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RESUMEN

En el presente trabajo se determind la actividad antibacterial de un material de
policloruro de vinilo (PVC) con particulas de 6xido hierro ligadas al antibiético
ceftriaxona. A partir del método de co — precipitacién quimica se evaluo el efecto
del pH en valores de 10,00, 10,50, 11,00y 11,50, y la temperatura de post — secado
en temperaturas de 25°C, 50°C y 80°C, con el objetivo de obtener particulas con
caracter magnético. Los resultados indicaron que el comportamiento magnético se

ve afectado por el aumento de pH y no por la temperatura de post — secado.

Las particulas fueron caracterizadas mediante microscopia de fuerza atémica
(AFM), dispersion de luz dinamica (DLS), espectroscopia de infrarrojos por
Transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia UV — VIS, difraccién de rayos X
(DRX), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y magnetometria de muestra
vibrante (VSM). A través de estas caracterizaciones, se determiné tamafos de
particula promedio entre 123,5 nm y 231,9 nm. De la misma manera se establecid
coordinacién entre los oOxidos de hierro y antibidtico. Ademas, se comprobd la

formacion de éxidos de hierro con caracter superparamagnético.

Se formularon laminas de PVC con las particulas sintetizadas en concentraciones
de 1,5 % y 3,0%, para evaluar la actividad antibacterial. El proceso de formulacion
fue llevado a cabo mediante la técnica de calandrado. Luego se determiné la
actividad antibacterial de cada uno de los materiales formulados por el método de
difusidon en agar y se utilizaron cepas de E.coli y S.aureus. Aqui se observd
inhibicién en las laminas con particulas de menor tamafo. De igual forma, se

establecio que el aumento de concentracion mejora la inhibicion.

Finalmente, se seleccion6 el material de PVC con concentracion de 3,0 % w/w de
particulas de 6xido de hierro sintetizadas a pH 11,00 y 25°C de temperatura de

post — secado, por los resultados favorables en la actividad antibacterial.



INTRODUCCION

El PVC ha sido evaluado como uno de los principales materiales empleados en
instalaciones hospitalarias, para su uso en sondas, bolsas de sangre y sobretodo
en la fabricacion de catéteres; debido a las propiedades mecanicas que presenta y
por su interaccion nula con fluidos biolégicos (Cappitelli y Sorlini, 2008, pp. 564-
569). Sin embargo, se ha estudiado que en materiales inestables como el PVC
plastificado existe el riesgo de proliferacion de microorganismos debido a la
exposicion de la superficie cuando hay una migracién de plastificante (Flemming,
1998, p. 312). En el afio 2012, la Comunidad Cientifica Internacional de Infecciones
Nosocomiales (INICC) reporté que alrededor del 9% de casos de infeccion en
instalaciones hospitalarias de Africa, América, Asia y Europa, estuvieron asociados

a insumos médicos (Rosenthal et al., 2014, p. 949).

Estudios muestran que existen diferentes métodos para controlar la colonizacién
de microorganismos en el PVC, por ejemplo, en la investigacion de Merchan et al.
(2010), se utiliza ampicilina sédica diluida en solventes de ciclohexanona y N,N-
dimetilformamida para obtener laminas de polivinil cloruro por el método de solvent
casting. Con este tipo de material se obtienen buenos resultados para inhibir la
accion bacteriana de Staphylococcus aereus, pero no sucede asi con bacterias

gram negativas (pp. 2369 — 2377).

En otra investigacion realizada por Li et al. (2008) se procesan laminas de PVC
recubiertas con nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO). ElI material obtenido por
dilucion — ultrasonido de las nanoparticulas y posterior recubrimiento — prensado
en el PVC, tiene buenas propiedades bactericidas tanto para bacterias gram
positivas como para gram negativas (pp. 2161 — 2167).

Datos obtenidos por la INICC, indican la eficacia del uso de ceftriaxona para inhibir
la accion de bacterias gram positivas y gram negativas en catéteres de vias
urinarias y bolsas de transfusion de sangre (Rosenthal et al., 2014, p. 948). Del
mismo modo, Anacona y Rodriguez (2005) demuestran que la ceftriaxona puede

tener coordinacién con iones metalicos como manganeso, cobalto, cobre y cadmio



(pp- 897 — 900). Los iones de hierro presentes en los 6xidos, a diferencia de los
ejemplos mencionados anteriormente, se caracterizan por tener propiedades
magnéticas notables cuando se llevan a escalas entre micras y nandémetros (Sun
et al., 2006, pp. 47 — 56).

La implementacién del presente trabajo busca aportar con una nueva alternativa
en la elaboracién de films de PVC con propiedades antibacteriales. Con los
métodos actuales en la sintesis de este tipo de material ya se ha logrado inhibir el
crecimiento de microorganismos. No obstante, el espectro de accion es limitado en
la mayoria de ellos y en consecuencia se tienen materiales resistentes unicamente
a bacterias gram positivas y no a gram negativas, o viceversa. Por otra parte, la
ceftriaxona, es una cefalosporina de tercera generacion de amplio espectro que se
utiliza para la inhibicién de bacterias tanto gram positivas como gram negativas.
La coordinacion de este antibidtico con iones de hierro permite la formacion de
particulas con propiedades antibacteriales y magnéticas. Ademas, se podrian

llegar a obtener tamafos de particula en la escala nanométrica.

Los resultados de este proyecto podrian contribuir en un futuro para el desarrollo
de aplicaciones en insumos médicos como catéteres, sondas, bolsas de sangre,
entre otros, que puedan utilizarse con fines antibacteriales en instalaciones

hospitalarias.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. PARTICULAS DE HIERRO

El hierro es un metal de transicion que se encuentra en el periodo 4 del grupo 8 en
la tabla perioddica. Se caracteriza por ser el cuarto elemento mas abundante en la
corteza terrestre y por lo general se encuentra en forma de minerales como

hematita (a - Fe203), maghemita (y - Fe2O3) o magnetita (FeszOa4).

De acuerdo con el mecanismo de obtencion, los 6xidos de hierro pueden llegar a
alcanzar tamafios en la escala nanométrica. Cuando se alcanzan tamafios muy
pequenos, las particulas de 6xido de hierro presentan propiedades remarcables en
comparacion con el material a granel. EI comportamiento magnético, por ejemplo,
es una propiedad que cambia conforme se disminuye el tamafo. (Sugimoto, 2000,
p. 671)

1.1.1. PROPIEDADES MAGNETICAS

El magnetismo es un fendmeno que se origina por la formacion de momentos
magnéticos en los materiales. A su vez, los momentos magnéticos de un atomo
libre estan relacionados por el spin con el que estan dotados los electrones y la

rotacion de los mismos alrededor del nucleo (Kittel, 2005, p. 299).

Los atomos que tienen sus capas llenas de electrones, presentan un spin nulo y del
mismo modo se anula el momento magnético. Por otro lado, existe la presencia de
momentos magnéticos cuando no se completan las capas con los electrones.
Cuando un grupo considerable de electrones desapareados estan alineados con
sus momentos en la misma direccién, estos se combinan para producir un momento
magnético unico, lo suficientemente fuerte como para ser detectado en una escala

macroscopica (Mohn, 2006, pp. 80 - 83).



La magnetizacion (M) esta definida como el numero de momentos magnéticos (u)
por unidad de volumen, mientras que la susceptibilidad magnética por unidad de

volumen esta definida por la ecuacion 1.1.
x=x [1.1]

Donde H es la intensidad macroscopica del campo magnético. De esta manera, la
susceptibilidad magnética es un factor que permite diferenciar el comportamiento

magnético entre materiales procedentes de distinta naturaleza (Kittel, 2005, p. 300).

1.1.1.1. Diamagnetismo y paramagnetismo

Todos los materiales magnéticos contienen momentos magnéticos; sin embargo,
su alineacion al aplicar una determinada magnetizacién difiere uno de otros, como

muestra de un diferente comportamiento magnético.

Un material diamagnético estd compuesto por atomos que no presentan un
momento magnético neto. Al aplicar un campo magnético, se manifiesta una cierta
reaccion y los momentos tienden a alinearse en direccion opuesta al mismo como
se observa. En consecuencia, la susceptibilidad magnética se encuentra en valores
por debajo del cero. Los gases nobles monoatémicos (He, Ne o Ar), que tienen
estructuras electrénicas completos en sus orbitales, son ejemplos de materiales

diamagnéticos (Cullity y Graham, 2009, p.90).

El paramagnetismo estd dado por una distribucion aleatoria de los momentos
magnéticos del material, en ausencia de campo. A diferencia del diamagnetismo,
en los materiales paramagnéticos los momentos magnéticos se alinean a favor del
campo magnetico aplicado. En este caso, la susceptibilidad magnética es mayor a
cero. Para mencionar algunos ejemplos de estos materiales estan el aluminio,

magnesio, wolframio, entre otros (Cullity y Graham, 2009, p.90).



1.1.1.2. Ferromagnetismo, antiferromagnetismo y ferrimagnetismo

Estos materiales se caracterizan por manifestar una magnetizacién espontanea, en
ausencia de campo aplicado.

El ferromagnetismo es una propiedad magnética en el que todos los momentos
magnéticos se alinean paralelamente en direccién al campo magnético. Por lo

general, el hierro puro presenta este tipo de comportamiento (Cullity & Graham,
2009, pp. 115 - 116).

El antiferromagnetismo, es un tipo de magnetismo que presentan solidos como el
oxido de manganeso (MnO) en el cual los momentos magnéticos se alinean en
disposiciones opuestas, con iguales magnitudes y a temperaturas relativamente
bajas (Cullity & Graham, 2009, p. 165).

El ferrimagnetismo es otra propiedad magnética que se obtiene cuando al aplicar
un campo externo los momentos magnéticos del material se colocan en posiciones
antiparalelas con diferentes magnitudes. Los compuestos ferrimagnéticos mas
notables son los oxidos de hierro como la magnetita o maghemita (Cullity &
Graham, 2009, p. 175).

En la Figura 1.1 se ilustra el comportamiento magnético de cada uno de los
materiales descritos.
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Figura 1.1. Comportamiento magnético de los materiales en presencia y ausencia de
campo magnético
(Kolhatkar, Jamison, Litvinov, Willson, & Lee, 2013, p. 15979)

El comportamiento magnético de un 6xido de metal es complejo. La magnetizacion
espontdanea de un material ferrimagnético desaparece cuando se somete a

temperaturas mayores que la critica (Tc), denominada Temperatura de Curie.



Sobre esta temperatura, su comportamiento pasa a ser paramagnético. Por lo tanto,
la Temperatura de Curie se define como una temperatura de transicion entre el

estado ferrimagnético y paramagnético (Jiles , 2016, p. 90).

Un material ferrimagnético a granel, se encuentra dividido en dominios. Los
dominios, como se observa en la Figura 1.2, son secciones de un cristal en los
cuales los momentos estan alineados en la misma direccion, sin embargo, en el
material como conjunto, las direcciones de los dominios son diferentes entre si.
Empero, si se aplica un campo a estos materiales, es posible realinear los
momentos individuales de cada dominio en una unica direccion, obteniendo asi un

monodominio o dominio unico (Akbarzadeh , Samiel y Soodabeh, 2012, pp. 3 — 4).

Figura 1.2. Representacion de los dominios ferrimagnéticos
(Tipler y Mosca, 2006, p.816)

Cuando se lleva un mineral de hierro a la temperatura de Curie los momentos
magnéticos presentan un orden de corto alcance, pero no de largo alcance. Un
orden de corto alcance es aquel en el que un momento se alinea en una direccién
y el momento contiguo también apunta en la misma direccion. Esta tendencia se
mantiene en distancias cortas, mas no en distancias largas. Por el contrario, un
orden de largo alcance si mantiene alineados sus momentos en largas distancias.
Esta es la razon por la cual al calentar a altas temperaturas un mineral de hierro,
este pierde progresivamente su intensidad magnética, ya que pasa de un orden de
largo alcance a uno de corto alcance (Akbarzadeh , Samiel y Soodabeh, 2012, pp.
3-4).



1.1.1.3. Curvas de histéresis y superparamagnetismo

La respuesta de un material ferrimagnético ante un campo aplicado se puede
describir a través de la curva de histéresis. Esta curva indica la relacion entre la
magnetizacion (M) y la intensidad de campo magnético aplicado (H) y se la
representa a través de la curva que se observa en la Figura 1.3 (Akbarzadeh ,
Samiel, y Soodabeh, 2012, p. 4).

M  Magnetizacion Saturacion

Remanencia

H

Campo magnético aplicado

-H

Campo magnético aplicado
Direccion Opuesta

Saturacion

Direccion Opuesta Magnetizacion

-M Direccién Opuesta

Figura 1.3. Curva de histéresis
(Mohn, 2006, p.44)

Un material ferrimagnético que nunca ha sido previamente magnetizado o que ha
sido completamente desmagnetizado seguira la linea discontinua a medida que se
aumenta H. Como indica la linea, mientras mayor es la cantidad de corriente
aplicada (H+), mas fuerte es el campo magnético en el componente (M+). En el
punto 1 casi todos los dominios magnéticos estan alineados y un aumento adicional
en H producira muy poco aumento en M. En esta etapa el material alcanza la
saturacién magnética (Ms). Cuando H se reduce a cero, la curva se movera desde
el punto 1 hasta el punto 2. Aqui, es facil apreciar que una cierta magnetizacion
permanece en el material, aunque el campo magnético sea cero. Por ello, a este

punto en la grafica se lo conoce como remanencia e indica el nivel de magnetismo



residual en el material, ya que algunos de los dominios magnéticos permanecen
alineados pero otros han perdido esta alineacién. Cuando se invierte H, la curva se
desplaza hasta el punto 3, donde M se reduce a cero. A este punto se lo conoce
como coercitividad e indica que el campo H invertido ha invertido suficiente cantidad
de dominios como para que la magnetizacion neta dentro del material sea cero. Asi,
la fuerza necesaria para eliminar el magnetismo residual del material se denomina
fuerza coercitiva o coercitividad del material. A medida que se incrementa H en la
direccidén negativa, el material volvera a ser saturado magnéticamente, pero en la
direccion opuesta (punto 4). Cuando se reduce H a cero se llega al punto 5 de la

curva, que tiene una remanencia igual al obtenido en la otra direccion.

Como se puede observar la curva no regresa al origen del grafico, ya que se
necesita cierta fuerza para eliminar el magnetismo residual. La curva tomara una
trayectoria diferente desde el punto 6 de regreso hasta el punto de saturacion,
donde se completara la curva (Tipler y Mosca, 2006, pp. 817 — 819).

