaron AgNO3s, NazS y NazCsHsO7 como precursores y se obtuvieron nanoparticulas
semiesféricas con tamafios que oscilan entre los 6 y 10 nm, en el presente estudio se siguid
la misma técnica de Sadovnikov y Gusev y se obtuvieron nanoparticulas de sulfuro de plata
con morfologia semiesférica con tamafios que oscilan entre los 4 y 9 nm (Sadovnikov y
Gusev, 2018).

Varios estudios hacen referencia al uso de nitrato de plata (AgNOs) como precursor de las
nanoparticulas de sulfuro de plata, ya que es un reactivo de facil manejo y estable para su
almacenamiento en condiciones ambientales (Sadovnikov et al., 2016, Magalhdes Sousa et
al., 2020). La sonicacién constante de AgNOsz durante 15 min produce Ag;S cristalino (Tiwari
y Dhoble, 2022).

Un estudio realizado por Geravand y Jamaili-Sheini en 2019 menciona que el uso de
frecuencia ultrasénica a 200 W durante 15 min representa una alternativa viable de sintesis
en la cual se pueden acelerar o retrasar los tiempos de reaccion y se obtienen
nanoparticulas de formas semiesféricas. En este estudio el tiempo de trabajo y la frecuencia
en el ultrasonido fueron de 2 horas a 42 kHz obteniendo nanoparticulas de forma
semiesférica de apariencia rocosa.

Otro estudio realizado por Magalhdes Sousa y colaboradores en 2020 reporta que la
exposicidén intencional o accidental de los compuestos de plata a alguna fuente de luz
durante la sintesis, repercute en la morfologia de las nanoparticulas, generando que las
nanoparticulas expuestas a una fuente de luz aumenten su tamafo (Magalhdes Sousa et al.,
2020).

Es sabido que el sulfuro de plata se puede encontrar en tres formas cristalinas: fase a
(acantita), fase B (argentita) y fase y; en el presente estudio se obtuvo como resultado de la
sintesis sulfuro de plata (Ag2S) en su fase acantita, corroborando esto gracias al andlisis por
difraccion de Rayos X (DRX) realizado a las muestras de los grupos 1 y 12 de esta
investigacion (Argueta-Figueroa et al., 2017, Sadovnikov y Rempel, 2019).

Uno de los objetivos principales de este estudio es la aplicaciéon de las nanoparticulas de
sulfuro de plata en futuros proyectos, Mendoza y colaboradores en 2021 realizaron una
revision sistematica, en donde encontraron que el sulfuro de plata puede ser utilizado en la
biomedicina debido a que cuenta con propiedades antimicrobianas y una baja citotoxicidad
(Mendoza, et al., 2021).

Dentro de la literatura existen estudios en los cuales se han sintetizado nanoparticulas de
sulfuro de plata recubiertas con PEG, lo cual le proporciona buena estabilidad a largo plazo
ademas de volverlas hidroéfilas (Prasanth et al., 2018). En este estudio se observé una mejor
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dispersién en un medio acuoso y al momento de caracterizar se observaron menos
aglomeraciones en comparacion con AgsS Ex.

Suresh y colaboradores en 2011 encontraron que factores como el tiempo, el calor y la luz
influyen significativamente en la morfologia y las propiedades fisicas de las nanoparticulas
al momento de la sintesis (Suresh et al., 2011). Al ser sometidas a diversos procesos de
esterilizacién no se observaron cambios significativos ni en la morfologia ni el tamafio final
de las nanoparticulas.
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CAPITULO ViII



CONCLUSION

Se acepta la hipdtesis enunciada ya que las propiedades estructurales y épticas de
las nanoparticulas de sulfuro de plata no se modificaron por el protocolo de esterilizacién
de luz UV y autoclave, siendo el método mds apropiado para su obtencién a partir de una
técnica quimica de una solucién acuosa sobresaturada asistida mediante el uso de
ultrasonido, de esta manera se obtienen estructuras con tamaios y una dispersiéon
controlados.

Los factores como el tiempo, el calor y la radiaciéon de luz durante el proceso de sintesis
influyen significativamente en el tamafio y la morfologia final de las nanoparticulas de
sulfuro de plata (AgzS), a medida que se someten a uno o mas de estos factores como lo
mencionan Magalhaes Sousa y colaboradores.

Las nanoparticulas de sulfuro de plata recubiertas con PEG muestran una mejor dispersion
en medios acuosos ya que este las vuelve hidréfilas mejorando y facilitando su dispersion,
lo cual les otorga propiedades adicionales a las nanoparticulas experimentales y
comerciales.

