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RESUMEN

Los materiales compuestos basados en nanoparticulas (NPs) metalicas y Oxidos

Mesoporosos se caracterizan por:

v' Las propiedades plasménicas y la reactividad superficial de las NPs metalicas.
v' La alta superficie especifica y la porosidad controlada de los materiales mesoporosos.

v" Las propiedades derivadas de la gran interfase metal-6xido.

Esta combinacion Unica de propiedades hace que su produccion haya atraido gran atencion
de la comunidad cientifica debido, principalmente, a que se prevén gran cantidad de
aplicaciones para este tipo de materiales. Una de las aplicaciones que vale la pena destacar es
la liberacion de iones Ag*, que actllan como agente bactericida.

e En el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto bactericida de NPs de
Ag inmovilizadas en soportes de Oxidos mesoporosos (6nm<poros<i2mn) de

silicio y titanio sobre la cepa bacteriana Eschericchia coli (BL21).

En primer lugar, se llevd a cabo la sintesis de los materiales en los laboratorios del Centro
Atomico Constituyentes. Los films se prepararon por dip-coating a partir de soluciones,
mediante el método conocido como Autoensamblado Inducido por Evaporacion (combinacion
de quimica sol gel y autoensamblado de moléculas anfifilicas). Luego de la sintesis, los films
se trataron térmicamente para estabilizar el déxido y eliminar el agente moldeante. A
continuacion, se realizé la incorporacion de las NPs de Ag mediante reduccién quimica de
AgNOs con formaldehido. Los films obtenidos, fueron caracterizados mediante
espectroscopia UV-visible, elipsometria, microscopia electrénica de barrido (SEM) vy
Espectroscopia de rayos X dispersiva en energia (EDS). A través de estas técnicas fue posible

confirmar la obtencion de 6xidos porosos y la correcta incorporacion de NPs de Ag en ellos.
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Finalmente, se desarrollo el protocolo creado para evaluar el efecto bactericida de dichos
films sobre una cepa bacteriana inocua de Eschericchia coli (BL21), en los laboratorios de
UADE. Se llevaron a cabo dos estrategias experimentales: por un lado, se incubaron los films
controles y films tratamiento (films cargados con NPs de Ag) en soluciones bacterianas
(medio LB + indculo) para luego medir la densidad optica (600nm) en diferentes intervalos de
tiempo y, por otro lado, se incubaron los mismos films en diferentes placas (agar). En el
primer caso se pudo evaluar la influencia de las NPs de Ag sobre la cinética de crecimiento
bacteriano y con el segundo método fue posible divisar la formacion de un halo de lisis

alrededor de los films.

Tras realizar todos los experimentos, se pudo observar que las NPs de Ag ejercen su efecto
bactericida, incluso estando inmovilizadas en soportes de 6xidos de silicio y titanio. Tal efecto
se pudo observar de forma mas clara en las placas con la formacion caracteristica de un halo
de lisis alrededor del film, mientras que en las medidas de las densidades Opticas a 600nm, si
bien se observd una tendencia a la disminucion del crecimiento bacteriano, no se obtuvieron

datos con significancia estadistica.

Los resultados obtenidos son un primer paso para la elaboracién de recubrimientos
porosos con propiedades bactericidas, que resultarian de gran utilidad para lograr esterilidad

en superficies.
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ABSTRACT

Composite materials based on metal nanoparticles (NPs) and mesoporous oxides are

characterized by:

v The plasmonic properties and surface reactivity of metal NPs.
v The high specific surface and controlled porosity of the mesoporous materials.

v' The properties derived from the large metal-oxide interface.

Because of the unique combination of properties, its production has attracted attention
from the scientific community, mainly because a large number of applications anticipated for
these materials. One of the most interesting applications is the release of Ag™ ions, which act
as a bactericide.

In this research project, the bactericidal effect of Ag NPs immobilized on silicon and
titanium mesoporous oxide (6 nm <pore <12mn) was evaluated on the bacterial strain
Eschericchia coli (BL21).

Firstly, the material’s synthesis was carried out at the laboratories of Centro Atomico
Constituyentes. The films were prepared by dip-coating from suitable solutions using the
method known as Evaporation Induced Self-Assembly (combination of sol-gel chemistry and
self-assembly of amphiphilic molecules). After synthesis, the films thermally treated in order
to stabilize the oxide and eliminate the template. Then the incorporation of Ag NPs was
performed by chemical reduction of AgNOs with formaldehide. The obtained films were
characterized by UV-visible spectroscopy, elipsometry, Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS). With these techniques, the

formation of the porous structure and the correct incorporation of Ag NPs was demonstrated.
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Finally, we developed the protocol to evaluate the bactericidal effect of these films on the
bacterial strain Eschericchia coli (BL21) in UADE laboratories. Two experimental strategies
were followed: on the one hand, the control films and treatment films (films loaded with Ag
NPs) were incubated in bacterial solution (LB medium + inoculum) and the optical density
(600nm) was evaluated and, on the other hand, the same films were incubated in different
plates (agar). In the first case, we could evaluate the influence of the Ag NPs on bacterial
growth Kkinetics and, for the second method, it was possible to see the formation of a lysis halo
around the films.

After all the experiments, it was observed that the Ag NPs exert their bactericidal effect,
even when they are immobilized on silicon and titanium oxide substrates. Such effect could
be observed more clearly in the plates with the formation of lysis halo surrounding the film. In
the case of optical density measurements, a tendency to bacterial growth decrease was

observed, but the no statistically significant results were obtained.

The obtained results are the first step towards the production of antimicrobial porous

coatings that would be very useful in order to obtain sterile surfaces.
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1. INTRODUCCION

La preparacion de NPs metélicas tiene gran interés debido a sus propiedades Opticas,
eléctricas, cataliticas, etc. Estas propiedades dependen del tamafio, forma y dispersion de las
nanoparticulas, que pueden ser controladas a partir del método de sintesis. Entre los
parametros mas importantes que influyen en la morfologia de las nanoparticulas se
encuentran: la eleccion del agente reductor, cantidades relativas y concentraciones de

reactivos, temperatura y duracion de la reaccion.

Su sencilla sintesis y la eficaz actividad antibacteriana observada (amplio espectro), hacen
que las NPs de Ag se hayan estudiado en gran medida como materiales antimicrobianos. La
incorporacion de las NPs de Ag en superficies solidas, como los films mesoporosos, permiten

conseguir una liberacion controlada de los iones en un lugar especifico®®,

El objetivo general del trabajo es el estudio del efecto bactericida que resulta de la
incorporacion de NPs de Ag a films delgados de 6xidos mesoporosos (TiO2 y SiO2), mediante

procesos que garanticen la maxima eficiencia posible.

Como objetivos especificos, se analizara la formacion de NPs de Ag en funcion del tiempo
para poder determinar la concentracion éptima de plata a emplear y el tipo de 6xido ideal para

utilizar como soporte de las mismas.