La estructura de dominio de los materiales ferrimagnéticos determina el nivel de
dependencia de su comportamiento magnético. Cuando el tamafio de un material
ferrimagnético es reducido por debajo de un valor critico, se convierte en
monodominio. El magnetismo de las particulas finas proviene de los efectos del
tamano. Se asume que el estado de menor energia libre de las particulas
ferrimagnéticas tiene una magnetizacion uniforme, para particulas mas pequefias
que un cierto tamafio critico (monodominio) y tiene una magnetizacién no uniforme

para particulas mas largas (multidominio).

Cuando el tamafo de las particulas monodominio disminuye por debajo del
diametro critico, la coercitividad se convierte en cero, y las particulas se convierten
en superparamagnéticas. El superparamagnetismo es causado por efectos
térmicos, ya que en estas particulas, las fluctuaciones térmicas son suficientemente
fuertes como para desmagnetizar espontaneamente un conjunto previamente
saturado, y por lo tanto, no presentan coercitividad y no tienen histéresis. Es decir,
las constantes fluctuaciones de los momentos magnéticos provocan que estas se

cancelen entre si y es por ello que se obtiene una coercitividad nula. Por lo tanto,



las nanoparticulas se vuelven magnéticas en presencia de un campo aplicado, pero
regresan a su estado original una vez que se retira el campo (Lacheisserie, Gignoux
y Schlenker, 2005, pp. 115 — 116). En la Figura 1.4 se puede observar la relacion
de tamanfo de particula con respecto al tipo de dominio.
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Figura 1.4. Esquematizacion de la relacion entre coercitividad y tamafo de particula
(Akbarzadeh , Samiel y Soodabeh, 2012, p.3)

Un material superparamagnético, en realidad es un material ferromagnético o
ferrimagnético (dependiendo de la naturaleza del material a granel) que se ha
logrado reducir el tamafio a tal punto que se obtiene un unico momento magnético.
Por su parte, comparte el comportamiento paramagnético, debido a las
fluctuaciones aleatorias de los momentos en ausencia de campo magnético
(Lacheisserie, Gignoux y Schlenker, 2005, pp. 115 — 116). En la Figura 1.5 se

indican las curvas M — H de estos materiales.

m——  Fermomagnetisma
mes  Paramagnetismo

m——  SUperparamagnetismo

Figura 1.5. Curva de magnetizacion de tres diferentes tipos de materiales magnéticos

(Akbarzadeh , Samiel y Soodabeh, 2012, p.3)



1.1.1.4. Temperatura de bloqueo

En las graficas M - T se obtienen dos tipos de curvas diferentes para materiales
superparamagnéticos y son: ZFC (Zero — field — cooling) y FC (Field — cooling),
como se puede observar en la Figura 1.6. Para obtener la curva ZFC, se enfria el
material en ausencia de campo magnético hasta una determinada temperatura.
Una vez que se llega a la baja temperatura establecida, se aplica campo magnético
y se mide la variacion de la magnetizacion conforme aumenta la temperatura. Por
el contrario, para la curva FC, se mide la variacién de la magnetizacién mientras se
enfria el sistema hasta la misma temperatura establecida, en presencia del campo

magnético que se aplico en la curva ZFC.

En la curva ZFC, el momento inicialmente incrementa con la temperatura y luego
decrece, mientras que en la curva FC el momento decrece. La temperatura en el
punto maximo de la curva ZFC se la denomina Temperatura de bloqueo (Tg). A
bajas temperaturas, la energia térmica de las particulas se hace mas pequefay los
momentos magnéticos se bloquean. Debajo de la temperatura de bloqueo, un
material superparamagnético pierde la direccién preferencial de magnetizacion en

campo magnético cero (Goya & Morales, 2004, p. 677).
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Figura 1.6. Curvas M - T de nanoparticulas superparamagnéticas
(Kolhatkar, Jamison, Litvinov, Willson y Lee, 2013, p. 15979)

Con respecto al campo magnético aplicado, mientras mayor sea su magnitud, se

requerira menor energia térmica para superar la energia de barrera entre las dos



orientaciones de momento magnético y asi lograr la magnetizacién de las
particulas. De esta forma, la temperatura de bloqueo disminuye a medida que se
incrementa el campo magnético (Issa, Obaidat, Albiss y Haik, 2013, pp. 21289 -
21291).

Asimismo, se tiene una mayor temperatura de bloqueo para particulas grandes, en
comparacion con las pequenas. Esto se explica ya que las particulas pequefias
tienen menor volumen y por lo tanto disminuye la energia de barrera. Ademas, la
distribucion de tamanos puede influenciar en la forma de la curva M — T. Los picos
mas definidos se obtienen con distribuciones estrechas, mientras que para una
distribucion de gran tamario se obtienen picos amplios (Issa, Obaidat, Albiss y Haik,
2013, pp. 21289 - 21291).

1.1.2. METODOS DE SINTESIS

Con respecto a las nanoparticulas de 6xido de hierro, éstas han surgido como
opciones prometedoras para aplicaciones biomédicas, resonancia magnética,
liberacion controlada de farmacos, hipertermia, deteccion temprana de cancer y
diabetes, entre otras. Para todas estas aplicaciones biomédicas se requiere que las
nanoparticulas presenten altos valores de magnetizacion, no obstante, prepararlas
es un proceso complejo. Por esta razén se han propuesto varias rutas para su
sintesis (Mody, Siwale, Singh, & Mody, 2010, p. 282).

1.1.2.1. Co — precipitacion quimica

El método mas convencional para obtener FesOs4 y y — Fe203 es por co —
precipitacion. EI método consiste en reducir sales de hierro en soluciones muy
alcalinas a temperatura ambiente o altas temperaturas. La forma y el tamafio de las
nanoparticulas depende en el tipo de sal que se utilice (cloruros, sulfatos, nitratos,
percloratos, etc.), la relacién molar que se emplee, la temperatura de reaccion, el

valor de pH y parametros de reaccion como: el tiempo de agitacion, la velocidad de
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agitacion o la rapidez con que la que se afiade la base. Las nanoparticulas de Fe3O4
no son muy estables en el ambiente y asi mismo son facilmente oxidables a Fe20:s.
Es por eso, que la sintesis de estas particulas debe ser llevada a cabo bajo una
atmosfera inerte (Wu , He , y Jiang, 2008, pp. 398 — 399).

Por lo general, las particulas que se obtienen presentan diferentes propiedades
quimicas y fisicas. Por ejemplo, los valores de magnetizacion en las nanoparticulas
son menores a los que presenta el mineral como tal. Se ha comprobado
experimentalmente que el valor de magnetizacién en nanoparticulas de oxido de
hierro esta entre 30 — 80 emu/g, mientras que en el mineral se reporta 100 emu/g.
Ademas, este método genera particulas con una gran distribucién de tamafno de
particula. En consecuencia, existe un amplio rango de temperaturas de bloqueo
(Ts), ya que ésta temperatura se encuentra estrechamente ligada al tamafio de
particula y, por lo tanto no hay un comportamiento magnético ideal para muchas
aplicaciones (Kang, Risbud, Rabolt, & Stroeve, 1997, pp. 2209 — 2211).

1.1.2.2. Sintesis sonoquimica

La sonoquimica es la aplicacion de ultrasonido, cuyo efecto en liquidos es el
fendmeno de cavitacion acustica. A su vez, la cavitacion acustica se describe como
la formacion, crecimiento y posterior colapso implosivo de burbujas en medio
acuoso. La implosion de estas burbujas produce calentamientos locales intensos
(5000K), altas presiones (1800 atm) y grandes flujos de calentamiento y
enfriamiento (1010 K/s) (Nag et al., 2012, pp. 848 — 849).

Este método ha sido aplicado para la sintesis de varios nanomateriales, y su
versatilidad ha sido satisfactoriamente demostrada en la preparacion de
nanoparticulas de oOxido de hierro. Cuando se sintetizan nanoparticulas de
magnetita por esta ruta, estas alcanzan tamarios de hasta 10 nm, con propiedades
superparamagnéticas y bajas magnetizaciones a temperatura ambiente (Pinkas et
al., 2008, p. 261)
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1.1.2.3. Sintesis hidrotérmica

La sintesis hidrotérmica consiste en la cristalizaciéon de una solucion acuosa a
temperaturas en el rango de 130 a 250°C y a presiones de vapor entre 0,3 y 4 MPa.
Esta técnica es utilizada sobre todo para la obtencion de monocristales libres de
dislocaciones y del mismo modo, los granos que se forman en el proceso pueden
tener mejor cristalinidad que los que se obtienen en los otros procesos. De esta
manera, la sintesis hidrotérmica es idénea para la produccion de nanoparticulas de
hierro altamente cristalinas (Ge et al., 2009, pp. 13596-13597).

Otra ventaja de este método es que se logra obtener nanoparticulas, en el caso del
oxido de hierro, de 40 nm sin la necesidad de utilizar surfactantes. Igualmente, las
magnetizaciones de saturacion son altas, alrededor de 85 emu/g (Ge et al., 2009,
pp. 13596-13597).

1.1.3. COMPLEJOS ORGANOMETALICOS

Los complejos organometalicos son aquellos que se forman a través del enlace
entre el carbono proveniente de un grupo organico y un metal. Sin embargo, no hay
que confundir estos complejos con los complejos de coordinacion, que son aquellos
que se forman a través de la interaccion de ligantes organicos e inorganicos con

atomos centrales de un metal (Mehrotra y Singh, 2004, pp. 33 —35).

1.1.3.1. Propiedades de los metales de transicion

Los iones de metales de transicion como el Zn, Mn, Cu y Fe pueden actuar como
acidos de Lewis (aceptores de electrones), ya que poseen espacios libres de
electrones en sus orbitales d. Estos iones se enlazan con ligandos de origen
organico o inorganico a través de interacciones que a menudo son fuertes y

selectivas. A su vez, los ligandos imparten su propia funcionalidad y pueden
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modificar las propiedades globales del complejo (Hawker y Twigg, 2006, pp. 27 -
29).

Los complejos de coordinacién entre metal y ligando, abarcan una gama de
geometrias de coordinacion que les dan formas unicas en comparacion con las
moléculas organicas. Las longitudes de enlace, los angulos de enlace y el numero
de sitios de coordinacion pueden variar dependiendo del metal y su estado de
oxidacion (Paley, 2006, p. 38).

Los iones metdlicos con alta afinidad electronica pueden polarizar
significativamente los grupos que estan coordinados con ellos, facilitando las
reacciones de hidrdlisis. Los centros metalicos que son acidos de Lewis fuertes
pueden activar ligandos coordinados para luego reaccionar. Por ejemplo, una
molécula de agua coordinada con un centro de Fe (llI) se convierte en un potente
nucledfilo para la hidrélisis de un enlace amida en un grupo organico (Haas y Franz,
2009, p. 4924).

Asimismo Haas y Franz (2009) proponen que el funcionamiento de un metal como
acido de Lewis requiere la formacién de quelatos con un ligando, tal y como ocurre

con las enzimas (p. 4930).

1.1.3.2. Clasificacion de los ligandos

Los ligandos en los complejos organometalicos se los puede clasificar por la forma

como interactuan los ligandos con los metales de transicion

Ligandos donantes: son aquellos que son capaces de donar un par de electrones
al metal y se estabilizan a través de la formacion de un enlace molecular. Para
mencionar algunos ejemplos se tiene el NHs, H20, H-, OH- o CI- (Spessard y
Miessler, 2010, pp. 22 — 35).
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Ligandos aceptores: por el contrario, este tipo de ligandos, son aquellos que
tienen la habilidad de aceptar electrones provenientes de la nube electréonica del
metal. Estos ligandos corresponden a CO, CN- y PR3 (Spessard y Miessler, 2010,
pp. 22 — 35).

O por la forma como inciden en la superficie de las particulas

Ligandos complementarios: este tipo de ligandos son utilizados como
estabilizadores, ya que permiten controlar el crecimiento y tamario de las particulas.

Su funcidn consiste en liberar sitios vacantes para coordinacion.

Dentro de este grupo se puede nombrar a los tioles, aminas, fosfinas y alcoholes.
Los tioles y las fosfinas son principalmente utilizados para la estabilizacién de
nanoparticulas de platino y oro. Las aminas promueven el crecimiento de las
particulas a través de la coalescencia, debido a que son ligantes débiles y por lo
tanto, pueden ser facilmente desplazados de la superficie. Los alcoholes, al igual
que las aminas, son ligandos débiles que permiten la estabilizacion de sustancias
coloidales por largos periodos de tiempo bajo atmdsfera inerte (Chaudret, 2005, pp.
243 — 249).

Ligandos activos: este grupo de ligandos esta orientado a los hidruros, carbenos
y grupos alquilicos. Desempefian un rol importante en la reactividad de las

particulas para formar complejos (Chaudret, 2005, pp. 243 — 249).

1.2. PROPIEDADES ANTIBACTERIALES DE POLIMEROS CON
PARTICULAS METALICAS

La alta incidencia de infeccion bacteriana y la creciente resistencia de las bacterias
a los antibiéticos convencionales han sido los factores determinantes para el
desarrollo de nuevos materiales con propiedades antibacteriales. Las particulas
metalicas de tamafio nanométrico han sido consideradas como agentes

antibacteriales novedosos con alta area superficial y alta reactividad. Los materiales
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compuestos por polimero y metal emergen como una ruta para ampliar aun mas
las propiedades bactericidas de los metales, ya que un gran porcentaje de
infecciones adquiridas en instalaciones hospitalarias se propagan a través de
contactos de superficie o catéteres elaborados mayoritariamente de plasticos
(Curtis , 2008, p. 211).

1.2.1. NANOPARTICULAS METALICAS CON CARACTER BACTERICIDA

La nanotecnologia esta definida como la manipulacion de la materia en una escala
atébmica, molecular y supramolecular, involucrando el disefio, produccion,
caracterizacion y aplicacion de diferentes nanomateriales en diferentes areas
(Bathia, 2016, pp. 34 — 35).

La nanotecnologia es la rama de la ciencia e ingenieria que se encarga del estudio
de materiales con dimensiones en el orden de 5 a 100 nm (Binns, 2010, pp. 8 — 9).
Sin embargo, el criterio de tamafo considerado como nanoparticula varia de
acuerdo con la aplicacion. Por ejemplo, el tamafio de las nanoparticulas aplicadas
en el campo de la biotecnologia esta considerado entre 10 y 500 nm, rara vez
superior a 700 nm (Mody, Siwale, Singh, y Mody, 2010, p. 283). Sucede lo mismo
en el campo de la liberacidon controlada de farmacos, donde se ha ampliado la
definicion de este rango hasta tamafios aproximados de 500 nm (Pathak y Thassu,
2009, p. 128).