El método y tiempo de esterilizacién dptimo es mediante el uso de autoclave en un periodo
de 20 minutos, ya que al aumentar el tiempo de esterilizacién, las nanoparticulas no
muestran cambios significativos y mantienen sus propiedades fisicoquimicas como
semiconductores en los tres casos, siendo innecesario someterlas a procesos de
esterilizacién de mayor tiempo.
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ANEXOS

Tabla de abreviaturas

nm Nandmetro unidad (1x10° m)
NPs Nanoparticulas

Ag Plata

Ag>S Sulfuro de plata

T Temperatura

° Grados

°C Grados Celsius

P Presion

bar Bar unidad (1x10° Pa)

t Tiempo

h Horas

min Minutos

L Litros

mL Mililitros

pL Microlitros

g Gramos

kHz Kilo Hertz (unidad de frecuencia)
u.a Unidades arbitrarias

AC Autoclave

uv Ultravioleta

UV-Vis Ultravioleta visible

TEM Microscopio electrénico de transmision
SEM Microscopio electrénico de barrido
DRX Difraccién de rayos x

Ex Experimentales

Peg Polietilenglicol

Com Comerciales

Vi



Equipo de laboratorio

- 2510 y

BRANSON ,

Figura 47. Balanza analitica, Denver Instrument

TP-214 (fuente directa). Figura 48. Tina ultrasdnica, Branson 2510

(fuente directa).

Figura 49. Centrifuga, Cole Parmer (fuente Figura 50. Agitador vortex, Daigger Genie 2
directa). (fuente directa).
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Figura 51. Parrilla eléctrica, Ika C-MAG HS 7

(fuente directa). Figura 52. Autoclave, Tuttnauer 2340 (fuente

directa).

Figura 53. Campana luz UV, Thermo 1300

(fuente directa). Figura 54. Espectrofotémetro, Thermo Multiskan
GO (fuente directa).
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Reactivos

Figura 56. Citrato de sodio, Karal

Figura 55. Sulfuro de sodio, Fermont )
(fuente directa).

(fuente directa).

Figura 57. Nitrato de plata, J. T Baker

(fuente directa). Figura 58. Polietilenglicol, Aldrich

(fuente directa).

Figura 59. Sulfuro de plata, Aldrich
(fuente directa).

Figura 60. Polietilenglicol, Karal
(fuente directa).



Graficas comparativas de muestras

Las siguientes graficas representan la comparacidn de cada muestra al ser sometidas a los
procesos de esterilizacién a diferentes periodos de tiempo.
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Figura 61. Comparacion NPs Ag,S Com estériles (20, 30 y 40 min en autoclave) y no

estériles.
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Figura 62. Comparacion NPs Ag,S Ex estériles (20, 30 y 40 min en autoclave) y no estériles.
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Figura 63. Comparacidén NPs Ag,S Peg estériles (a 20, 30 y 40 en autoclave) y no estériles.
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Figura 64. Comparacion Ag,S Com (a 20, 30 y 40 min en luz UV) y no estériles.
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Figura 65. Comparacion Ag»S Ex (a 20, 30 y 40 min en luz UV) y no estériles.
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Figura 66. Comparaciéon Ag,S Peg (a 20, 30 y 40 min en luz UV) y no estériles.
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= Muestras en presentacién polvo-liquido

1.0
T=121°C
P=1.1ba
r Ag,S Com
0.8 n/e
e 20 MiN
© ——30 min
2 ——40 min
@ 0.6
[&]
c
@©
=2
304+
<€
0.2+
| i ey S S e
0.0 ¥ T T T i T T T v T ¥
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 67. Comparacion NPs Ag,S Com estériles (20, 30 y 40 min en autoclave) y no

estériles.
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Figura 68. Comparacion NPs Ag,S Ex estériles (20, 30 y 40 min en autoclave) y no estériles.
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Figura 69. Comparacién NPs Ag,S Peg estériles (20, 30 y 40 min en autoclave) y no
estériles.
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Figura 70. Comparacién NPs Ag,S Com estériles (a 20, 30 y 40 min mediante uso de luz
UV) y no estériles.
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Figura 71. Comparacién NPs Ag,S Ex estériles (a 20, 30 y 40 min mediante uso de luz UV) y
no estériles.
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Figura 72. Comparacidén NPs Ag,S Peg estériles (a 20, 30 y 40 min mediante uso de luz UV)
y no estériles.
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