En nuestro caso, la metodologia empleada para llevar a cabo los diferentes experimentos se
dividira en 3 apartados; en primera instancia se explicaran los procesos desarrollados para la
sintesis de los films mesoporosos de SiO, y TiO2 y de las NPs de Ag (parte desarrollada en el
Centro Atdmico Constituyentes, Comision Nacional de Energia Atémica), luego se analizard
la caracterizacion de los mismos mediante la técnica SEM (Microscopia Electronica de
Barrido), ademas de determinar la relacion Oxido/plata por medio de la técnica EDS

(Espectroscopia de rayos X dispersiva en energia) y, en ultima instancia, se detallara el
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protocolo empleado para evaluar el efecto bactericida de los films cargados con NPs de Ag
sobre la cepa bacteriana inocua Escherichia coli BL21 (parte desarrollada en los Laboratorios
UADE).

A continuacion, se describiran los resultados de los diferentes experimentos llevados a
cabo y se procedera al analisis de los mismos para poder extraer conclusiones y determinar la

veracidad de la hip6tesis propuesta (ver apartado 3).

Por otra parte, al final del trabajo se incluye el estudio de una posible aplicacion comercial
que aprovecha la propiedad bactericida de las NPs de Ag en solucion. En concreto, se trata de
un spray bactericida, denominado “Silver Nanospray”, para uso doméstico en la higiene del
hogar.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Nanomateriales

Los nanomateriales exhiben propiedades fisicas y quimicas diferentes a las de los
materiales tradicionales “bulk” debido a que poseen al menos una direccion en el espacio en el
rango 1-100 nm. Propiedades como el punto de fusion o la conductividad muestran una
dependencia fuerte con el tamafio en la escala nanométrica. Estas propiedades diferenciales

convierten a la nanotecnologia en una de las areas de mayor desarrollo del siglo XXI.

Cualquier material tradicional puede obtenerse como nanomaterial mediante dos caminos,
top down (de arriba hacia abajo) y bottom up (de abajo hacia arriba). En el primer caso se
reduce el tamafio hasta que alguna de las dimensiones es el orden del nm y en el segundo caso
se generan, a partir de precursores moleculares, arreglos con tamafio o periodicidad del orden

de los nm ©,

En este trabajo, se utilizaron dos tipos de nanomateriales que se complementan entre si:
Oxidos mesoporosos y nanoparticulas metalicas. Ambos se obtuvieron mediante técnicas
bottom up, utilizando precursores moleculares (alcoxidos y sales metalicas). En las proximas
secciones se describe el desarrollo historico de estas dos familias de materiales asi como los
métodos de sintesis utilizados para obtenerlos.
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2.2. Materiales mesoporosos M@

De acuerdo a la IUPAC, los materiales porosos pueden dividirse en tres categorias de
acuerdo al didmetro de poro (d) que presenten: microporosos (d < 2nm), mesoporosos (2 < d

< 50nm) y macroporosos (d > 50nm).

Hasta principios de los afios 90, los materiales porosos mas ampliamente estudiados eran la
familia de alumino silicatos cristalinos conocidos como zeolitas®, preparados utilizando
moléculas como molde. Las posibles aplicaciones de este tipo de materiales estaban limitadas
debido al tamafio de poro que presentan (menos de 2 nm). En 1992, un grupo de la Mobil Qil
Corporation reporto la sintesis de los primeros materiales mesoporosos ordenados: la familia
de silices M41S (MCM-41, MCM-48, etc.)®. La sintesis de estos materiales se realiza en
medio acuoso por precipitacion e involucra la hidrolisis-condensacion de un precursor
inorganico en presencia de un surfactante cationico, que acta como agente moldeante. Este
Gltimo se organiza en arreglos supramoleculares por lo que los solidos asi obtenidos presentan
alta area especifica (= 1000m?/g) con un tamafio de poro monodisperso mayor al de las

zeolitas: entre 2 y 10 nm, de acuerdo a las condiciones de sintesis.

Poco después de este trabajo pionero se realizaron estudios de los mecanismos
involucrados en la formacion de estos materiales®® y se sumaron los primeros ejemplos de
oxidos distintos de SiO®. Unos afios mas tarde, se reportaron los primeros ejemplos de

6xidos mesoporosos de metales de transicion®-12),

A los surfactantes catidnicos utilizados en las primeras sintesis se sumaron moldes
anionicos® y no iénicos, como aminas®™, copolimeros dibloque*!® y copolimeros
tribloque**1®) basados en poliéxido de etileno. Si bien algunos de los materiales obtenidos no
presentaban orden de poros a largo alcance, otros resultaron altamente ordenados. Entre estos
altimos se cuenta la silice SBA-15, desarrollada por investigadores de la Universidad de Santa

Barbara utilizando como molde al copolimero tribloque Pluronic P12316), Este material
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presentaba un tamafio de poro y espesor de pared significativamente mayor que los obtenidos
hasta el momento, por lo que el estudio de sistemas similares y de sus posibles aplicaciones se

expandio rapidamente.

Ademas, se desarrollaron nuevas formas de procesamiento, a los polvos obtenidos en un

(7.18) - esferas'” y estructuras

principio se sumaron poco después: monolitos®®, fibras
jerarquicas®. Un ejemplo particularmente interesante de procesamiento de materiales
mesoporosos es la obtencion de films delgados, que permiten ampliar sustancialmente el
rango de posibles aplicaciones de este tipo de compuestos. Los primeros films mesoporosos
se obtuvieron dejando evaporar las soluciones que daban lugar a los polvos mediante spin-
coating®®?V o en las interfases agua-sustrato®>23) y agua-aire®¥. Mas adelante, se obtuvieron
films mediante técnicas de evaporacion controlada®® y dip-coating?®?®. Esta ultima técnica
de preparacion permitié el desarrollo del Autoensamblado Inducido por Evaporacion®®, que
permitié obtener films delgados mesoporosos de manera altamente reproducible, tal como se

describira mas adelante.

Desde fines de los noventa hasta la actualidad, la variedad de materiales mesoporosos
reportados ha aumentado considerablemente. Si bien el mayor desarrollo se ha dado en la
produccion de SiO2 mesoporoso, es posible obtener 6xidos de metales de transicion, mixtos e
hibridos, carbén y metales mesoporosos con muy diversas estructuras tridimensionales de

POros.

2.2.1. Preparacion de 6xidos mesoporosos

La sintesis de Oxidos mesoporosos combina el autoensamblado de surfactantes con las

reacciones de tipo sol-gel, es decir la hidrdlisis y condensacion de precursores inorganicos.
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A) Precursores y reacciones sol-gel €032

Un sol es una suspension coloidal estable de particulas en un liquido y un gel es una
estructura porosa tridimensional continua de solido interconectada con una fase liquida
también continua. El proceso sol-gel puede definirse como una ruta que permite obtener un
ceramico con una etapa intermedia que incluye los estados sol y/o gel. Este tipo de sintesis se
realiza a temperaturas moderadas y en solventes acuosos u organicos (principalmente

alcoholes). Estas condiciones de sintesis “suaves” hacen que sea posible:

- Obtener fases amorfas o cristalinas metaestables,
- incorporar moléculas organicas o biolégicas al material final y

- procesar los materiales obtenidos de muy diversas maneras.

Pueden obtenerse mediante esta técnica 6xidos, materiales hibridos organico-inorganicos y
otros compuestos procesados como films, polvos, fibras, etc (Figura 1). La combinacion de
las distintas particularidades de esta técnica explican la gran cantidad de usos y aplicaciones

que presentan los productos obtenidos mediante la misma.