En el campo de la biotecnologia se ha comprobado que las nanoparticulas
metalicas se pueden solubilizar mas rapido en un determinado volumen de solucién
en comparacion con particulas mas grandes, liberando por lo tanto mayor cantidad
de iones metalicos. Es por esta razén que las nanoparticulas deberian presentar
efectos antimicrobianos mas fuertes que las microparticulas, como es el caso de la
corrosidon de nanoparticulas de cobre en agua destilada, que presenta un
comportamiento diferente que las microparticulas. La proporcion de transformacion

de Cu?* de las microparticulas aumenta lentamente con respecto al tiempo de
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inmersion, mientras que en las nanoparticulas esta relacién de transformacion

aumenta bruscamente (Karlsson et al., 2013, pp. 60 - 68).

Como se puede observar en la Figura 1.7, existen algunos mecanismos toxicos por
los cuales las nanoparticulas metalicas atacan las células bacterianas,
dependiendo de las caracteristicas celulares en la escala nanométrica y del tamafio
mismo de la nanoparticula. Uno de ellos es el mecanismo del caballo de Troya, en
el cual las nanoparticulas metalicas ingresan al interior de la célula mediante el
proceso de endocitosis. La alta concentracion de iones intracelulares que se
obtiene por disolucion de las nanoparticulas resulta en una oxidacion masiva dentro
de la célula y consecuentemente una muerte celular (Studer et al., 2010, pp. 170 —
173).
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Figura 1.7. Resumen asociado al comportamiento antibacterial de las nanoparticulas

metalicas.
(Palza, 2015, p. 2104)

En el caso de las nanoparticulas de plata, el efecto mas notorio esta en la actividad
metabdlica celular y la membrana, provocando dafios en las mismas. Estas
nanoparticulas tienen la capacidad de anclarse a la pared celular bacteriana y luego
penetrarla, causando cambios estructurales en la membrana celular como la
permeabilidad y posteriormente la muerte celular (Prabhu y Poulose, 2012, pp. 6 —

7). La formacion de radicales libres alrededor de la superficie de la bacteria es otra
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teoria para explicar la muerte celular en las bacterias. Estos radicales que
provienen de las nanoparticulas se acumulan en la superficie de la célula hasta un

punto en que perforan la pared celular (Li, y otros, 2008, pp. 4593-4594).

1.2.1.1. Nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas

Por lo general las nanoparticulas de 6xido de hierro no son conocidas por tener una
actividad antibacterial remarcable, sin embargo, se aprovecha la biocompatibilidad
de éstas para producir agentes antibacteriales mediante el recubrimiento de las
particulas. Por lo tanto, las nanoparticulas vienen a ser un buen vehiculo para
conducir las moléculas al sitio deseado (Gordon et al., 2011, pp. 3). Uno de los
recubrimientos mas utilizados es el zinc, que posee un poder catalitico y que reduce
el H202 en la formacion de radicales libres. El 6xido de hierro solo, no presenta
efectos significativos sobre el aumento bacteriano de E. coli y S. aureus, mientras
que el zinc solo, si mata estas cepas. Por consiguiente, la actividad antibacterial de
las nanoparticulas de hierro aumenta considerablemente con la presencia de zinc.
Mientras mas zinc recubra las particulas, mejores efectos bactericidas se tienen.
No obstante, este efecto es menos notorio que cuando actua el zinc solo (Gordon
et al., 2011, p. 6).

Las nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas de plata o0 una combinacién de
plata y oro, no resultan muy dafinas para las células. Asimismo, contrario a lo
observado en las nanoparticulas de plata, las nanoparticulas de éxido de hierro
recubiertas de plata no logran perforar la membrana celular y en consecuencia,
producen poco o nada de especies reactivas del oxigeno (ERO o ROS por sus

siglas en inglés) (Hajipour et al., 2012, pp. 501 — 502).

1.2.1.2. Recubrimiento de nanoparticulas metalicas con cefalosporinas

Las cefalosporinas son un grupo de antibidticos B — lactama semisintéticos,

provenientes del Cefalosporio (género de hongo de la clase Hifomicetos). Al igual
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que todas las B — lactamas, interfieren con el ultimo paso en la sintesis de la pared
celular bacteriana, exponiendo de esta manera la membrana osmaética menos
estable. Posteriormente se puede dar la lisis celular, razén por la cual estos
farmacos son bactericidas. Las cefalosporinas son unicamente eficaces contra los
organismos de crecimiento rapido que sintetizan una pared celular de
peptidoglucano. Por lo tanto, son inactivos frente a organismos desprovistos de esta
estructura, como es el caso de los protozoos, hongos y virus (Ali, Elbashir y Aboul-
Enein, 2015, p. 23).

La ceftriaxona es una cefalosporina de tercera generacion que se ha empleado
ultimamente para la formacién de complejos metalicos. Esta cefalosporina, como
se puede observar en la Figura 1.8, presenta grupos funcionales en su estructura
que son capaces de interactuar con la nube electronica de los metales, y por lo
tanto, desempefiar el papel de ligando con metales de transicion como el Mn, Co,
Cu, Cdy Fe (lll) (Anacona y Rodriguez, 2005, pp. 897 — 900). Se ha visto que estos
complejos tienen mayor actividad bactericida que la ceftriaxona pura para combatir
bacterias Gram — negativas como P. mirabilis, P. aeuruginosa y Klebsiella spp. Por
el contrario, la ceftriaxona tiene mayor efecto antibacterial contra bacterias Gram —
positivas como S. aureus que los complejos metélicos (Hasanova et al., 2015, pp.
223 — 234).
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Figura 1.8. Estructura quimica de la ceftriaxona
(Hasanova et al., 2015, p. 226)
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1.2.2. POLIMEROS COMPUESTOS

Para ampliar aun mas las aplicaciones de las nanoparticulas antibacteriales, varias
investigaciones se han centrado en introducirlas en polimeros, para obtener
materiales compuestos. Estos materiales se obtienen cuando los metales se
incorporan a la superficie del polimero o bien se incrustan dentro de la matriz. La
principal ventaja de los nanocompuestos radica en la cantidad extremadamente
baja de relleno que se necesita para alcanzar los requerimientos deseados, que
pueden ser una o dos veces menos que los microrrellenos convencionales (Paul y
Robeson, 2008, p. 3190).

En la Figura 1.9 se observa que existen dos aproximaciones generales,
dependiendo del lugar donde las nanoparticulas fueron sintetizadas, que pueden
ser distinguidas para la preparacion de nanocompuestos de polimero y metal. La
primera es in situ, en el cual la matriz polimérica actuia como medio de reaccion y
la segunda, ex situ, que quiere decir que la particula es sintetizada aparte y la matriz

polimérica se utiliza como medio de dispersion (Palza, 2015, p. 2106).
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Figura 1.9. Principales mecanismos de produccion de polimeros compuestos con metales
(Palza, 2015, p. 2106)
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En general, la aproximacion in situ se lo usa frecuentemente para nanocompuestos
poliméricos de hidrogel, donde los grupos funcionales y el medio acuoso presentes
en las macromoléculas favorecen la dispersion y estabilizacién de las particulas
metalicas. El enfoque ex situ se utiliza en compuestos termoplasticos ya que la alta
viscoelasticidad de la matriz en el estado de fusion mejora la dispersion de las
nanoparticulas (Palza, 2015, p.2106).

Por otro lado, el mecanismo toxico de materiales antibacteriales provenientes de la
mezcla entre un agente bactericida y un polimero no activo, es similar al mecanismo
del agente por si solo. Como se habia mencionado anteriormente los dos caminos
principales de los efectos toxicos de las nanoparticulas son la liberacién de iones
metalicos o la absorcion de la particula en la bacteria (Mufioz-Bonilla y Fernandez-
Garcia, 2012, p. 283).

En el caso de los polimeros termoplasticos con nanoparticulas incrustadas, el
mecanismo que se sigue es la liberacion de iones metalicos. En estos materiales,
las particulas no se encuentran en la superficie del polimero o se encuentran en
concentraciones mas bajas que en el seno del material. En la Figura 1.10 se

visualiza el mecanismo de accion.
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Figura 1.10. Mecanismo del comportamiento antibacterial de polimeros termoplasticos

nanocompuestos
(Palza, 2015, p. 2111)
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El primer paso es la adsorcion de la bacteria en la superficie polimérica, que
desencadena en la difusion del agua (procedente del medio bacteriano) a través de
la matriz. Incluso las matrices no polares como el polietileno o polipropileno
permiten la difusion del agua a través de la molécula, sin embargo, este mecanismo
estd mas orientado a las matrices polares (Damm, Munstedt y Rosch, 2008, pp. 64
— 65). Luego, el agua con oxigeno disuelto llega hasta las particulas metalicas y
empieza el proceso de corrosion estandar. Posteriormente, los iones provenientes
de la corrosion se difunden a través de la matriz y finalmente son liberadas. En
seguida, los iones atacan la membrana celular de las bacterias y por ultimo se

difunden dentro de la misma, provocando la muerte celular (Palza, 2015, p. 2110).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

En una primera etapa se sintetizaron las particulas de hierro mediante el método
de co — precipitacion quimica y se estudié el efecto del pH y la temperatura de post
— secado en la preparacién de las mismas. Se caracterizaron las particulas
mediante microscopia de fuerza atdbmica (AFM), dispersion de luz dinamica (DLS),
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
UV — VIS, difraccién de rayos X (DRX), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
magnetometria de muestra vibrante (VSM). Estas técnicas permitieron determinar

el tamano, forma, estructura y magnetismo de las particulas sintetizadas.

Posteriormente se incorporaron las particulas obtenidas en laminas de PVC
mediante la técnica de calandrado. Por ultimo, se utilizaron cepas E. coliy S.
aureus para determinar la actividad antibacterial de cada una de las laminas
formuladas a través del método de difusion en agar. Los materiales, equipos y

reactivos que se utilizaron fueron los siguientes:

Materiales

e Pipetas volumétricas de 1,5y 10 mL
e Vasos de precipitacion de 50 mL
e Matraces Erlenmeyer de 125 mL

e Agitadores magnéticos

Equipos

¢ pH metro de mesa, Hanna Instruments, modelo HI-2223, capacidad medida
pH en 14 puntos, sensibilidad medida pH en 0,01 puntos

e Plancha de calentamiento con agitacion, AREC

e Balanza analitica, Denver, modelo AA-200, capacidad 200 g, sensibilidad
0,0001 g

o Estufa, MMM — Group, modelo Venticell, capacidad 200°C, sensibilidad 1°C
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e Reactor

e (Camara de secado

Reactivos

e Ceftriaxona, 99% pureza, LabVitalis
e NaOH (hidroxido de sodio), grado analitico, Merck

e FeS04.7H20 (sulfato ferroso heptahidratado), grado analitico, Fisher

2.1. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES ADECUADAS
PARA LA SINTESIS DE PARTICULAS DE HIERRO

Para establecer las condiciones adecuadas en la sintesis de particulas de hierro se
empled un modelo experimental factorial 4x3. Por un lado, se estudidé la influencia
del pH en niveles de 10,00, 10,50, 11,00 y 11,50 y por otra parte, se evalud la
temperatura posterior al secado de las particulas (post — secado) en valores de
25°C, 50°C y 80°C, durante 30 min cada una. La variable de respuesta se reporto
a través de la medida preliminar de magnetismo de cada una de las muestras. En
la Tabla 2.1 se detalla la nomenclatura utilizada en los distintos ensayos del disefio

experimental.

Tabla 2.1. Nomenclatura de los doce ensayos realizados con base en la modificacion del
pH y temperatura posterior al secado

Temperatura posterior al secado (°C)
25 50 80
10,00 NPs01 NPs02 NPs03
pH 10,50 NPs04 NPs05 NPs06
11,00 NPs07 NPs08 NPs09
11,50 NPs10 NPsl11 NPs12

El proceso empezé con la mezcla en fase solida de ceftriaxona y sulfato de ferroso
heptahidratado (FeSO4.7H20) con una relaciéon molar 1:4, respectivamente. Luego,

la mezcla sélida se diluy6é en 10 mL de agua. Posteriormente, se regulé el pH con
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soluciones de hidroxido de sodio 1M y 0,1 M, bajo agitaciéon constante hasta
alcanzar valores de 10,00, 10,50, 11,00 o 11,50 de acuerdo al tipo de ensayo que
se haya realizado.

Después se trasvaso la solucion resultante junto con el agitador hacia un reactor.
Este se elabor6 incorporando en un matraz Erlenmeyer, dos mangueras a través
de un tapon de caucho, como se ve en la Figura 2.1 (a). El objetivo del reactor
consistié en obtener una atmdsfera inerte mediante el burbujeo de nitrégeno en la
solucién y por consecuencia el desplazamiento del aire presente. Luego, se dio
paso a la reaccion mediante agitacion continua por un periodo de tiempo de 4 h; el

cual se lo definié a partir de pruebas preliminares.

Una vez concluida la reaccién se procedioé al proceso de secado. Para ello, se
deposito la solucion en una caja Petri, la misma que fue introducida en una cdmara
disefiada con el mismo objetivo que el reactor, es decir, mantener una atmésfera
inerte, tal y como se observa en la Figura 2.1 (b). Las muestras tardaron alrededor
de 48 h para secarse.

Figura 2.1. Equipos disenados para la sintesis de particulas de hierro a) reactor y b)
camara de secado
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Por ultimo, se rasp6 el soélido obtenido y se coloco en la estufa a la temperatura de

25°C, 50°C 0 80°C, segun sea el tipo de ensayo, y se pesaron las muestras.

En la Figura 2.2 se visualiza el sistema que permitio cuantificar el magnetismo. El
sistema consistid en colocar un iman en la balanza analitica y con la ayuda de un
soporte se colocaron las muestras de tal forma que se encontraron siempre a 1 cm

de distancia con respecto al iman.

Figura 2.2. Soporte disefiado para la medicion preliminar de magnetismo

Finalmente, se registro el peso marcado en la balanza. Se utilizé una relacion de
peso entre la marcada con el iman y la propia de la muestra, para cuantificar de

forma preliminar el magnetismo.

2.2. CARACTERIZACION DE LAS PARTICULAS DE HIERRO

Del disefio experimental mencionado, se escogieron dos muestras para la
respectiva caracterizacion. Los valores mas altos obtenidos en la medicién

preliminar de magnetismo fue el criterio de seleccion de las mismas.
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2.2.1. DETERMINACION DE LA FORMA Y TAMANO DE PARTICULA

A través de la microscopia de fuerza atdmica (AFM) y dispersion de luz dinamica
(DLS) se pudo determinar el tamafio y forma de las particulas obtenidas, asi como

el grado de aglomeracién de las mismas.