& Bag 20’y Bl 0l
S \\ "'I‘:'EC'UEOQO'I":UD nnno‘.’;.“,ugﬂo

Bty — P
Fibra [r on ot 0382552
Sol Polvo
-
Film

Gel seco

\\ (Xerogel) /’F

Figura 1. Posibles formas de procesar un material obtenido mediante la técnica sol-gel
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La formacion de un 6xido por el método sol-gel implica conectar centros metalicos
mediante puentes oxo o hidroxo para generar (hidroxo)polimeros de metal en solucion. Para
ello se hace reaccionar un precursor MX, con agua, donde M es el elemento del cual se quiere
obtener el 6xido y X es un anién inorganico o un grupo —OR.

El primer paso de la reaccion es la hidrélisis de un grupo alcéxido (o de un anién) para dar
lugar a un hidroxocompuesto, tal como se ejemplifica en la ecuacion (1) para el caso de un
alcoxido:

M-(OR)s + H.0 2> (OR):-M-OH + ROH Q)

Luego, las especies hidroxiladas pueden reaccionar entre si, dando lugar a reacciones de
condensacion, cuyos productos son oligdbmeros y, eventualmente, particulas de O6xido

(ecuacion 2):

2 MWWA-M-OH 2> NMAN\--M-0-M --A\AVVWA (2)

En el caso de los alcoxidos de silicio, la hidrodlisis es lenta y puede catalizarse en medio
acido o basico; la velocidad de condensacion se minimiza a valores de pH entre 1y 3. Para
precursores de metales de transicion, ambas reacciones son procesos rapidos y se requieren
medios extremadamente acidos o la presencia de complejantes para evitar la condensacion

extendida.

Por dltimo, es importante notar que la velocidad de las reacciones de hidrolisis-
condensacion puede controlarse mediante el ajuste de ciertas condiciones de reaccidn (tipo de
precursor, solvente, pH, etc.). Un control preciso de estas variables permite definir el tamafio,
la forma y la quimica superficial de los polimeros inorganicos y, por ende, permite controlar

con precision las propiedades del material final.
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B) Autoensamblado de surfactantes

Existe una gran variedad de agentes moldeantes que pueden ser utilizados para obtener
6xidos mesoporosos (Tabla 1) ©.

Nombre Estructura
(nombre comercial)
. . . I Br
Sales de alquil amonio CH3(CHan _~ SN_R
cuaternaria R
R R
Surfactantes Gemini Sy CH NN NN
o — I (CH)nCH3
R Br Br R
e
CHy(CHn” " a B
Surfactantes anionicos A= COO, 0S0,, S0,
B= H*, Na*, K*

|
Copolimeros tribloque [/\/}LJ Jf }

(Pluronic y otros)

HO
Alguilpoli (6xidos de {/\oi\/v\(%m%
n

etileno) (Brij)

Polialquil fenoles \,«' CH%H:,
(Triton) HiC
\\ ,

‘.-'
W
i
Al

T
Esteres de sorbitano Tk [ §
(Tween) 7

Aot

z

Tabla 1: Agentes moldeantes utilizados para la obtencion de dxidos mesoporosos.
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Los agentes moldeantes presentan uno o mas dominios hidrofébicos y uno o mas dominios
hidrofilicos. En un estado de baja concentracion estos compuestos se encuentran solubilizados
en el medio, sin presentar interaccion entre ellos. Al aumentar su concentracion en un medio
polar, cada parte de la molécula comienza a interactuar buscando formas mas estables: las
secciones hidrofdbicas se repliegan entre si solubilizandose mutuamente, y dejando expuestas
a las secciones hidrofilicas. Esta nueva configuracion se denomina micela y la concentracion
a la cual comienzan a aparecer se conoce como concentracion micelar critica (cmc). A
medida que la concentracion se incrementa, estas micelas pueden comenzar a interactuar entre
si dando lugar a uno o mas arreglos regulares, conocidos como cristales liquidos liotropicos.

Este proceso se denomina autoensamblado (Figura 2).

L - .
seccién hidrofilica -® ?& il ot ?f’
;/. :\,'—'%%E«-. ‘*;%\é\i—: "‘;E}%\{"‘O
L e . wlue T e

P LR - ‘q-i * - . ki g

e R Pt AL e (T

|, ‘ L "“-"-’é%"i": ’_,:}gt\?’ c—-}%\'

o‘.f tw '¢‘} «.‘ v"}‘!

seccién hidrofébica » *

micela cristal liquido

+ concentracion

Figura 2. Proceso de autoensamblado.

B.1.) Autoensamblado Inducido por Evaporacion (AEIE)

En 1997, el grupo Brinker presento la sintesis de films delgados mesoporosos mediante dip
coating, a partir de soluciones diluidas de agente moldeante, precursor y agua en un solvente
volatil®33), Este método, que se denomind Autoensamblado Inducido por Evaporacion
(AEIE) fue, a partir de ese momento, el mas utilizado para obtener films delgados
mesoporosos de las méas diversas composiciones y estructuras. Un esquema de lo que ocurre

durante el AEIE puede observarse en la Figura 3.
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SUSTratQ —

Las micalas
se organizan
H,0
Cmolde = CMC
EtOH .
Hel Comienzan

a formarse micelas

\

Figura 3. Proceso de obtencidn de films mesoporosos mediante Autoensamblado Inducido por Evaporacion.

Para preparar un 6xido mediante AEIE se parte de una solucion de un precursor inorganico
y un agente moldeante en una mezcla agua/alcohol (u otro solvente volatil), en la cual la
concentracion del molde es menor a la cmc (es decir, la solucion de partida no presenta
micelas). A medida que el solvente se evapora, la concentracion del agente moldeante
aumenta en forma progresiva hasta que comienza el autoensamblado en micelas y, a mayores

concentraciones, en cristales liquidos.

Para que el material obtenido resulte homogéneo es fundamental suprimir la condensacion
extendida del precursor inorganico durante la etapa de evaporacion. Esto se logra
manteniendo el pH del medio controlado ([H*] = 0.01M para Si y [H"]/[M] = 1-4 para metales
de transicion). Una vez que se ha alcanzado el orden, el material se comporta como un cristal
liquido e, idealmente, es el momento en que deberia comenzar la condensacion extendida para
dar lugar al 6xido final.
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2.3. Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas presentan un tamafio comprendido entre 1 a 100 nm, una
escala en la que la superficie y las interfases son claves. Entre las caracteristicas mas

destacables podemos citar:

v" Predominan las fuerzas electrostaticas, de tipo Van der Waals (interacciones dipolares,
puentes de H) y magnéticas.

(\

Propiedades plasmonicas y alta reactividad superficial
Alta superficie especifica (superficie que expone un material por unidad de masa)

Gran relacion superficie/volumen

D N NN

Las nanoparticulas en solucién se comportan como un coloide (dispersién de particulas o

macromoléculas en un medio continuo).