Para estos ensayos las dispersiones fueron preparadas con aproximadamente 10
mg de muestra en 7 mL de agua. La microscopia de fuerza atdmica se la llevo a
cabo en un microscopio Nanosurf — Naio AFM, mientras que la dispersion de luz
dinamica se ejecutd en un analizador de tamario de particula de marca Brookhaven

Instruments Corporation — Nanobrook 90 plus.

Ademas, se utilizé el Software WSxM 5.0 Develop 8.2 para medir el tamafio de

particula de los resultados del AFM.

2.2.2.  DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ANTIBIOTICO EN LAS
PARTICULAS

Mediante la técnica de espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier
(FTIR) se determind la posible estructura molecular de las particulas a través de la

identificacion de las bandas de absorcion caracteristicas de los grupos funcionales.

De igual manera, los analisis de espectroscopia UV-VIS permitieron determinar la
presencia de antibiético en las mismas, mediante la comparacion del espectro del
antibiotico y las particulas metalicas. Los espectros de FTIR se los realizaron en el
equipo Perkin EImer Spectrum One, en el rango de banda entre 450 y 4000 cm-'.
Se prepararon tres suspensiones para la espectroscopia UV-VIS: dos
correspondientes a las muestras del disefio y una con el antibidtico puro. Se

dispersaron aproximadamente 10 mg de muestra en 7 mL de agua.

Estos ensayos fueron efectuados en un espectrémetro Agilent Technologies Carry

60 UV-Vis en un rango de longitudes de onda entre 200 y 800 nm.
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2.2.3. DETERMINACION DE LAS FASES CRISTALINAS

Se realizaron ensayos de difraccion de rayos X (DRX) con el objetivo de identificar
las fases cristalinas en las particulas sintetizadas. En total se analizaron tres

muestras: una calcinada y dos sin calcinar.

Para la preparacion de la muestra calcinada, se calentaron 2g a 950°C durante 2h,
con ciclos de temperatura. Estos ensayos se los llevaron a cabo en el
Departamento de Metalurgia Extractiva (DEMEX) de la Escuela Politécnica
Nacional, con un difractometro Norelco Philips modelo TC 216 con radiacion de Cu
Ka, 35 kV, 1,54 A, a 1°/min para angulos 26 y corridos de 15° a 70°.

Los difractogramas fueron ejecutados en el Software Match con versién 3.0.

2.2.4. ANALISIS TERMICO

Se analizaron las temperaturas de transicion tanto del antibiético como del metal,
presentes en las particulas sintetizadas a partir de la técnica de calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Estos ensayos se los ejecutaron en un calorimetro
Netzsch DSC 204 F1 Phoenix.

En el proceso se pesaron entre 15 a 20 mg de muestra y a través de un

calentamiento dinamico de 40°C/min se calentaron hasta 550 °C.

2.2.5. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES MAGNETICAS

La magnetometria de muestra vibrante (VSM, por su siglas en inglés) permitié
describir el comportamiento magnético de las particulas. Se realizaron curvas de
magnetizacion M (H) con temperatura constante de 55 K. De igual forma, las curvas
ZFC y FC se las obtuvieron manteniendo el campo magnético constante, en un

valor de 100 Oe. Los andlisis se realizaron en el Departamento de Fisica de la
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Universidad San Francisco (USFQ), en un magnetometro de marca VersalLab free

de 3 Teslas.

2.3. FORMULACION DE MATERIALES A PARTIR DE PVC Y
PARTICULAS DE HIERRO

En total se formularon seis laminas a partir de policloruro de vinilo (PVC) y particulas
de hierro: sin particulas sintetizadas (blanco 1), con 1,5% en peso de antibiotico
ceftriaxona (blanco IlI) y con 1,5% y 3,0% de cada una de las particulas

seleccionadas en el disefio experimental.

En la Tabla 2.2 se indican los ensayos realizados y la formulacion que se utilizé en

cada una de las laminas.

Tabla 2.2. Nomenclatura y composicion masica porcentual de cada una de las laminas de
PVC formuladas

Nomenclatura PVCO05* PVC06 PVCO07 PVCO1 PVCO03 PVC04
Contenido So6lo PVC | Ceftriaxona| NPs07 NPs07 NPs10 NPs10
% m/m
éiﬁgcd“elﬁfrfo - - 1,50 3,00 1,50 3,00
Ceftriaxona -- 1,50 -- -- -- --
PVC 54,00 53,66 53,66 52,84 53,66 52,84
DOP 44,07 42,92 42,92 4224 42,92 42,24
Aceite de soja
(ESBO) d 1,62 1,61 1,61 1,61 1,61 1,61
Acido estearico 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
Estabilizante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

*(Cdérdoba y Medina, 2009, p.149)

De acuerdo con la composicion porcentual masica que se propone en Coérdoba y
Medina (2009), se prepararon 40 g de material. El polivinil cloruro (PVC), acido
estearico, aceite de soja epoxidado (ESBO) y estabilizador bario — cadmio fueron

mezclados en un vaso de precipitacion. Por separado, se dispersaron las particulas
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sintetizadas en plastificante di — n — octilftalato (DOP). Se adiciond la suspension a

la mezcla inicial y bajo agitacién mecanica se formé una masa heterogénea.

Para el proceso de calandrado de PVC se utilizé un molino de rodillos marca
COLLIN modelo W 100 T y en el proceso se trabajo a una temperatura de 140°C
con el fin de evitar la descomposicién del antibiético en las particulas. En la Tabla
2.3 se muestran las condiciones a las que se operd el molino y a partir de las cuales
se pudo observar la presencia de banco de mezcla en el procesamiento del

material. Una vez que se plastifico el polimero, se retird la lamina formada.

Tabla 2.3. Condiciones de operacion en el molino de rodillos

. Apertulra de Velocidad
Tiempo (s) | los rodillos (rpm)
(mm) P

0 0,1 3,1

90 0,2 3,1
150 0,3 3,1
190 0,4 3,1
240 0,4 2,5

De acuerdo con Zloczower (1996), se establecieron patrones cualitativos del
mezclado distributivo y dispersivo (p. 78). Se fijé una cuadricula de dos filas y cuatro
columnas en los materiales formulados con las particulas sintetizadas y se procedio
a comparar cada segmento con los patrones establecidos, que se encuentran en el
ANEXO VI. Finalmente, se realizé un promedio de valores obtenidos y se establecio
de manera semi — cuantitativa el mezclado dispersivo y distributivo de los

materiales.

24. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL DE
LAMINAS DE PVC CON PARTiICULAS DE HIERRO

Se evalud la actividad antibacterial de las seis laminas formuladas, a partir del

método de difusion en agar. Con base en las sugerencias de Araya, Prat y Ramirez
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(2015) se realizaron los procedimientos en la preparacion de las muestras (pp. 10
—17). Se utilizaron cepas de microorganismos de coliformes Escherichia coli (gram

— negativa) y Staphylococcus aureus (gram — positiva).

Se recortaron cuadrados de 1x1 cm y 2x2 cm de cada una de las laminas con la
ayuda de tijeras y pinzas que fueron previamente esterilizadas. Posteriormente, se
sembraron los microorganismos en el agar de las cajas Petri esterilizadas y se
colocaron los cuadrados de las laminas en cada mitad de las cajas. A su vez, para
comprobar la eficacia del método, se utilizaron discos de muestra referencial de
inhibicion de Gentamicina (30 ug) para la siembra. Finalmente, se dejaron incubar

las placas a 37°C durante 24 h.

El factor para determinar si el material presenté o no propiedades bactericidas fue
la formaciéon de halos de inhibicion alrededor de las muestras, como resultado de

la interrupcion del crecimiento microbiano.

Se reportaron las medidas de los halos de inhibicion para las muestras que
mostraron actividad antibacterial y se seleccioné el material que tuvo mayor tamafio

de inhibicion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CONDICIONES DE SINTESIS

En la Tabla 3.1 se reportan los resultados del disefio experimental con la medida
de magnetismo preliminar, como variable de salida. Estos resultados fueron

obtenidos a partir de los valores del ANEXO I.

Tabla 3.1. Resultados obtenidos del disefio experimental con modelo factorial 4x3

Nomenclatura pH Temperatura (°C) l\l/fiegllilliltills:;?
NPs01 25 0,0
NPs02 10,00 50 0,2
NPs03 80 0,3
NPs04 25 0,6
NPs05 10,50 50 0,8
NPs06 80 0,9
NPs07 25 2,7
NPs08 11,00 50 2,7
NPs09 80 2,8
NPs10 25 5,0
NPsl1 11,50 50 4,7
NPs12 80 4,5

Se comprueba que el magnetismo aumenta conforme aumenta el pH. En el caso
de la temperatura de post — secado, también se evidencia un aumento de
magnetismo a medida que incrementa la magnitud de esta variable, entre cada nivel
de pH. Sin embargo, este comportamiento ocurre hasta un pH de 10,50; en pHs
mayores, no se observan cambios del magnetismo con respecto a la temperatura
de post — secado. Este fendmeno concuerda con la investigacion de Benitez et al.
(2011), quienes proponen que la temperatura de post — secado de 80 °C, favorece
la formacion de estructuras con caracter magnético como la maghemita. No
obstante, para pHs de 11 en adelante se favorece de mejor manera la formacién
oxidos de hierro con caracter magnético, y por lo tanto, la temperatura de post —
secado ya no influye como lo hace con pHs mas bajos (p. 11). A su vez, en los

estudios de Ota, Yamazaki, Tomitaka, Yamada y Takemura (2014) se propone que
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la temperatura de post — secado permite emular el efecto de la hipertermia, que es
un tratamiento donde las particulas magnéticas se pueden unir a ligandos
organicos, provocando una mejor adherencia. Se trabajé con temperaturas entre
40°C y 50°C, y se obtuvieron nanoparticulas con caracter magnético entre tamafios
de particula de 20 a 30 nm (pp. 320 — 324). Por otro lado, Ramadan, Kareem,
Hannoyer y Shanta (2011) estudiaron el efecto del pH entre 10 y 12,5 a
temperaturas entre 25°C y 60°C, concluyendo que a estas condiciones todas las
muestras de los diferentes ensayos presentaron comportamiento magnético (pp.
131 —132).

Es por ello que la investigacion se centré en estudiar el efecto del pH y temperatura
de post — secado, para obtener particulas con comportamiento magnético y en
consecuencia, como se habia visto en el subcapitulo 1.1.1.3, obtener particulas con
menor tamafo de particula posible. Por otra parte, como se mencioné en la seccién
2.2, se llevaron a cabo convenios con laboratorios externos a la Facultad y a la
Universidad, de manera que no se tuvo una completa disposicion de los equipos.
Por esta razén y por el tiempo requerido para efectuar los doce ensayos totales, no
se realizaron repeticiones del disefio experimental. Es asi que, no se pudo

establecer un analisis estadistico.

Por ultimo, las condiciones de sintesis que se establecieron fueron aquellas
representadas por las muestras NPs07 y NPs10 que, como se observan resaltadas

en la Tabla 3.1, presentaron los valores mas altos de magnetismo preliminar.

3.2. CARACTERIZACION DE LAS PARTICULAS

3.2.1. FORMA Y TAMANO DE LAS PARTICULAS

La distribucion de tamafo de la muestra NPs07 obtenida por DLS se muestra en la
Figura 3.1. Se obtuvo un tamafio de diametro efectivo de 123,5 nm con una
polidispersidad de 0,287 y se observa que a medida que aumenta el volumen de

las particulas grandes, la senal de las particulas pequenas disminuye, lo que indica
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una dispersion bimodal. Boyd, Pichaimuthu y Cuenat (2011) afirman que este hecho
se da porque la capacidad de una particula para dispersar luz es proporcional a su
diametro a la sexta potencia, y por tal motivo la intensidad de luz dispersada por
particulas grandes oculta casi por completo la sefial de aquellas mas pequenias.
Por lo tanto, seria errado considerar que las particulas grandes se encuentran en

mayor proporcion que las pequefas. (p. 40).

Effective Diameter: 123.5 nm
Palydispersity: 0,287
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Figura 3.1. Distribucion de tamaio de particula de la muestra NPs07

En la Figura 3.2, correspondiente a las imagenes obtenidas por AFM de la muestra
NPs07, se observa que las particulas presentan formas irregulares y en el caso de
las mas pequefias, con tendencia a esféricas. En la medicion del tamafio de
particula, se visualiza particularmente una con 315 nm de didmetro en medio de
particulas en el orden de 40 nm. De esta forma, se corrobora lo evaluado en la
distribucion de tamafio y ademas se comprueba la presencia de particulas con

tamano en el orden nanométrico.

Las amplias distribuciones de tamafo de particula se deberian a la formacién de

aglomerados o coloides. Esta hipdtesis concuerda con Wu, He y Jiang (2008),
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quienes afirman que la alta relacion entre el area superficial y el volumen de
particulas pequenas provee a las mismas de una alta energia superficial. En
ausencia de recubrimientos superficiales, como en el caso del presente trabajo, las
particulas se aglomeran entre si para reducir esta energia, lo que genera la
formaciéon de largos complejos y por consecuente, el aumento del tamafio de
particula (pp. 400 —401).
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Figura 3.2. Imagenes AFM de la muestra NPs07 a) escala 620 nm y b) escala 410 nm

La distribucion de tamafo de la muestra NPs10 se indica en la Figura 3.3. Esta
muestra reporté un tamafo de diametro efectivo de 231,9 nm y una polidispersidad
de 0,33. Al igual que en el anterior caso, se observa una dispersién bimodal. Al
comparar ambas muestras se evidencia el mismo comportamiento, sin embargo,
en la muestra NPs07 se obtuvo un menor tamano de particula. La diferencia entre
estas muestras es el pH. De acuerdo con Baalousha (2009) al aumentar el pH se
disminuye la carga superficial de las particulas significativamente, provocando una

aglomeracion. De esta manera, las fuerzas de repulsion entre las particulas también
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disminuyen, lo que implicaria que cada colision de las particulas contra los
agregados conduzca a la adherencia de las mismas (p. 2096).