Actualmente, las nanoparticulas metélicas presentan multiples aplicaciones y se encuentran
presentes en una gran cantidad de productos comerciales®®. De las NPs metalicas
disponibles, las de Ag son las mas usadas. Se estima que hay por lo menos 600 productos
disponibles actualmente en todo el mundo que contiene algln tipo de nanomaterial basado en
plata. Algunos de los productos que presentan NPs de Ag son: ropa deportiva para combatir
las bacterias causantes de los malos olores, pinturas que son capaces de eliminar agentes

patdgenos del aire, recubrimientos de materiales de uso sanitario, purificadores de agua, etc.

En los ultimos afios se han realizado diversos estudios que analizan la posible toxicidad de
estos materiales, sin embargo, los resultados encontrados hasta el momento no son
concluyentes® y en algunos casos se ha encontrado que pueden ser incluso beneficiosas para

la salud por lo que se espera que su uso se incremente en los préximos afos.
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En este trabajo, se emplearon NPs de Ag para explotar la propiedad bactericida que
caracteriza a dicho metal. Esta accion consiste en inhibir las enzimas implicadas en el proceso
respiratorio de 6xido-reduccion celular de las bacterias, provocando su muerte en pocos
minutos. Un aspecto importante es que el microorganismo es incapaz de desarrollar
mecanismos de resistencia como ocurre con los antibidticos u otros organicos. Otras ventajas
que caracterizan a las NPs de Ag son la mayor durabilidad (ya que no se evapora a diferencia

de aditivos organicos) y la resistencia a elevadas temperaturas.

2.3.1. Propiedades plasmonicas de las NPs metalicas

Entre las propiedades de las NPs metéalicas destaca la aparicién de plasmones superficiales
localizados, cuya naturaleza es una consecuencia de las dimensiones de las NPs y de su alta

superficie especifica.

Los plasmones superficiales o resonancias plasmonicas, son modos de oscilacion
coherente de los electrones de conduccion de los metales acoplados al campo
electromagnético incidente®®. Este fendmeno ocurre en la superficie de los metales en
contacto con un material dieléctrico (no conductor), por lo que se hace muy notorio en el caso

de films de espesores nanométricos y nanoparticulas.

En el caso de las NP de algunos metales (Au, Ag, Cu y metales alcalinos), la frecuencia de
resonancia tiene lugar en la region visible del espectro electromagnético, dando asi lugar a

coloides (soluciones de NPs) de colores muy intensos®?.

La respuesta Optica de las NP esta fuertemente determinada por su estructura electronica, y
ésta, a su vez, por el tamafio y la forma, sus interacciones mutuas e incluso su orientacion
relativa (en el caso de particulas anisotrépicas). A su vez, aunque en menor medida, estas
propiedades se ven afectadas por la constante dieléctrica del medio en el que se encuentran las

particulas (ya sea un solvente o un material encapsulante)©®®,
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En la préactica, este fendmeno se estudia mediante espectrofotometria, estudiando las
bandas de absorcién de las NP. La forma, ancho y posicién del méximo de estas bandas
plasmonicas depende de las caracteristicas de las NPs y el medio en el que se encuentran.

A continuacién, se comentan algunos de los factores que afectan la posicion y la forma de

la banda plasmonica.

v" COMPOSICION > Para forma y tamarfios fijos, la posicion de la banda plasmoénica

depende de la composicion de la nanoparticula. En la Figura 4 se ejemplifica esto para el

caso de nanoparticulas de Au y Ag de la misma forma y tamafio®®.

——Au

Absfa.u.

300 400 500 GO0 T00 800 900

2/nm

Figura 4. Espectro de absorciéon de nanoparticulas esféricas de Au y Ag (diametro = 15nm).

v TAMANO = Cuando las particulas metalicas son esféricas y muy pequefias en
comparacion con la longitud de onda de la radiacion incidente, s6lo es posible que se
produzca una resonancia dipolar, es decir, la frecuencia de la resonancia plasmonica
superficial de nanoesferas es practicamente constante. Sin embargo, las esferas de mayor
tamafio presentan pérdidas, como consecuencia de un incremento del efecto de dispersion
de luz superficial; estas pérdidas provocan la disminucion en la eficiencia de la resonancia
y, por tanto, un ensanchamiento y desplazamiento de la banda plasmonica hacia energias

menores (longitudes de onda mayores)©9),
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v" FORMA > Para particulas anisotropicas pueden existir dos 0 mas modos de oscilacion
de los electrones que se pueden excitar, es decir, pueden presentar mas de una banda
plasmonica. Como resultado, cuanto mas compleja es la forma de una NP, méas complejo

resulta el espectro de absorcion que presenta.

v' MEDIO EFECTIVO - Los cambios en el indice de refraccion alrededor de las
particulas provocan una variacion de la posicion de la banda plasménica. EI maximo de la
banda se desplaza a mayores longitudes de onda cuando el indice de refraccion del medio
que rodea a la particula aumenta.

Este cambio de indice de refraccion puede deberse a: cambio de solvente, crecimiento de
una capa no metalica alrededor de la particula o adsorcion de moléculas (organicas,
bioldgicas) en la superficie de la particula.

v" AGREGACION - La variacion de la respuesta plasmonica es especialmente notoria

cuando varias nanoparticulas se encuentran proximas entre si, dado que esto provoca el
acoplamiento entre sus respectivos campos cercanos, generando un nuevo modo

plasmonico y, por ende, una nueva banda plasmonica.

2.3.2. Preparacion de NPs de Ag

Las nanoparticulas metalicas pueden ser sintetizadas mediante diversos métodos®?, sin
embargo, la reduccion quimica es uno de los métodos mas empleados. Dentro de los
parametros que influyen en la morfologia de la NPs se encuentran la eleccion del agente
reductor, las cantidades relativas y las concentraciones de reactivos, la temperatura y la

duracion de la reaccion.
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En solucion, el método de reduccion quimica empleando nitrato de plata como material de
partida y algun reductor, como por ejemplo borohidruro de sodio, citrato sédico o
hidroxilamina, permite obtener dispersiones coloidales de plata, estables y con coloracion
amarilla (maximo de absorcion alrededor de 400 nm). ElI mismo agente reductor puede actuar
como estabilizante, o pueden agregarse otras moléculas que ayuden a la estabilidad del

coloide formado.

En este trabajo se empled este método de reduccién controlada, realizando la reaccién

dentro de los poros del 6xido, y empleando formaldehido como agente reductor.

La sintesis controlada de materiales compuestos formados por NPs metalicas, incluidas en
una matriz porosa, constituye un campo muy activo de investigacion, debido a las propiedades

interesantes que presentan los compuestos obtenidos®4?), entre las que se destacan:

v’ Las propiedades plasménicas y la reactividad superficial de las NPs metalicas.
v’ Laalta superficie especifica y la porosidad controlada de los materiales mesoporosos.

v’ Las propiedades derivadas de la gran interfase metal-oxido.

Ademas, el hecho de contar con NP inmovilizadas en un material robusto como son los
Oxidos porosos (particularmente los films delgados) hace mucho mas sencilla su utilizacion,

en multiples campos.

Los métodos de sintesis de NP dentro de materiales mesoporosos mas utilizados se pueden
agrupar en cuatro categorias“®. La primera, involucra la impregnacion de los mesoporos con
una sal del metal de interés y la posterior reduccion (térmica, quimica o fotoquimica) o
reacciébn con un reactivo apropiado, para producir NP 0 nanocables metalicos o
semiconductores. El segundo método implica la adicion de una sal metalica o un reactivo
organometalico durante la sintesis del material mesoporoso; la formacion de las NP en el

interior de los poros o paredes de la matriz ocurre luego por reduccién quimica o durante el
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tratamiento térmico. El tercer método se basa en la encapsulacion de NP pre-fabricadas
durante la sintesis del material mesoporoso. Por ultimo, si se funcionalizan las paredes de los
Oxidos mesoporosos con ciertos grupos organicos (como tioles y aminos), la interaccion
quimica de estas moléculas con compuestos metalicos es la fuerza impulsora para la

incorporacion de especies metalicas dentro de los poros®?.

De los métodos descriptos, la sintesis de NPs dentro de los mesoporos por reduccion
quimica resulta muy versatil ya que, al formarse las particulas dentro de los poros, se consigue
un control preciso del tamafio, el cual puede variarse modificando las condiciones de
reaccién. Ademas, las particulas quedan protegidas de la oxidacion, al quedar recubiertas por

el 6xido.

El grupo de trabajo perteneciente a la Gerencia Quimica de la Comisién Nacional de
Energia Atdmica cuenta con una gran experiencia en la sintesis y caracterizacion de 6xidos
mesoporosos. Han llevado a cabo multiples experimentos relacionados y cuentan con una
gran cantidad de publicaciones en el &rea. En lo que se refiere a antecedentes de este trabajo,
estudiaron la incorporacion de NPs de Ag en films de TiO2 mediante reduccidn quimica con
soluciones diluidas de formaldehido y cuantificaron la funcionalizacion de la superficie y
porosidad mediante espectroscopia de rayos X y energia dispersiva®). También realizaron la
sintesis e incorporacion de NPs de Ag en films de ¢xidos mesoporosos mediante
fotoreduccion quimica, mediante litografia UV®®. Y ademas, estudiaron la conductividad
eléctrica de las NPs de Ag embebidas en films mesoporosos de TiO, mediante el método
AFMY7),

Sin embargo, no realizaron estudios relacionados con las aplicaciones bactericidas de este

tipo de materiales.
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2.3.3. Propiedades bactericidas

Aunqgue las propiedades antimicrobianas de la plata se conocen desde hace siglos,
recientemente se ha comenzado a comprender los mecanismos por los que este metal inhibe el
crecimiento bacteriano. Se piensa que los atomos de Ag se unen a los grupos tiol (-SH) de las
enzimas, provocando su desactivacion. También se cree que la plata puede participar en
reacciones de oxidacion catalitica que resultan en la formacion de enlaces disulfuro, lo que
afecta la estructura y funcion de enzimas celulares, tales como los necesarios para la
respiracion celular. ;Como se produce la entrada a la célula? Se piensa que la entrada de los
iones Ag® al interior de la célula se produce a traves de proteinas transmembrana que

normalmente estan involucradas en el transporte de distintos iones“®,

Se sabe que la Ag ejerce un efecto bactericida tanto contra bacterias Gram-positivas como
Gram-negativas. La diferencia radica en que las primeras son menos susceptibles a los iones
Ag*; la pared celular de las bacterias Gram-positivas son mas gruesas, contienen mas
peptidoglicano cuya carga es negativa. Esto permite la retencion de una mayor cantidad de Ag

en la pared celular, impidiendo la entrada al interior celular.

2.3.4. Antecedentes sobre efecto bactericida de NPs de Ag

En la literatura se encuentran varios ejemplos acerca del uso de NPs de Ag como

bactericidas. A continuacion se comentan algunos ejemplos relevantes:

> En el afio 2000, se reportaron estudios de la inhibicion de iones de plata contra dos cepas
bacterianas, Staphylococcus aureus y Escherichia coli®®). En este estudio se pudo concluir
que los iones Ag* penetran por la pared celular en donde se da la reaccién de ADN con las

proteinas de tiol, ocasionando el bloqueo del proceso de replicacion y/o muerte celular.
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» Se investigd la sintesis y actividad antimicrobiana de la plata con los aminoacidos
histidina y triptofano®®, mediante el método de doble dilucion en serie, mostrando una
gran actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram-negativas. En estudios adicionales,
se demostrd el uso de nitrato de plata para el tratamiento de patdgenos periodontales,
encontrando que el nitrato de plata es mas eficaz que los antibidticos, para el tratamiento

de la cavidad oral de las infecciones periodontales®Y.

» Investigadores japoneses estudiaron la actividad de la zeolita de plata frente a Escherichia
coli y se compardé su actividad bactericida con nitrato de plata, utilizando para su estudio
la cepa OW6, cepa CSH7 y UM1, observandose una buena actividad antimicrobiana

frente a las cepas®?,

» Se reportd la sintesis de nanoparticulas por métodos novedosos (condensacion de gas
inerte y co-condensacion) y probaron la eficacia antibacteriana de las nanoparticulas
frente a Escherichia coli en medio liquido y solido. Se observé que las nanoparticulas
exhiben actividad antibacteriana a bajas concentraciones. Las nanoparticulas resultaron

ser citotoxicas para las células bacterianas a una concentracion de 8 pg/cm?®),

» Para el afio 2006, se reportd un protocolo de un solo paso, con la reduccién del cation
complejo [Ag(NHs)2]* por cuatro sacaridos para la sintesis de nanoparticulas de plata. A
partir de este estudio se encontr6é una alta actividad antimicrobiana y bactericida de las
NPs de Ag tanto en las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Se observd que la
actividad antimicrobiana de las NPs de Ag dependia de su tamafio, observandose que NPs
de 25 nm poseian una mayor actividad antimicrobiana. Ademas se observé que las NPs de
plata podian ser tdxicas para las células bacterianas en concentraciones menores de 1,69
mg/mL de Ag®?.
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Como se puede observar, se han realizado multiples trabajos que evaltan el efecto
antimicrobiano de las NPs de Ag, sin embargo, se cuenta con poca informacion acerca del uso
como bactericidas de NPs de Ag soportadas en 6xidos mesoporosos. A continuacion se citan
dos trabajos que llevaron a cabo experimentos similares a los que se proponen en nuestro

trabajo:

> Se sintetizaron films mesoporosos de TiO2 e incorporaron NPs de Ag por la via de
fotorreduccion®®. En este trabajo se describié también el estudio del comportamiento de
la liberacion de iones de plata desde la pelicula mesoporosa. La actividad antibacteriana
de los films se estudié mediante un método de etiqueta de fluorescencia utilizando como
modelo la bacteria Eschericchia coli. Los films de TiO2 mostraron una gran eficiencia

antimicrobiana, tras el dopaje con Ag.

» Se estudio la sintesis de nanocristales de plata encapsulados en nanoparticulas de silice
mesoporosa y probaron la eficacia antimicrobiana de los materiales frente a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas®®. Estos nanocristales de plata fueron utilizados como
semillas para el crecimiento de NPs de silice, asi como la fuente de iones de plata
antimicrobianas. Debido a la accesibilidad y la red porosa de la capa protectora de silice,
los nanocristales incrustados eran capaces de oxidar lentamente los iones de plata.