Effective Diameter:  231.9 nm
Palydispersity: (. 330
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Figura 3.3. Distribucion de tamafio de particula de la muestra NPs10

Como se observa en la Figura 3.4, correspondiente a la imagen de AFM obtenida
de la muestra NPs10, las particulas asemejan formas individuales y esféricas. Del
mismo modo, se aprecia en algunas de ellas una especie de nucleo metalico
recubierto por la parte organica. No obstante, al igual que con la muestra anterior,
es notable la amplia distribucién de tamafios de particula y se corrobora igualmente
la informacién de la Figura 3.3. En este caso, las particulas alcanzan tamafios en

el orden de las micras.

El no haber empleado procesos de lavado y filtracién, es una causa para que se
obtenga una mezcla de productos a mas de las particulas de hierro con antibi6tico.
En este enfoque, la incorporacion de las impurezas dentro de la red cristalina de

las particulas se atribuye como el factor para obtener grandes tamafios de particula,
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aparte de las otras hipotesis ya discutidas. Sin embargo, este tema sera discutido

con mayor detalle en el analisis de los difractogramas de rayos X.
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Figura 3.4. Imagen AFM de la muestra NPs10

Finalmente, con base en la Comision Europea (2011), el tamafo promedio de las
dos muestras de particulas de hierro analizadas estarian por sobre el limite superior
de 100 nm para ser consideradas nanoparticulas, sin embargo, en el mismo articulo
se establece que para casos especificos como la salud y consecuentemente
aplicaciones biomédicas, este rango puede ser superior (pp. 1 — 3). Por ejemplo,
Bai, Xia, Yow, Chu y Xu (2011) trataron células cancerigenas con nanoparticulas
en el orden de 400 a 700 nm, obteniendo excelentes resultados (p. 497). Por lo
tanto, las muestras sintetizadas se consideran como nanoparticulas en estado de

aglomeracion.

3.2.2. ESPECTROSCOPIiA DE INFRARROJOS POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

Los ensayos de espectroscopia de infrarrojos (FTIR) fueron llevados a cabo para
determinar la formacion de enlaces entre la ceftriaxona y el hierro. En la Figura 3.5
se observa que los espectros IR de la ceftriaxona y la muestra NPs07 son similares,
por lo que se confirma la presencia de ceftriaxona en las particulas. La banda de
absorcidn localizada en 1740 cm', corresponde al grupo carbonilo (C=0) del anillo

B —lactama, ya que segun Silverstein, Webster y Kiemle (2014) este anillo presenta
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una fuerte absorcién alrededor de 1760 — 1730 cm-' (p.101). En las particulas se
identifica un desplazamiento de esta banda hacia 1752 cm-', por lo que se trataria
de una coordinacion. Este analisis concuerda con Anacona y Rodriguez (2005),
quienes proponen que la coordinacion del ligando se da a través del atomo de

oxigeno en el grupo carbonilo del anillo  — lactamico (p.898).
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Figura 3.5. Comparacion de espectros IR entre la muestra NPs07 y la ceftriaxona

La banda localizada alrededor de 1609 cm™' en el antibidtico puro, se atribuye a la
vibracién del anion carboxilato asimétrico, que presenta fuertes absorciones en el
rango de 1650 — 1550 cm™' (Silverstein, Webster y Kiemle, 2014, p. 96). De igual
manera, se estimaria una coordinacion con este grupo, ya que en las particulas
esta banda se recorre hacia 1631 cm™' (Anacona y Rodriguez, 2005, p. 899).

Asimismo, la banda ubicada alrededor de 1400 cm', correspondiente al anion
carboxilato simétrico (Silverstein, Webster y Kiemle, 2014, p. 96), cambia como
resultado de una coordinacion. Con base en Nakamoto (2009), un ligando de anion
carboxilato puede coordinarse con un metal como ligando monodentado o
bidentado, dependiendo de los cambios relativos en las posiciones de las

vibraciones de estiramiento antisiméticras y simétricas. La gran diferencia de
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valores de numero de onda (>200 cm™) se la atribuye como una interaccion

monodentada del anién carboxilato (p. 250), tal como se muestra en la Figura 3.6.
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Figura 3.6. Tentativa estructura del complejo ceftriaxona — hierro II (M)
(Anacona y Rodriguez, 2005, p. 900)

En la Figura 3.7 se puede observar que las particulas NPs10 muestran un
comportamiento similar al descrito por la anterior muestra. De igual forma, la banda
de absorcion del grupo carbonilo  — lactamico se recorre hacia un valor de 1754
cm', con un menor porcentaje de transmitancia que en la anterior muestra. Se
presume que la variacion en el pH es la razon por la cual disminuye este parametro
en la coordinacion. La hipétesis de una coordinacion monodentada del grupo COO
también se manifiesta en esta muestra, pues es marcada la diferencia de valores

de numero de onda de los aniones carboxilato antisimétrico y simétrico.

En los espectros IR de ambas muestras se encuentra una banda caracteristica
entre metal y nitrogeno (M-N) alrededor de 464 cm™ que no se encuentra en el
antibiético. Por lo tanto, el grupo amina se enlazaria con el Fe (Il) a través del N en
la posicion 2 de la Figura 3.6. No obstante, la estructura tentativa propuesta por
Anacona y Rodriguez no contempla otras suposiciones. Por ejemplo, las bandas
de absorcion en las regiones de nimero de onda entre 3257 — 3099 cm™' y 3047 —
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2814 cm, corresponden a los grupos V(NH) y v(CONH), respectivamente
(Silverstein, Webster y Kiemle, 2014, p. 103). En las particulas estas bandas
desaparecen y Hasanova et al. (2015) establecen como una evidencia para que
estos grupos esten relacionados con procesos de quelacion en la superficie de las
particulas metalicas (p. 229). Es decir, que el N en la posicion 1 de la Figura 3.6,
correspondiente al grupo amina, estaria igualmente inmerso en la coordinacion. La
razon para establecer esta hipotesis es que el grupo amina es relativamente acido
y la presencia de aniones hidréxido en el medio basico de la reaccidn provocaria
una deprotonacion y la consecuente formacion de agua y amida. De esta manera,
el hierro se oxidaria a Fe (lll) en caso de coordinacion con el grupo amida
(Chaudret, 2005, p. 245).
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Figura 3.7. Comparacion de espectros IR entre la muestra NPs10 y la ceftriaxona

De igual manera se sustenta que los aniones hidroxido del medio basico
reaccionarian con el hierro, formando complejos de hidréxido de hierro Fe(OH)x.
Esto se daria principalmente por el caracter oxofilico del hierro y que los aniones
hidréxido tienden a ser fuertes ligandos (Chaudret, 2005, p. 256).

Por ultimo, se plantea que el enlace C—-O del anillo triazdlico interactuaria junto con

el ion metalico, ya que esta banda aparece en 1529 cm' en la ceftriaxona libre y se
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desplaza hasta 1533 cm™ en el caso de la muestra NPs07 (Anacona y Ortega,
2014, p. 365).

3.2.3. ESPECTROSCOPIA UV - VIS

Para determinar la presencia del antibiético ceftriaxona en las respectivas muestras
sintetizadas, se realizaron los analisis UV — Vis, y en la Figura 3.8 se aprecia los
resultados obtenidos. Como se observa, todas las muestras presentaron una

absorbancia en la region ultravioleta.
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Figura 3.8. Espectros UV — Vis de las muestras a) ceftriaxona, b) NPs07 y ¢) NPs10

Con base en Brittain (2003), las bandas localizadas a 223 nm y 275 nm son propias
de la ceftriaxona (p. 35). Aparte de estas bandas, Anacona y Rodriguez (2005)
establecen que la absorcion a 245 nm corresponde a una transicion de tipo T—1r’,
originado por las vibraciones del enlace N-C-S, mientras que la banda en 305 nm
representaria la transicién m—1" dentro del anillo triazélico. Asimismo, las bandas
en la regién de 360 nm representan las transiciones de tipo n—1r’, debido a los

atomos de azufre (p. 899).

En las dos muestras de particulas sintetizadas se constata la presencia de la

ceftriaxona, al observar las mismas bandas descritas por la ceftriaxona. De acuerdo
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con los estudios realizados por Sirimuthu, Syme y Cooper (2011), se atribuye un
fendbmeno de adsorcion fisica cuando en los espectros no se evidencia
desplazamiento alguno de las bandas de absorcion (p. 4100). Por lo tanto, se
sustenta que el tipo de interaccion que se tiene en las particulas sintetizadas se
debe mas a una adsorcién fisica que por quimisorcion. Ademas, en el trabajo
realizado por Gustafsson y Andersson (2004) se indica que los desplazamientos
cortos de longitud de onda que se obtienen en los espectros IR es una caracteristica
distintiva de la fisisorcion (p. 7752). De esta manera, se ratifica una interaccion de

tipo fisica en las muestras.

3.2.4. DETERMINACION DE FASES CRISTALINAS

Las difracciones de rayos X permitieron determinar las fases cristalinas presentes
en las diferentes muestras. En la Figura 3.9 se indica el difractograma de la muestra
NPs07. Es relevante mostrar en este resultado el favorecimiento de la formacion de
thenardita (Na2S0Oa4) en las particulas, ya que la mayor cantidad de la muestra

corresponde a este mineral.

En general, comprender el mecanismo de reaccion entre los diferentes reactivos
empleados en este trabajo resulta complicado, ya que la ceftriaxona es un
compuesto organico con varios grupos funcionales. Sin embargo, se puede predecir

la formacion de la thenardita a través de la ecuacion 3.1.

FeSO, + NaOH = Na,S0, + Fe(OH), [3.1]

La sosa caustica empleada para la regulacion del pH reacciona con el sulfato
ferroso para formar sulfato de sodio e hidroxido ferroso. Como se mencioné en la
seccién 3.2.1, la presencia de esta impureza se debe al hecho de no haber
realizado un lavado posterior a la reaccion. La explicacion principal para no haber
realizado este proceso se debe al bajo rendimiento que se obtenia en pruebas
preliminares, entre 11% y 15% aproximadamente. Ademas de la formacion de

aglomerados, este factor complementa la razén por la cual se identifican particulas
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muy grandes en medio de particulas pequefas, en las imagenes AFM de las
muestras.
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Figura 3.9. Difractograma de la muestra NPs07

No obstante, pese a la poca cantidad de éxidos de hierro obtenidos segun el
difractograma de la Figura 3.9, existen otros factores para argumentar la formacién
de estos compuestos. Los resultados en los espectros IR apuntan a la interacciéon
entre 6xidos de hierro con la ceftriaxona. Asimismo, en los préximos subcapitulos
se analizaran el comportamiento térmico a través de analisis DSC y el
comportamiento magnético mediante VSM, de las muestras sintetizadas, técnicas
donde se puede comprobar la presencia de 6xidos de hierro. Ademas, Mandile y
Hutton (1995), establecen que cuando existe materia organica en la muestra, se
obtienen difractogramas con mucho ruido y por tal motivo los analisis semi —

cuantitativos no son completamente fiables (p. 54).

Por este motivo, se calciné la muestra NPs07 a 950°C durante dos horas para
eliminar la materia organica y determinar las fases cristalinas que se forman. En la

Figura 3.10 se indica el difractograma de la muestra calcinada.



Irel
1000

42

800+

800+

700+

800+

5004

400+

300+

200+

100+

Experimental pattern: RM-8722 RX 3L-C

Calculated pattern (exp. peaks) (Rp=4.4 %)

04 5 Sodium sulfate(V1) Thenardite { 55.7%)
[96-900-9783] Fe2 O3 Hematite ( 44.3%)

[96-101-1185] Na2

oo
Lol

S

b b ||| “ “ TR

T AN 0O AR
| |

I
i

I ‘ r ||||||5

| “n I WII L ||H|| ||H

T T T
10.00 15.00 20.00

Cu-Ka (1.541874 A)

T
25.00

T
30.00

T
35.00

40 oo 45 i} 50 oo

55.00

BD oo 65 i} 70.00

2theta

Figura 3.10. Difractograma de la muestra NPsO7 calcinada

Como se esperaba, al calcinar la muestra se obtiene una mejor resolucién del
difractograma. Aqui se puede ver que la cantidad de 6xido de hierro en forma de
hematita aumenta, pese a que la thenardita se encuentra todavia en mayor
cantidad. Al tratarse de la misma muestra, se puede inferir que inicialmente el hierro
se encuentra como o6xidos o hidréxidos, que no fueron detectados en la muestra

original y después de la calcinacion se favorecio la oxidacion hasta Fe20s.

Por su parte, el difractograma correspondiente a la muestra NPs10 se indica en la
Figura 3.11. En Petcharoen y Sirivat (2012) se establece que los picos de difraccion
que se visualizan a 30,0°, 35,5°, 43,0°, 53,4°, 56,8° y 62,7° con indices (220), (311),
(400), (422), (511) y (440), respectivamente, corresponden al cristal de magnetita
con una estructura cubica espinel. De esta manera, aunque la presencia de
thenardita sigue siendo mayor, se puede ver con mayor claridad la presencia de

magnetita en esta muestra.

Con base en Hermansson (2004), la magnetita es termodinamicamente estable a
temperatura ambiente entre valores de pH de 7 a 12, empero, la estabilidad
aumenta conforme el medio se vuelve mas alcalino (p. 43). Por lo tanto, la razén
por la cual se observa mayor formacion de magnetita en la muestra NPs10 en

comparacion con la muestra NPs07, se debe al aumento de pH.
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Figura 3.11. Difractograma de la muestra NPs10

3.2.5. CALORIMETRIiA DIFERENCIAL DE BARRIDO

Se realizaron analisis DSC para evaluar el comportamiento térmico de las particulas
sintetizadas. En la Figura 3.12 se muestra el DSC de la ceftriaxona pura y se
identifica una banda exotérmica a 262,5 °C. Tange et al. (2013) realizaron la
caracterizacion de ocho diferentes formulaciones de ceftriaxona y establecieron
que esta temperatura corresponderia a una transicién entre estado de fusion y
descomposicion del farmaco (p. 1124). De igual manera, los resultados reportados
por los ensayos UV — Vis tienen concordancia con la Figura 3.13 y Figura 3.14,
correspondientes a los termogramas de las muestras NPs07 y NPs10,
respectivamente; pues, la banda exotérmica ubicada entre 231°C y 238°C, se debe

a la descomposicion de la ceftriaxona presente en las particulas sintetizadas.