Ademas, el componente de silice proporcionaba un soporte estable y duradero.
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2.4. Microoganismos patégenos (E. Coli)

Escherichia coli es una de las especies bacterianas méas estudiadas (familia
Enterobacteriaceae), no solo por su capacidad patogénica sino también como modelo de
investigaciones metabdlicas, genéticas, poblacionales, etc. Esta bacteria coloniza el tracto
gastrointestinal a las pocas horas de vida del nifio, y establece con el huésped una relacion
estable de mutuo beneficio. Sin embargo, Eschericchia coli puede ser causa de enfermedades
enddgenas en pacientes debilitados o en situacion de alteracion de la pared intestinal. Sin
embargo, las infecciones entéricas provocadas por este germen no son causadas por las cepas
que habitan normalmente el intestino, sino por lineas especialmente patdgenas que se

transmiten por via oral o fecal de persona a persona o a través del agua y alimentos®”.

Eschericchia coli presenta cuatro fases de crecimiento: fase la adaptacion, fase logaritmica

0 exponencial, fase estacionaria y fase

de muerte (Figura 5). En la fase de . 1 2 3 4
adaptacion (1), las células se adaptan al

nuevo ambiente, las cuales dependen de =
las condiciones en que estaban antes de
introducirlas al medio. En la fase 10"

logaritmica o exponencial (2), las

células comienzan a crecer y dividirse.

Cuando un nutriente del medio se acaba
1|-r'|| O (M)

la bacteria alcanza la fase estacionaria

(3) en la cual ya no hay crecimiento neto.

Figura 5. Curva de crecimiento de Escherichia coli.

A la hora de manipular agentes microbianos, es fundamental mantener ciertas condiciones
de esterilidad (ambiente, superficies, materiales, etc.) para evitar posibles contaminaciones. A

continuacion se detallan los métodos de esterilizacién mas frecuentes (Tabla 2).
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METODOS DE ESTERILIZACION

Por calor

Calor seco
(Hornos eléctricos o a gas)

Calor himedo
(Autoclave)

Por radiacién

No ionizante
(Uv)

lonizante
(Gamma)

Agentes quimicos

Gases
(Carbonide)

Alcohol
(Alcohol 70% + UV)

Tabla 2. Métodos de esterilizacion méas empleados.

En este trabajo se propone preparar superficies bactericidas novedosas, alternativas a estos

métodos.
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3. HIPOTESIS

Con el presente trabajo se pretende demostrar las propiedades bactericidas de las NPs de
Ag incluidas dentro de diversos films delgados de 6xidos mesoporosos. Si bien se conoce que
este metal presenta propiedades antimicrobianas per se, existe escasa investigacion acerca de

su actividad como parte de un material compuesto metal-6xido poroso.

Para ello, el proyecto se llevé a cabo en dos partes; en primer lugar se realizé la sintesis de
films de 6xidos mesoporosos y la inclusion de las NPs de Ag en los poros del soporte y, en
segundo lugar, se llevd a cabo experimentos para determinar si las NPs de Ag ejercen

actividad antimicrobiana.

En la primera etapa se busco obtener las mejores condiciones de incorporacion de NPs de
Ag, con el objetivo de mejorar los materiales obtenidos previamente en el grupo de trabajo.
En la segunda etapa, se busco determinar el efecto del tipo de matriz (6xido, tamafio de poro y
espesor del film) en la capacidad bactericida de la plata, utilizando como comparacion a las

particulas en solucion.
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4. METODOLOGIA

4.1. Sintesis de films mesoporosos y NPs de Ag

En la figura 6 se muestran los pasos del proceso que lleva a la obtencion de film delgados

mesoporosos, que se describiran en las secciones siguientes:

WA
L
) dip coating Estabilizacién o extraccién
Sol
Flim Flim
fresco mesoestructurado
Fllm
mesoporoso
v Precursor
v Agente moldeante
9«5°|y9m9 Incorporacién de Ag
vH,0

Caracterizacion [<

Figura 6. Esquema general del proceso de obtencién de films delgados mesoporosos.

1) Se prepara la solucién precursora, que contiene el precursor del éxido, el agente moldeante,
el solvente y agua. La solucién asi preparada es un sol y se utiliza directamente para preparar

los films.

2) Se limpian los sustratos sobre los cuales se depositaran las peliculas. El sustrato se coloca
en el soporte del dip coater, se sumerge en la solucion precursora y se extrae a velocidad

controlada.

3) El film fresco se somete a un tratamiento de estabilizacion y consolidacion. Se obtiene un

film mesoestructurado.
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4) El film mesoestructurado se somete a un proceso de extraccion del surfactante con un

solvente adecuado, 0 a calcinacion a temperaturas moderadas.
5) Los films asi obtenidos se pueden modificar con nanoparticulas metéalicas.

6) Los materiales obtenidos se caracterizan por las diferentes técnicas descriptas mas adelante.

4.1.1. Preparacion y caracterizacion de los soles

A lo largo de este trabajo se prepararon diversos tipos de soles, para dar lugar a diferentes
tipos de 6xidos (SiO2 y TiOz). Sin embargo, la composicion de todos los soles incluyd

siempre:

» Un precursor del metal que forma el 6xido.

» Un agente moldeante, que da lugar a los poros (Brij58 o F127).

Nombre comercial Estructura

\/\/\/\/\/\/\/{ﬂ/\‘]ﬂm
Brij58 C16 20

F127 II(]—(SI[;(III;O CH,CHO CH,CH,0 H
100 l_-H3 65 100

Tabla 3. Agentes moldeantes utilizados en el trabajo.

» Un solvente volatil (etanol).

» Agua, que actla como reactivo para la formacion del 6xido.
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Todas las drogas utilizadas fueron de calidad pro andlisis o superior y fueron utilizadas
como se recibieron. El agua utilizada fue obtenida a partir de un equipo E-pure (Millipore) y
presentd una resistencia de 18MQcm™. Las cantidades de reactivos a incorporar se midieron
mediante pesada en balanza analitica, para minimizar los errores debidos a la dificultad de

medir con exactitud pequefios volimenes.

Los soles se prepararon mezclando, bajo agitacion continua, en primer lugar el precursor
con el solvente, luego el agente moldeante y finalmente el agua. Es a partir de este Gltimo
agregado que pueden comenzar las reacciones de hidrdlisis y condensacion, por lo que se

considera éste como el tiempo de inicio de la reaccién sol-gel.

La agitacion del sol es fundamental, ya que es necesario minimizar la presencia de
gradientes de concentracion en la solucién, que podrian provocar reacciones no deseadas (por

ejemplo, la hidrélisis no controlada del precursor).

Los soles se mantuvieron a -18°C a lo largo de toda su vida util, llevandose a temperatura
ambiente Gnicamente para la preparacion de los films. De esta manera, las velocidades de las
reacciones de hidrélisis y condensacion del precursor disminuyen de tal manera que pueden

considerarse nulas.

A continuacion se detallan los reactivos empleados para la preparacion de los soles de

titanio y silicio (Tabla 4):

Agentes moldeantes Copolimero tribloque Pluronic F127 (Sigma)

Copolimero diblogue Brij58 (Merck)

Solvente Etanol absoluto (Biopack), H20 (Biopack)
Precursor del metal TiCls y Si(OEt)s (Merck)
Solucién de HCI HCI (Merck)

Tabla 4. Reactivos utilizados para la preparacion de los soles
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La proporcion molar de los reactivos variaron segun el tipo de estructura que se deseara
obtener. En la tabla 5 se muestran las proporciones molares de los soles utilizados a lo largo
de este trabajo; estas proporciones han sido establecidos por el grupo de investigacion de
CNEA en base a experimentos anteriores, con resultados favorables*2).

Si02-Brij58 Si02-F127
TEOS 1 1
EtOH 40 40
HCI 0,008 0,008
H20 10 10
Surfactante 0,05 0,005
Distancia interporo 6 nm 12 nm
TiO2-Brij58 TiO2-F127
TiCls 1 1
EtOH 40 40
H20 10 10
Surfactante 0,05 0,005
Distancia interporo 6 nm 12 nm

Tabla 5. Proporcion molar de reactivos empleados en la preparacion de los soles

4.1.2. Preparacion de los films

A continuacidn se detalla el procedimiento de preparacion de films asi como el tratamiento

que recibieron tras la sintesis.

Como soporte para la preparacion de los films se utilizaron los tradicionales portaobjetos

de vidrio (75x25x1mm). Fueron lavados con detergente y agua corriente, agua destilada y
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agua E-pure, en ese orden. Finalmente fueron secados al aire o en estufa. Inmediatamente
antes de preparar el film se los limpio con acetona, para garantizar la buena adhesion del
mismo. En todos los casos, los sustratos se manipularon cuidadosamente utilizando pinzas y/o
guantes, para evitar la contaminacion por el contacto con la piel, que impide que el film se

adhiera en forma pareja.

La preparacion de los films se realiz6 mediante la técnica dip-coating, la cual consiste en
sumergir la pieza a recubrir en una solucién (en este caso, el sol), retirar la pieza y dejar
evaporar el solvente para que se forme el recubrimiento por reaccion de las especies presentes

en la solucién. Las etapas de dicho proceso se muestran en la figura 7.

(a) (b) © GV

Figura 7. Esquema del proceso de dip-coating: a) Inmersion en la solucién, b) la zona a recubrir queda
inmersa en la solucion, c) inicio de la deposicidn, d) el film delgado se forma por evaporacion del solvente

y reaccion de las especies presentes en la solucién.

La velocidad de extraccion del soporte y la humedad relativa del ambiente son factores que
determinan tanto el tipo de mesoestructura obtenida como el espesor del film, por lo que

deben ser cuidadosamente controlados.

En la figura 8 se muestra el equipo utilizado para la preparacién de los films.
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Figura 8. Equipo para realizar dip-coating. A la izquierda, fuente de tension; a la derecha, equipo en su

caja, que lo mantiene a humedad y temperatura controlada.

Para la preparacion del film, el portaobjeto fue fijado a la cabeza mévil mediante una pinza
y bajo él se dispuso un vaso de precipitado con el sol elegido. El equipo permite realizar films
a velocidad constante, que puede variarse entre 0.2 y 4 mm/s. En este trabajo se emplearon
tres velocidades de sintesis: 1, 2 y 4 mm/s.

Tratamiento post-preparacion

Para “congelar” la estructura obtenida y evitar su deterioro durante la eliminacion del
agente moldeante, se ha determinado la necesidad de exponer a los films a una serie de pasos
de estabilizacion antes de la eliminacion del molde por calcinacion. Este tratamiento permite
eliminar gradualmente el etanol y el acido que contienen los films, aumentando el grado de
polimerizacion de la red inorgéanica, al mismo tiempo que se optimiza la separacion de fases

entre el agente moldeante y el 6xido®%59,
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En primer lugar, los films fueron conservados por 24 horas en una camara de humedad
relativa controlada a 50% de HR preparada utilizando una solucion saturada de Ca(NO3)2.5
H,O (Merck)®?. Una vez transcurridas las primeras 24 horas en humedad controlada, los
films se trasladaron a una estufa a 60°C por otras 24 horas y, finalmente, se colocaron por 24
horas en una estufa a 130°C. En estos dos ultimos casos, los films pueden permanecer a las

temperaturas indicadas por mas de 24 horas, con resultados equivalentes.

La calcinacion se realiz6 en una mufla (INDEF) provista de un controlador de temperatura,
con una rampa de calentamiento de 1°C.min? hasta la temperatura deseada (350°C),

manteniendo ésta durante dos horas.
4.1.3. Preparacion e incorporacion de las NPs de Ag
Para determinar las concentraciones de AgNOs a utilizar para incorporar NPs a los films de

SiO2 y TiO2 se llevaron a cabo experimentos preliminares. Se probaron diferentes

condiciones, que se listan en la Tabla 6:

[AgNO3] Tiempo de Velocidad de preparacion
(M) impregnacion (min) del film (mm/s)
Films SiO2 0,2 10/20/30/40 1/2/4
Films TiO: 0,002 /0,005 10/20/30/40 1/2/4

Tabla 6. Condiciones evaluadas para definir las condiciones finales.

Las soluciones se prepararon de la misma forma; para la solucion 0,2 M se pesaron 0,8493
g de AgNOs (99% pureza); para la solucion 0,002 M se pesaron 0,0085 g de AgNOs y para la
solucién de 0,005 M se pesaron 0,0212 g de AgNOs. La sal se pes6 con balanza analitica para
minimizar los errores de origen experimental, posteriormente se transfirié a un matraz aforado

de 25 mL, completando el volumen con agua E-pure.
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Una vez preparadas las soluciones de AgNO3 se procedid a cargar los films delgados con
NPs de Ag. Se pesaron con balanza analitica 2 g de solucion de AgNO3 (0,2M, 0,002M o
0,005M segun corresponda) y 2 g de etanol absoluto; se dejo agitar de
forma que se homogeneice la solucion resultante de la mezcla de ambos
reactivos. A continuacion se agrego 0,8 g de formaldehido al 7% (agente
reductor) y rapidamente, con la ayuda de unas pinzas, se sumergio el film
dentro de la solucion obtenida, manteniendo la mezcla en agitacion
suave. Este es el punto donde se lleva a cabo la impregnacion que
consiste en el llenado de los poros del soporte con una solucion del
precursor metalico (AgNOs), el cual se reducira para dar lugar a las NPs
de Ag.

En los diferentes tiempos de impregnacion evaluados, se retiraron los films, se los secd, se
los cortd en trozos mas pequefios con la ayuda de una punta de diamante y una pinza, para

facilitar la caracterizacion posterior.
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4.2. Caracterizacion de los films cargados con NPs de Ag

A continuacién se describiran las técnicas utilizadas para caracterizar los materiales

obtenidos.

4.2.1. Microscopia Electronica

Se utiliz6 un Microscopio Electronico de Barrido por Emision de Campo (FE-SEM) del
Centro de Microscopias Avanzadas (CMA, FCEN-UBA) para el analisis de los diferentes

films sintetizados.