Con base en TsaKalakos, Ovidko y Vasudevan (2001), la banda endotérmica
localizada alrededor de los 70°C se debe al proceso de deshidratacién en cada una
de las muestras e igualmente la banda exotérmica que se observa alrededor de los

370°C, corresponde al cambio de fase de magnetita a maghemita.
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Figura 3.13. Termograma de la muestra NPs07

La siguiente banda exotérmica entre 408°C y 417°C se lo atribuye a la oxidacién

de maghemita a hematita (p. 65). Lehlooh, Mahmood, & Aljarayesh (1994), en su

trabajo sobre el desarrollo de nanoparticulas de magnetita establecen igualmente
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que la temperatura de transicion de magnetita a maghemita se encuentra a
temperaturas mayores a 350°C, mientras que la oxidacion de maghemita a hematita
se obtiene sobre los 415°C (p. 147). Es asi, que se comprueba que a temperatura
ambiente existe la presencia de 6xido de hierro, principalmente en forma de

magnetita, en ambas muestras.
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Figura 3.14. Termograma de la muestra NPs10

3.2.6. PROPIEDADES MAGNETICAS

Los ensayos VSM fueron llevados a cabo para analizar el comportamiento
magnético de las particulas sintetizadas. Las curvas FC y ZFC medidas a un campo
magnético de 100 Oe de las particulas NPs07 se muestra en la Figura 3.15. Se

obtuvo una temperatura de bloqueo de 155,6 K.

Si bien es cierto que los analisis VSM solo consideran la parte magnética de la
muestra y no todo el material en si, como el DLS o el AFM, se puede visualizar una
cierta concordancia con lo mostrado en el tamario y distribucion de tamario de estas
dos muestras, ya que las curvas M — T entregan informacion sobre la distribucion

de tamano de las particulas. De acuerdo con Vargas, Knobel, y Socolovsky (2004)
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cuando las curvas ZFC y FC comienzan a separarse a medida que aumenta la
temperatura, se debe a que existe una gran distribucion de tamafos entre las
particulas. En este caso, se observa una separacion entre estas las curvas ZFC y

FC, por lo que se estima una amplia distribucion de tamafio en la muestra.
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Figura 3.15. Curvas M — T medidas a 100 Oe de la muestra NPs07

En la Figura 3.16 se visualiza las curvas FC y ZFC de la muestra NPs10 medidas
a 100 Oe. La temperatura de bloqueo que se obtuvo fue de 315,1 K. Con base en
Kolhatkar, Jamison, Litvinov, Willson y Lee (2013) la temperatura de bloqueo es un
indicador del tamafo de particula y se tiene menor tamafio en aquel material que
presente una menor temperatura de bloqueo (p. 15983). Al comparar estos valores,
se deduce entonces que la muestra NPs07 presenta menor tamafio de particula

que la muestra NPs10 y se corrobora asi, lo observado en los ensayos DLS.

Por otra parte, en la Figura 3.16 no se alcanza a distinguir el punto de unién entre
las curvas FC y ZFC en el rango de temperaturas de 50 — 350 K y aparte, se tiene
una gran separacion entre estas curvas, lo que indica una amplia distribuciéon de
tamafos. En ambas muestras se observa que la curva FC tiende a crecer conforme

se disminuye la temperatura. Este factor indica que las particulas no interactuan
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entre si (Carvell et al., 2010, p. 103913-4) y se reivindica la hipétesis de que la

ceftriaxona podria tener un papel de estabilizante entre las particulas.
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Figura 3.16. Curvas M — T medidas a 100 Oe de la muestra NPs10

En ambas muestras las curvas M — T siguen la tendencia de lo mencionado en la
seccion 1.1.1.4. Es decir, la curva ZFC aumenta hasta un punto maximo y decrece
conforme aumenta la temperatura; mientras que la curva FC tiende al crecimiento

a medida que la temperatura disminuye.

La curva M — H medida a 200 K de la muestra NPs07 se indica en la Figura 3.15.
Recapitulando, en esta temperatura las particulas se encuentran desbloqueadas y
es posible determinar un comportamiento magnético. Por la forma de la curva, se
establece a primera vista que se trata de un material superparamagnético, pues
como se habia visto en la seccién 1.1.1.3, el comportamiento superparamagnético
se obtiene cuando la coercitividad es igual a cero. No obstante, se trata de un
criterio tedrico y en la parte experimental puede haber ciertas consideraciones. Por
ejemplo, en Guardia, Labarta y Batlle (2011) se sintetizaron nanoparticulas de
FesO4 con coercitividades en el rango de 70 a 340 Oe, atribuyendo caracter

superparamagnético al material (p. 392).
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Figura 3.17. Curva M — H medida a 200 K de la muestra NPs07

En la Figura 3.18 se indica la curva M — H medida a 55 K de la muestra NPs07. Al
medir la curva a una temperatura por debajo de la temperatura de bloqueo, las
particulas estan bloqueadas y se evidencia una coercitividad aproximada de 50 Oe.

Ademas, se obtiene una saturacion de magnetizacion de 8,95 emu/g.
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Figura 3.18. Curva M — H medida a 55K de la muestra NPs07

Con respecto a la magnetizacion de saturacion obtenida, ésta es mucho menor que
la magnetizaciéon de saturacion de la magnetita (100 emu/g) y la maghemita (80
emu/g) (Kucheryavy et al., 2013, p. 715). El método de co — precipitacion quimica

es un factor por el cual se obtienen bajos valores de este parametro, principalmente
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por la inestabilidad del FesO4 para oxidarse a a - Fe203 (Wu , He , & Jiang, 2008,
p. 398).

En la Tabla 3.2 se indican los valores estimados de la cantidad de magnetita
presente en cada una de las muestras, tomando como referencia el valor de
saturacion de magnetizacién de la magnetita a granel de 100 emu/g. Este dato
corrobora la pequefia cantidad de magnetita presentes en la difraccion de rayos X.
Cabe recalcar, que los analisis VSM consideran unicamente la parte magnética del
material y por esta razon, los valores mostrados son mayores que los reportados

en la difraccion de rayos X.

Tabla 3.2. Estimacion de la cantidad de magnetita en cada una de las muestras con
respecto a los valores de magnetizacion de saturacion de la magnetita a granel

Muestra NPs07 NPs10
Magnetizacion de 895 13.71
saturacion (emu/g) ' ’

Cantidad Magnetita 8.95 13.71
(%) ’ ’

En la Figura 3.19 se muestra la curva M — H a 200 K de las particulas NPs10. Al
igual que en la anterior muestra se observa una coercitividad casi nula en estas

condiciones de la medicion.
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Figura 3.19. Curva M — H medida a 200 K de la muestra NPs10
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Al disminuir la temperatura por debajo de la temperatura de bloqueo se obtienen
valores de coercitividad y magnetizacion de saturacién de 112,5 Oe y 13,71 emu/g,
respectivamente, tal y como se observa en la Figura 3.20. La coercitividad es casi
el doble que el anterior caso y la principal causa es el aumento del tamafo de
particula.

De igual manera, el aumento de magnetizacion de saturacion en esta muestra,
concuerda con la difraccién rayos X de la Figura 3.11, en la cual se definian mejor

las bandas correspondientes a magnetita, con respecto a la muestra NPs07.
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Figura 3.20. Curva M — H medida a 55K de la muestra NPs10

Finalmente, el comportamiento superparamagnético observado en las particulas
sintetizadas es otra evidencia para estimar que se tratan de nanoparticulas. Como
se establecio en la seccion 1.1.1.3, el superparamagnetismo surge cuando se
eliminan las paredes internas de multidominio hasta obtener un monodominio por
debajo del tamafio critico. En el caso de la magnetita este tamano critico es 84 nm
(Salabas, 2004, p. 14) y con relacion a los resultados AFM, en la muestra NPs07
existen particulas por debajo de este valor. Por lo tanto, se ratifica la presencia de

nanoparticulas.
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3.3. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES DISTRIBUTIVAS Y
DISPERSIVAS DEL MATERIAL

En la Tabla 3.3 se indican los resultados obtenidos en el analisis de mezclado

distributivo y dispersivo de las diferentes particulas en el PVC.

Tabla 3.3. Evaluacion semi-cuantitativa del mezclado distributivo y dispersivo en los
diferentes materiales de PVC

Mezclado Mezclado
Muestra Distributive | Dispersivo
(%) (“o)
NPs07 al 1,5% w/w 75 69
NPs07 al 3% w/w 69 59
NPs10 al 1,5% w/w 66 69
NPs10 al 3% w/w 75 38

Se observa que la lamina de PVC con particulas NPs07 al 1,5% w/w presenta las
mejores propiedades en cuanto al tipo de mezclado y esto se da por la baja
concentraciéon y por tener menor tamafio de particula. Si se comparan las
fotografias de los diferentes materiales formulados, que se muestran a partir de la
Figura 3.21 hasta la Figura 3.24, se corrobora que en ningun caso se alcanza un

mezclado distributivo perfecto (100%).

Segun Rauwendaal (1998), este fendmedo se debe a la segregacion del material
particulado. Asimismo, la segregacion se da por la mezcla de materiales con
caracteristicas diferentes, como en el caso de incorporar una muestra de origen
metalico en PVC, donde las particulas tienden a desplazarse hacia ciertas regiones

del material (p. 30).

Por otro lado, es relevante observar el bajo porcentaje de mezclado dispersivo del
material con particulas NPs10 al 3% w/w. Se atribuye este resultado a dos factores:
la concentracién y el tamafo de particula. De acuerdo con Rauwendaal (1998),
cuando aumenta el tamafo de particula, se tiende a formar aglomerados cohesivos
dentro del polimero (p. 50). Ademas, como se habia visto anteriormente, los

complejos organo — metalicos sintetizados tendrian una interaccion debido a las
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fuerzas electrostaticas, las mismas que provocarian la formacion de aglomerados
cohesivos en el material de PVC. A su vez, el aumento de la concentracion de las

particulas aumenta la probabilidad de interacciones cohesivas entre las particulas.

Figura 3.21. Lamina de PVC con particulas NPs07 al 1,5% w/w

Figura 3.22. Lamina de PVC con particulas NPs07 al 3% w/w

Figura 3.23. Lamina de PVC con particulas NPs10 al 1,5% w/w
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Figura 3.24. Lamina de PVC con particulas NPs10 al 3% w/w

3.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL DE LAS
LAMINAS DE PVC CON PARTICULAS DE HIERRO

El resultado de la susceptibilidad bacteriana de laminas de PVC con particulas de
hierro en el crecimiento de E. Coli se presenta en la Tabla 3.4. En comparacién con
la Idmina Blanco |, se indica que los halos de inhibicion de las diferentes muestras
preparadas con la muestra NPs07, fueron afectadas significativamente por la

presencia de las particulas sintetizadas.

Tabla 3.4. Resultados del analisis antibacterial en el crecimiento de E. coli entregado por
el Departamento de Ciencia de Alimentos y Biotecnologia (DECAB)

Halo de inhibiciéon (mm)

Dimensiones lAmina (cm?) 1x1 2x2
Blanco I 0 0
Blanco 11 8 8

NPs07 al 1,5% w/w 1 4
NPs07 al 3,0% w/w 11 11
NPs10 al 1,5% w/w 0 0
NPs10 al 3,0% w/w 0 0

El material preparado con las particulas NPs07 al 3,0 % fue el que tuvo una mayor
inhibicion. Ademas, se puede ver que el halo de inhibicién de esta muestra es mayor
al obtenido por el material con ceftriaxona pura. Para la muestra NPs10 se observo

crecimiento de los microorganismos encima del material por lo cual no se pudo
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apreciar ningun halo de inhibicién. Asimismo, se comprueba que la muestra
preparada con ceftriaxona pura (Blanco Il) indicé efecto sobre el crecimiento

microbiologico.

Los resultados que se muestran en la Tabla 3.5 indican el valor del tamano de los

halos de inhibicion de los diferentes materiales en el crecimiento de S. aureus.

Tabla 3.5. Resultados del analisis antibacterial en el crecimiento de S. aureus entregado
por el Departamento de Ciencia de Alimentos y Biotecnologia (DECAB)

Halo de inhibicion (mm)
Dimensiones laimina (cm2) 1x1 2x2
Blanco I 0 0
Blanco II 7 7
NPs07 al 1,5% w/w 3 4
NPs07 al 3,0% w/w 9 9
NPs10 al 1,5% w/w 0 0
NPs10 al 3,0% w/w 0 0

Al igual que en la inhibicidon de E. coli se identifica que las muestras con particulas
NPs07 presentan inhibicion bacteriana para el S. aureus y de igual forma, las
muestras con particulas NPs10 no mostraron efecto alguno. De esta manera, es
notable que se repiten los patrones de inhibicién bacteriana tanto para bacterias

Gram — positivas (S. aureus) como para bacterias Gram — negativas (E. coli).

Primero, es preciso comparar los resultados obtenidos entre los materiales
preparados con las diferentes muestras de particulas de 6xido de hierro. A lo largo
de este trabajo, se han mencionado las diferencias estructurales y morfoldgicas
entre estas dos muestras. Para empezar, en los analisis AFM y DLS se reportd que
la muestra NPs07 presenta un menor tamafo de particula. En consecuencia, se
argumenta que el tamano de particula es influyente en la susceptibilidad bacteriana.
Sirelkhatim et al. (2015) concluyeron en sus investigaciones con nanoparticulas de
diferentes oxidos metalicos que el crecimiento bacteriano disminuye cuando se
reduce el tamafio de particula, debido a la internalizacion y consecuente

acumulacion de particulas dentro de las células (p. 228).
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En cuanto a la estructura quimica que se estudio en los ensayos FTIR y UV — Vis,
se comprob6 una semejanza en los resultados obtenidos para ambas muestras.
Empero, una pequefa diferencia que se establecio fue la intensidad de la banda
carbonilo del anillo B — lactama. Recapitulando, las particulas NPsO07 mostraron
mayor intensidad en esta banda que las particulas NPs10 y por lo tanto, se estima
que la concentracion de este grupo es mayor en la muestra NPsO7. En las
cefalosporinas, el anillo B — lactama es el grupo que interviene en la lisis de la pared
celular y en consecuencia la muerte de la bacteria (Ali, Elbashir, & Aboul-Enein,
2015, p. 23). Como resultado, en el material con NPs0Q7 se logra interrumpir el

crecimiento celular.

Por otra parte, la presencia de excipientes como resultado de no lavar ni filtrar las
particulas, podrian actuar como agentes bactericidas. No obstante, al considerar
esta teoria, se debio observar en el material con la muestra NPs10 la formacién de
halos de inhibicion en alguna cepa, ya que en el difractograma de rayos X se
comprobd la presencia de impurezas, al igual que en las particulas NPs07. Por tal

motivo, las anteriores hipotesis resultan mas adecuadas.

Se debe agregar que se confirm¢ la actividad antibacterial nula del PVC, a través
del crecimiento bacteriano sobre las laminas blanco. Del mismo modo, las laminas
con ceftriaxona si mostraron efecto con ambas cepas, tal y como se esperaba. Aqui
es importante resaltar que el tamafio del halo de inhibicién de los materiales que
mostraron efecto, disminuye con la cepa de S. aureus en comparacion con la cepa
de E. coli. Hirai (2011) establece este fendomeno como algo probable, ya que las
cefalosporinas en general, tienen efecto bactericida tanto con bacterias Gram —
positivas como negativas, sin embargo, en el caso de las ultimas generaciones
como lo es la ceftriaxona, observaron que se tiene mas efecto en las Gram

negativas que las positivas (p. 219).

De los resultados obtenidos, se aprecia que la concentracion de las particulas
influye en la interrupcion del crecimiento bacteriano. En ambos ensayos el material
de PVC con particulas NPs07 al 3,0 % w/w, reportaron los mayores tamafos de

halo de inhibicién. En este contexto, en las particulas NPs10, se esperaria apreciar
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un pequeno halo de inhibicion al utilizar el material con 3,0 % w/w, sin embargo, asi
existiese la posibilidad de la interaccion de los excipientes, la concentracién de los

mismos no es la suficiente como para retener el crecimiento bacteriano.

De igual manera, se afirma que la coordinacion entre la ceftriaxona y las particulas
de oxido de hierro mejora las propiedades bactericidas del antibiotico puro. En
ambos ensayos con diferentes cepas, se registraron tamafos de halo de inhibicién
mayores en aquellos materiales con particulas NPs07 al 3,0 % w/w, en

comparacion con los halos reportados por el material con ceftriaxona libre.

Para finalizar, se selecciona la muestra de PVC con particulas NPs07 al 3% w/w
como el material mas adecuado para futuras investigaciones en el campo de la

biomedicina, pues, reportd los mejores resultados en la evaluacién antibacteriana.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El pH tuvo un efecto determinante en la sintesis de particulas de hierro.
Conforme aumenté el pH, se favorecio el comportamiento magnético en las
particulas. Por otro lado, no se evidenciaron cambios en el magnetismo
preliminar a partir de la temperatura de post — secado. De esta manera, se
establecié un pH adecuado para la sintesis de particulas de hierro entre
11,00 y 11,50, mientras que el valor de la temperatura de post — secado se
fijo en 25 °C.

A través de los ensayos DLS se determinaron tamafios de particula
promedio de 123,5 nmy 231,9 nm, en ambos casos con una distribucion de
tamano bimodal. Estos valores permitieron definir a las particulas obtenidas

como nanoparticulas en estado de aglomeracion.

A partir de los espectros IRy UV — Vis, se confirmé la presencia de antibiético
ceftriaxona en cada una de las muestras evaluadas. Ademas, los resultados
de la espectroscopia UV — Vis, indicaron que se obtuvo una adsorcion fisica

entre el antibiético y el metal.

Los ensayos DSC, permitieron definir una temperatura de descomposicion
de la ceftriaxona en las particulas, a partir de 231°C. Aparte, se estimé una

primera transicion de magnetita a maghemita alrededor de los 370°C.

Mediante los difractogramas de rayos X se observo el hierro en estado de
oxidacion mayoritariamente como magnetita, maghemita y hematita. Sin
embargo, una gran parte de las fases cristalinas de las muestras

correspondio a thenardita, como consecuencia de las impurezas presentes.
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Las muestras analizadas por VSM indicaron un comportamiento
superparamagnético. Por tal motivo, se comprobd la presencia de 6xidos de
hierro con caracter magnético, principalmente de la magnetita. Ademas, se

obtuvieron magnetizaciones de saturacion entre 8,95y 13,71 emu/g.

Las laminas de PVC que se formularon con las particulas sintetizadas,
mostraron un mejor mezclado distributivo con respecto al mezclado

dispersivo.

Las laminas de PVC con particulas de 6xido de hierro sintetizadas a pH
11,00 y 25°C exhibieron actividad antibacterial en la inhibicion de
microorganismo gram — positivos (S. aureus) y gram — negativos (E. coli);
mientras que las laminas de PVC con particulas de o6xido de hierro

sintetizadas a pH 11,50 y 25°C, no mostraron comportamiento bactericida.

El tamafio de particula y la concentracion de las particulas en las laminas de
PVC fueron factores influyentes en la actividad antibacterial. Mientras mas
pequefas sean las particulas y mayor sea su concentracion, se favorece el

caracter bactericida del material.

RECOMENDACIONES

Como no se observo cambios en el magnetismo preliminar de las muestras,
con base en la temperatura de post — secado, se recomienda estudiar el

efecto de la temperatura en el proceso de sintesis.

Debido a la gran presencia de impurezas en las particulas sintetizadas, se
recomienda en futuras investigaciones, realizar procesos de lavado
posteriormente a la reaccion y ademas trabajar con una relacion molar

diferente, para mejorar los rendimientos de la reaccion.
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Se podria modificar el proceso de co — precipitacion quimica para favorecer
la formacion de o6xidos de hierro con caracter magnético. Para ello se
estableceria como primer paso la formacion de magnetita y una vez
obtenida, se colocaria la ceftriaxona. Ademas, se recomienda trabajar desde
el inicio con un sistema cerrado; de esta forma, estaria siempre presente la

atmodsfera inerte.

Se puede desarrollar una investigacion para evaluar el comportamiento
bactericida de las particulas en otras matrices poliméricas y con cepas

diferentes a las que se estudiaron en este trabajo.
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ANEXO 1

MEDIDAS OBTENIDAS EN LA MEDICION PRELIMINAR DE
MAGNETISMO

Las medidas preliminares de magnetismo se obtuvieron a través de la relacion entre

el peso marcado por la balanza de la Figura 2.1 y el peso de la muestra.

Tabla AI1. Datos experimentales obtenidos en el proceso de sintesis

Nomenclatura pH Temperatura | Peso muestra | Peso con iman | Magnetismo
O (® ® (g/2)
NPs01 25 0,2133 -0,0008 -0,0039
NPs02 10,00 50 0,2088 -0,0216 -0,1033
NPs03 80 0,2105 -0,0303 -0,1440
NPs04 25 0,2174 -0,0820 -0,3773
NPs05 10,50 50 0,2351 -0,1075 -0,4574
NPs06 80 0,1986 -0,1012 -0,5098
NPs07 25 0,2163 -0,3399 -1,5714
NPs08 11,00 50 0,2215 -0,3500 -1,5803
NPs09 80 0,2091 -0,3345 -1,5998
NPs10 25 0,2049 -0,5953 -2,9053
NPsl1 11,50 50 0,1928 -0,5309 -2,7535
NPs12 80 0,1853 -0,4803 -2,5921

Se establecié una regla de tres, para obtener las medidas reportadas en la Tabla
3.1. Se asigno un valor de cinco para el maximo valor obtenido y se fijaron las

demas medidas con base en ese valor.

Ejemplo de calculo:

m X5
Magnetismoypsgy; = I;]:L
NPs10
. —1,5714,x 5
Magnetismoypsor = ——5 5503

Magnetismoypsg; = 2,7
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ANEXO II

COMPLEMENTO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA
MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM) DESARROLLADO
EN EL LABORATORIO DE PELICULAS DELGADAS EN LA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA ESCUELA POLITECNICA
NACIONAL



Figura AIL2. Imagenes AFM de la muestra NPs010 tomadas a diferentes escalas
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ANEXO III

HISTOGRAMAS COMPLETOS ENTREGADOS POR EL
LABORATORIO DE NUEVOS MATERIALES (LANUM) DE LA
ESCUELA POLITECNICA NACIONAL
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Palydispersity: 0.287 ' :
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Figura AIIL.1. Histograma de la muestra NPs07
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Figura AIIL.2. Histograma de la muestra NPs10
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ANEXO IV

RESULTADOS DE LAS DIFRACCIONES DE RAYOS X
ENTREGADOS POR EL DEPARTAMENTO DE METALURGIA
EXTRACTIVA (DEMEX) DE LA ESCUELA POLITECNICA
NACIONAL
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ESCUELA POLITECNICA NACIONAL
DEPARTAMENTO DE METALURGIA EXTRACTIVA

Resultados Anilisis de Ravos X

Solicitante { Sr. Pablo Jicome (DECAB)
No. Referencia % 8649
Fecha 3 10-08-2016

Muestras recibidas
Muestra 1
Muestra 2

Dos muestras sélidas denominadas:
NPE 01 (Cédigo Cliente)
A.B. Fe (Cédigoe Cliente)

La determinacién de los compuestos con cristalizacién definida presentes en la muestra se realizé empleando
el Difractometro D8 ADVANCE y el programa Diffrac plus (EVA Y TOPAS) para cualificacién y semi-
cuantificacion. A continuacién se detallan los resultados obtenidos del analisis.

Muestra 1 Muestra 2
Mineral Formula’ Contenido Contenido
(o) (%)
Thenardita Na,SO, 95 63
Magnetita Fe;0, 1 26
Maghemita Fe,0s 2 9
Halita NaCl 1 1
Hematita Fe,0; - I
Grupo plagioclasa (Na,Ca)Al(Si,Al)Si,04 1 -

NOTA: El limite de deteccion del equipo empleado es del 1% para compuestos con cristalizacion definida.

Las muestras presentan gran cantidad de amorfos no cuantificados por esta técnica.

r Collantes

Ing. |
Responsable !
|

Pasaje Andalucia 134 E12A y Mena Caamanio — Teléfono (593-2) 3 938 780 /2 976 300 — Casilla 17-01-2759
E-mail: emesto.delatorre/@epn.edu.ec - Quito-Ecuador
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»

ESCUELA POLITECNICA NACIONAL
DEPARTAMENTO DE METALURGIA EXTRACTIVA

Resultados Anilisis de Difraccién de Ravos X

Solicitante :  M.Sc. Francisco Javier Quiroz Sanchez
No. Referencia :  RM-8722

Fecha : 13-10-2016

Muestras recibidas :  Una muestra solida denominada:
Muestra 1 :  RX3.lcalcinada (Cddigo Cliente)

La determinaci6n de los compuestos con cristalizacién definida presentes en la muestra se realizé empleando
¢l Difractémetro D8 ADVANCE v el programa Diffrac plus (EVA Y TOPAS) para cualificacién y semi-
cuantificacion. A continuacion se presentan los resultados obtenidos del andlisis.

Muestra 1*
Mineral Formula Contenido
(%)
Hematite Fe;05 40
Thenardite Na, S0, 40
Sodium Sulfate Na,S0, 20

NOTA: El limite de deteccién del equipo empleado es del 1% para compuestos con cristalizacion definida.

*La muestra presenta cantidades menores de material amorfo, no identificado por esta técnica de analisis.

\JLJ& D
Ing. Alisi e PhD.

Jefe de Departamento

Mgc. Evelyn Criollo
Jefe de Laboratorio

Pasaje Andalucia 134 E12A y Mena Caamatto — Teléfono (593-2) 3 938 780/ 2 976 300 — Casilla 17-01-2759
E-mail: ermesto.delatorre@epn.edu ec - Quito-Ecuador
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ANEXO V

REPORTE DE LA CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO
LLEVADO A CABO EN EL CENTRO DE INVESTIGACION
APLICADA A POLIMEROS (CIAP) DE LA ESCUELA
POLITECNICA NACIONAL
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Instrument: MNETZSCH DSC 204 F1 Phoenix Sample name: NPsO7
Project: Sample Mass: 19.12mg
Filename: Pablo NPsOT.ngb-sd7 Reference name:
Sample identity: Pabio Reference Mass: 0 mg
Date/Time: 06/10/2016 7.54:35 Reference Crucible Mass: 40 mg
End Date/Time: 06102016 94213 Material:
Laboratory: ClAP Temp.Calib.: Cal sep 2016.ngb-td7
Operator: Ivén Ch Sensitivity: Cal marzo 2012 entalpia.ngb-ed7
Mode: DsC Crucible: Pan Al. open
Measurement Type: Sample
Remark:
Furnace: Standard DSC 204F 1 Furnace TC: E
Sample carrier: DSC 204F1 t-sensof Sample TC: E
Measurement End: Normmal end Crucible Mass: 3583mg
Purge 2 MFC: NITROGEMN Flow range: 250.0 miimin predefined
Protective MFC: NITROGEN Flow range: 250.0 miimin predefined
Start criteria
Reset after maximum standby time: Mo
List of temperature steps:
Num  Mode Temp. HR Acg.Rate Duration STC P2N2 PGN2 IC BC
*C Kmin  pts/min  hhimm
= Stand-by heating 420 40.000 1 20.0 W00 0 0
- Stand-by isothermal 420 D200 1 200 700 0 0
1 Dynamic 550.0 10.000  300.00 0o 1 20.0 700 0 0
2 Isothermal 5500 50.00 0005 1 200 7wo 1 o
3 Dynamic 200 10,000  300.00 0053 1 20.0 Wwmo 1 0
== Emergency 600.0 200 wmo 1 0
— Final stand-by heating 200 40.000 0oog 1 20,0 wWo 1 0
DSC H{mwimg)
T exo 313°C

100 200 ]
Main  201640-3 1231 User: Francisco Termperature °C

400 500

Instrument : NETZSCH DSC 204F 1 Phoenix_File: CANETZSCH\Proteusidata5iP ablo NPsOT.ngk-sd7

Project : Sample : MPs07, 18.12 my Range : 420 0.0{K rniny550
Identity : Pahlo Reference : Sample car./TC : DSC 204F 1 t-sensar [E
Datetime:  0B10/2016 7:54:35 Material : Modetype of meas. : DSC/ Sample
Laboratory : CIAP Com.temp.cal : ¥ Cal sep 2018.ngb-td7 Segments: 13

Operator : Ivdn Ch Sens.file : Cal marzo 201 2 entalpia ngkred? Crucible : Pan Al, open

Atmosphere: N2, 20.0milfmin § N2, 70.0mlfrin
[Corrim. range : 0005000 py

Created wih NETZSCH Pratens sonware

Figura AV.1. Termograma y condiciones de operacion del DSC para la muestra NPs07
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Instrument: METZSCH DSC 204 F1 Phoenix Sample name: NPs10
Project: Sample Mass: 15.52 mg
Filename: Pablo NPs10.ngb-sd7 Reference name:
Sample identity: Pablo Reference Mass: 0 mg
Date/Time: 08M0/2016 14:40:30 Reference Crucible Mass: 40mg
End Date/Time: 06/10/2016 16:28.08 Material:
Laboratery. CIAP Temp.Calib.: Cal sep 2016.ngb-td7
Operator: Ivén Ch Sensitivity: Cal marzo 2012 entalpia ngb-ed7
Mode: DsC Crucible: Pan Al, open
Measurement Type: Sample
Remark:
Furnace: Standard DSC 204F1 Furnace TC: E
Sample carrier: DSC 204F1 t-sensor Sample TC: E
Measurement End: MNormal end Crucible Mass: 39.45mg
Purge 2 MFC: NITROGEN Flow range: 250.0 miimin predefined
Protective MFC: NITROGEN Flow range: 23500 ml'min predefined
Start criteria
Reset after maximum standby time: Mo
List of temperature steps:
Num Mode Temp. HR Acqg.Rate Duration STC P2ZMN2 PGN2 IC BC
*C Kmin  pts/min  hhimm
Stand-by healing 420 40.000 1 200 700 0 0
- Stand-by isothermal 420 02:00 1 200 700 0 0
1 Dynamic 550.0 10,000  300.00 0051 1 20.0 700 0 0
2 Isothermal 550.0 50.00 00:05 1 20.0 700 1 0
3 Dynamic 200 10.000  300.00 0053 1 20.0 700 1 0
- Emergency 600.0 200 700 1 0
Final stand-by heating 200 40.000 0000 1 20.0 0o 1 0
- Final stand-by isothermal ~ 20.0 0200 1 200 00 1 0
DSC fmwimg)
07 T exa 38.2°C

0.014

-02 4

04 4
-06 4
MPs10
psc
-0.8 4
100 200 300 . 400 500
Mein  201610-31 1210 User: Francisco Tempereture 7C
: NETZSCH DSC 204F 1 Phoenix File: CAMNETZSC ahlo MPs10.ngh-sd7

Project : [Sample : MPs10, 15,52 ma Range : 420000 miny350 Atmosphere: N2, 20.0milfmin/ NZ, 70.0mrrin
Identity : Pablo Reference : Sample car.TC : DSC 204F 1 tsensor fE Corr/m range : 000/5000 pv
Datetime :  06(10/2016 14:40:30 Material : Modetype of meas.: DSC/ Sample
Laboratory : CIAP corritemp.cal: i Cal sep 201 6.ngh-td7 : 13
Operator:  Ivan Ch [Sens.file : Cal marzo 2012 entalpia.ngl-ed? Crucible : Pan Al, open

Created wih NETZGCH Protens sofware

Figura AV.2. Termograma y condiciones de operacion del DSC para la muestra NPs10
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ANEXO VI

EVALUACION SEMI-CUANTITATIVA DEL MEZCLADO
DISPERSIVO Y DISTRIBUTIVO DE LAS LAMINAS DE PVC

Se indican los estandares que se utilizaron para evaluar el mezclado dispersivo y

distributivo de las laminas de PVC formuladas con particulas de hierro.

f 4 3
L #
®
- 3
o .3.3.8
0% 25%
® [ ] [ ] ®
[ ] ® [ ] ®
e L° o : o ¢ e o o
® ° ® []
e © ®
.. o ° ,... ® ® [ ]
50% 75% 100%

Figura AVI.1. Estandar semi-cuantitativo de mezclado distributivo

[ ]
e o °°
°,.0
o
0% 25%
o [ ] [ ]
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50% 75% 100%

Figura AVI.2. Estandar semi-cuantitativo de mezclado dispersivo



Tabla AVI.1. Evaluacion semi-cuantitativa del mezclado distributivo

Muestra
Cuadrante | NPs07 (1,5%) NPs07 (3%) NPs10 (1,5%) | NPs10 (3%)
A 75% 75% 50% 25%
B 100% 75% 75% 100%
C 75% 50% 100% 100%
D 50% 50% 50% 100%
E 75% 75% 25% 75%
F 75% 75% 100% 75%
G 50% 50% 100% 50%
H 100% 100% 25% 75%
Total 75% 69% 66% 75%

Tabla AVI.2. Evaluacion semi-cuantitativa del mezclado dispersivo

Muestra

Cuadrante | NPs07 (1,5%) | NPs07 (3%) | NPs10 (1,5%) | NPs10 (3%)
A 50% 50% 100% 25%
B 50% 25% 50% 25%
C 75% 25% 75% 50%
D 75% 50% 50% 50%
E 75% 75% 75% 50%
F 75% 75% 100% 0%
G 100% 75% 50% 50%
H 50% 100% 50% 50%

Promedio 69% 59% 69% 38%
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ANEXO VII

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MEDICION DE
MAGNETOMETRIA DE MUESTRA VIBRANTE (VSM) REALIZADO
EN EL DEPARTAMENTO DE FiSICA DE LA UNIVERSIDAD SAN
FRANCISCO
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Ademas de las mediciones VSM que se indicaron en el presente documento, se

realizaron curvas M — H a 300 K, para cada una de las muestras.

M (emu/g)

M {(emu/qg)

10

(=]

0
H (Oe) x 10°
Figura AVIIL.1. Curva M — H medida a 300 K de la muestra NPsO7

15

10~

o

o

0
H (Oe) x 10°

Figura AVIL.2. Curva M — H medida a 300 K de la muestra NPs10
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Del mismo modo, se muestra el ejemplo de calculo para la cantidad estimada

de magnetita en cada una de las muestras.
Ejemplo de calculo

Se realizo una regla de tres simple, en donde la magnetizacion de saturacion de
la magnetita a granel (100 emu/g) se consider6 como el 100%. Para la muestra

NPs07, se tiene:

895 ”;T” % 100%

% Magnetita NPs07 =

= 8.95%
100%
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ANEXO VIII

REPORTE DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS ANALISIS
MICROBIOLOGICOS DESARROLLADOS EN EL
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS Y
BIOTECNOLOGIA (DECAB) DE LA ESCUELA POLITECNICA
NACIONAL
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ESCUELA POLITECNICA NACIONAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA (DECAB )
Campus Politécnico José Rubén Orellana Ricaurte
Direc.: Pasaje Andalucia E12-A y Alfredo Mena Caamafio . Telf : 2976300
Personas de Centacto: Ing. Silvia Oleas. Telf. : 2976300 ext. 4236 e-mail: gilvia.oleas@epn.edu.ec
Tiga. Elisabeth Venegas . Telf.: 2676300 ext. 2122 . e-mail: elisabeth.venegas@epn.edu.ec
Quito- Ecuador

INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS O TRABAJO

ORDEN: DC-OTI0477-2016

Cliente: PROYECTO DE TITULACION.

Descr. Cliente: PABLO JACOME.- DETERMINACION ANTIBACTERIAL DE
LAMINAS PVC CON PARTICULAS DE HIERRO .- ING. FRANCISCO QUIROZ.

IDENTIFICACION DE LA(S) MUESTRA(S) Y SERVICIO (S)

No. muestra Descripcion de Y %
muestra Servicio/Analito 4 torio
Actividad N
1 PVCOI *| antimicrobiana Microbiologia
Actividad f'" G,
2 PVC02 antimicrobiana _ . | Microbiologia
Actividad 7 . [
3 PVCO03 imicrobiaha® Microbiologia
4 PVC04 Microbiologia
5 PVCO05 Microbiologia
6 PVCO06 Microbiologia
Actividad
7 PVCO07 ')\ \antimicrobiana Microbiologia
N VActividad
8 PVCO 1 antimicrobiana Microbiologia
DESARROLLO DEL PRt EE’;:

- Coliformes.Eschericha Coli. (mantenidas en congelacion).
L

L

rid - Ya indicado en informe anterior.

Lﬁ‘g@%\f‘;ﬂ*& y 10 uL de Bacterias, Coliformes Eschericha Coli, en tubos de TSB

4.- RESULTADOS INCUBACION TUBOS CON TSB Y MICROORGANISMOS
Lectura de Turbidez de tubos TSB con bacterias.

Se hace la lectura espectrofotométrica a 625 nm y hay necesidad de hacer diluciones
para obtener lecturas de absorbancia de 0.08- 0.1.

Tubos 24 horas incubacion: Absorbancia
1.-10uL Coliformes 1.444
2.-20uL Coliformes 1.483

Péagina 1 de 3
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ESCUELA POLITECNICA NACIONAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA (DECAB )
Campus Politécnico José Rubén Orellana Ricaurte
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Diluciones:
De: 1:0.5mL +9.5 mL TSB---A 0,108

La Muestra con dilucién A. con Absorbancia 0,108, es la muestra de Coliformes
Eschericha Coli, con la que se realiza las siembras.

5.- RESULTADOS DE SIEMBRA EN CAJAS
5.-1 Hay crecimiento de microorganismos en todos las cajas con muestras de
Bacterias. {‘

5.-2 La caja en blanco de medio no tiene crecimiento de bacterias. E é
5.-3 Lasiembra con disco de una muestra referencia de inhibicién de Ge i

30 ug presenta halo de inhibici6n. A

5.- 4 Los resultados obtenidos son los siguientes: ;

Muestra Halo de inhibicion
Coliformes Escheric

-Referencia
Gentamicina 30 ug

1.- PVCOL: 1 x 1 em®
2x2cm’

2.- PVC02: 1 x 1 cm®
2x2cm’

3.- PVCO3: 1 x 1 om®

7.- PVCO07: 1x 1 cm?

—

2x2cm? 4
8.- PVCO8: 1 x 1 em® 1
2x2cm? 2
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OBSERVACION.-

-Las diferentes pruebas se realiza en presencia del estudiante tesista y con su
colaboracién.

PROFESIONAL RESPONSABLE
DEL ANALISIS

Dra. Rosario Barrera

QUEJAS Y SUGERENCIAS

El cliente puede canalizar las quejas sobre los resultados
de entrega del informe, u otro aspecto, a través del Jefe
Encargada de Recepcion de Muestra y Atencion al Cliente, en forma verbal o en
forma escrita hasta 8 dias después de la entrega del fo’i%'e. En el DECAB se mantiene
un registro de quejas y sugerencias con el fin de mejorar el Servicio al Cliente.

El laboratorio no se responsabiliza por el K o'realizado antes de la entrega de las

muestras al DECAB, pero si se responsabil de’ as muestras recibidas, tal como se las
entrega. s
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INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS O TRABAJO

ORDEN: DC-OTI0479-2016

Cliente: PROYECTO DE TITULACION.

Descr. Cliente: PABLO JACOME.- DETERMINACION ANTIBACTERIAL DE
LAMINAS PVC CON PARTICULAS DE HIERRO .- ING. FRANCISCO QUIROZ.

IDENTIFICACION DE LA(S) MUESTRA(S) Y SERVICIO (S)

g
No. muestra Descripcién de ‘%
muestra Servicio/Analito Labaoratorio
Actividad -
1 PVCO1 antimicrobiana mﬁﬁgia
Actividad N
2 PVC02 antimicrobiana i ologia
Actividad
3 PVCO03 antimicrobiana icrobiologfa
Activiﬁ -
4 PVC04 antimicrobi: Microbiologia
Activi %
3 PVCO05 icrobiana Microbiologia
AvActividad
6 PVC06 imicrobiana Microbiologia
| Actividad
1 PVCO07 / | antimicrobiana Microbiologia
T, % JActividad
8 PVCO8 | %\ antimicrobiana Microbiologia

#
-

1.- Muestras de bacterias:

- Estafilicocg ﬁus. mantenidas en congelacion).
3.- Incubaci6n.
Ll 20uL y 10 uL de Bacterias - Estafilococos Aureus, en tubos de TSB

4.- RESULTADOS INCUBACION TUBOS CON TSB Y MICROORGANISMOS
Lectura de Turbidez de tubos TSB con bacterias.

Se hace la lectura espectrofotométrica a 625 nm y hay necesidad de hacer diluciones
para obtener lecturas de absorbancia de 0.08- 0.1.

Tubos 24 horas incubacién: Absorbancia
1.- 10 uL Estafilococos Aureus 1,439
2.-20 uL Estafilococos Aureus 1,444
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Diluciones:
De: 1:0.5mL +9.5 mL TSB---A 0,107

La Muestra con dilucién A. con Absorbancia 0,107, es la muestra de Estafilococos
Aureus, con la que se realiza las siembras.

5.- RESULTADOS DE SIEMBRA EN CAJAS
5.-1 Hay crecimiento de microorganismos en todos las cajas con muestras Je%%

Bacterias. £ % i
5.-2 La caja en blanco de medio no tiene crecimiento de bacterias. ) -

5.-3 Lasiembra con disco de una muestra referencia de inhibicio: icina
30 ug presenta halo de inhibicion. :
5.- 4 Los resultados obtenidos son los siguientes:

Muestra Halo de inhibicion.
Estafilococos Aureus

-Referencia
Gentamicina 30 ug

1.- PVCOI: 1 x 1 em®
2x2cm?

2.- PVC02: 1 x 1 cm?

2x2cm? 9

3.- PVCO03: 1x1 cm@,w 0
2x2 cfﬁ"\ a,%, 0

4.- PVCO04; fi,lk/ 0
y 2cm 0

5- PV cm? 0
‘%‘Q; \yZ x2cm’ 0
6~ PV(%G: 1x1cm? 7
2x2cm? 7

7.- PVC07: 1x 1 cm? 3
2x2cm’ 4

8.- PVCO08: 1 x 1 cm? 1
2x2em? 2
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ESCUELA POLITECNICA NACIONAL P
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA (DECAB )

R e ‘ Campus Politécnico José Rubén Orellana Ricaurte

Direc.: Pasaje Andalucia E12-A y Alfredo Mena Caamario . Telf.: 2376300
Personas de Contacto: Ing. Silvia Oleas. Telf. : 2976300 ext. 4236 e-mail: silvia.oleas@epn.edu.ec
Tiga. Elisabeth Venegas . Telf.: 2976300 ext. 2122 . e-mail: glisabeth.venegas@epn.edu ec
g Quito- Ecuador
OBSERVACION.-

-Las diferentes pruebas se realiza en presencia del estudiante tesista y con su
colaboracion.

PROFESIONAL RESPONSABLE
DEL ANALISIS
Fesaip Caveco AE
Dra. Rosario Barrera 4 O

QUEJAS Y SUGERENCIAS

El cliente puede canalizar las quejas sobre los resultados de los ané lisis, sobre el tiempo
de entrega del informe, u otro aspecto, a través del Jofe del DECAB, o de la persona
Encargada de Recepcion de Muestra y Atencién al te, ya.sea en forma verbal o en
forma escrita hasta 8 dias después de la entrega forme. En el DECAB se mantiene
un registro de quejas y sugerencias con el fin de mejorar el Servicio al Cliente.

El laboratorio no se responsabiliza por el mue izado antes de la entrega de las
muestras al DECAB, pero si se responsabi% muestras recibidas, tal como se las
entrega. e

Pagina 3 de 3

95