El equipo empleado, ademas, esta equipado con analizador de Espectroscopia de Rayos X
Dispersiva en Energia (EDS, del inglés Energy Dispersive Spectroscopy), que permite
determinar en forma semicuantitativa la composicion de las muestras. Esta técnica detecta los
rayos X que son desprendidos desde el interior de las muestras al ser irradiadas con un haz de
electrones con suficiente energia; la energia contenida en los rayos X emitidos es
caracteristica de cada elemento (por tener cada atomo una estructura electronica unica). De
esta forma, entonces, se puede obtener informacion acerca de los elementos que componen la

muestra.

Las muestras se prepararon colocando un trozo del film (para observacién de la superficie)
o parte del film, desprendido con un bisturi (medida EDS para films de SiO3), sobre una cinta

conductora de carbon adherida a un soporte de aluminio para microscopia.

En todos los casos, mediante EDS se cuantificé el contenido de cada uno de los elementos
en zonas amplias de la muestra (= 1um?). Como contenido total de cada elemento, se tomd el

promedio de al menos 3 mediciones realizadas en diferentes sectores.
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4.2.2. Espectroscopia Ultravioleta-Visible

En este trabajo, se realizaron medidas de espectros de absorcion en la regién UV-visible
para visualizar la formacion de los plasmones caracteristicos de las NPs de Ag. Este método
permite determinar, de manera sencilla, si las NPs metalicas se han incorporado

satisfactoriamente en el soporte mesoporoso.

Para realizar las medidas, con la ayuda de una punta de diamante y una pinza, se cortaron
trozos pequefios de cada film sintetizado, se lavaron suavemente con etanol y se colocaron
adheridos al portamuestra de un espectrofotobmetro con arreglo de diodos Hewlett Packard
8453, perteneciente a la Gerencia Quimica, CAC-CNEA. Las medidas se realizaron en la
region 200-1000 nm.

4.2.3. Medidas de espesor

El espesor de los films es una variable fundamental a la hora de interpretar resultados y
pensar en aplicaciones, y por lo tanto debe medirse de manera confiable. La medicién de esta
variable se realizé mediante elipsometria, con un equipo EEP SOPRA GES5A de la Gerencia
Quimica, CAC-CNEA. El equipo ajusta las medidas de los parametros elipsométricos A y ¥
mediante un modelo, obteniéndose como resultados el espesor y el indice de refraccion del

material.

Para las medidas elipsométricas se emplearon los mismos trozos de film obtenidos en el

apartado anterior.
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4.3. Evaluacion del efecto bactericida de los films sintetizados

(Laboratorios de la Universidad Argentina de la Empresa)

Tras los ensayos preliminares se decidié descartar los films sintetizados con una velocidad
de dip-coating de 4mm/s debido a la falta de homogeneidad. Ademas, se establecio, en base a
resultados previos del grupo®, que las concentraciones de la solucion de AgNOs a utilizar
serian 0,2 M para los films de SiO2 y 0,005 M para los films de TiO>. El uso de la solucién de
AgNOs 0,002 M para cargar los films de TiO, fue descartado, ya que se observo una baja
incorporacion de NPs de Ag (coloracién muy suave a lo largo del film).

Asi pues, los films que fueron empleados para el estudio del efecto bactericida son los
siguientes (Tabla 7):

SiO2-Brij58 Blanco | SiO2-Brij58 NPs Ag | TiO2-Brij58 Blanco | TiO.-Brij58 NPs Ag
(Imm/s) (Imm/s) (Imm/s) (Imml/s)
SiO2-Brij58 Blanco | SiO2-Brij58 NPs Ag | TiO2-Brij58 Blanco | TiO.-Brij58 NPs Ag
(2mm/s) (2mm/s) (2mm/s) (2mml/s)
SiO2-F127 Blanco Si0,-F127 NPs Ag TiO2-F127 Blanco TiO2-F127 NPs Ag
(Imm/s) (Imm/s) (Imm/s) (Imml/s)
Si0,-F127 Blanco Si0,-F127 NPs Ag Ti0,.-F127 Blanco Ti02-F127 NPs Ag
(2mm/s) (2mm/s) (2mml/s) (2mm/s)

Tabla 7. Diferentes variantes de films evaluadas durante el trabajo.

Un control negativo adicional fue el crecimiento de la solucién bacteriana en ausencia de
film (ni blanco ni tratamiento) y como control positivo se empled una solucidén concentrada
estdindar de NPs de Ag preparada por reduccion de AgNOs con citrato de sodio
(aproximadamente 0,001 M en Ag).
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4.3.2. Efecto bactericida: Medida de la densidad éptica (600nm) ©%

Esta estrategia consiste en sumergir los diferentes films (blancos y tratados) en diferentes
alicuotas de solucion bacteriana de Escherichia coli y observar los efectos de las NPs de Ag

contenidas en los films mesoporosos tratados sobre la cinética de crecimiento bacteriano.

En primer lugar, se llevé a cabo un precultivo bacteriano. Teniendo en cuenta el volumen
que se necesitard para llevar a cabo el experimento, se prepararon 3 tubos Eppendorf
conteniendo cada uno de ellos 2 mL de medio LBy 100 pL de inéculo bacteriano, los cuales
se dejaron incubar “over night” a 37°C con agitacion constante a 180 rpm (Figura 9). Al dia
siguiente el precultivo se transfirié a un erlenmeyer conteniendo 200 mL medio LB, el cual se
mantuvo a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar una densidad Optica cercana a 0,200

(inicio fase exponencial de crecimiento), proceso que llevo aproximadamente 3-4 horas.

PRECULTIVO BACTERIANO

100 pl de in6culo E. coli (BL21)

1 37°C /180 rpm/ON

CULTIVO BACTERIANO

2ml de medio LB

600 ml de medio LB

DILUCION

Figura 9. Esquema de la obtencién del cultivo bacteriano.

Pagina 41 de 91



RECUBRIMIENTOS POROSOS CON PROPIEDADES BACTERICIDAS

UADE

,

—
RS
~
ol
T
SRl
e G

Rodriguez, Maria Veronica / Yun, Alejandro Martin

5
N

Una vez obtenida la solucion bacteriana en plena fase exponencial de crecimiento, se
distribuyé en multiples erlenmeyer (20 mL cada uno). Se sumergié en cada erlenmeyer un
anico film (blanco o tratado) y se midi6 la absorbancia a 600 nm cada hora, durante un lapso
de 5 horas. Entre cada medida se mantuvieron los erlenmeyer a 37°C y bajo agitacion

constante. A continuacion se presenta un esquema del procedimiento aplicado (Figura 10):

“7 Solucién bacteriana en fase exponencial
[\ (DO =0,200)
: 20 ML A CADA ERLENMEYER

1 2 3 4 5 6 7 8
1) film SiO2-Brij58-1 mm/s blanco 9) film TiO2-Brij58-1 mm/s blanco

2) film SiO2-Brij58-1 mm/s con NPs de Ag 10) film TiO2-Brij58-1 mm/s con NPs de Ag
3) film SiO2-Brij58-2 mm/s blanco 11) film TiO2-Brij58-2 mm/s blanco

4) film SiO2-Brij58-2 mm/s con NPs de Ag 12) film TiO2-Brij58-2 mm/s con NPs de Ag
5) film SiO2-F127-1 mm/s blanco 13) film TiO2-F127-1 mm/s blanco

6) film SiO2-F127-1 mm/s con NPs de Ag 14) film TiO2-F127-1 mm/s con NPs de Ag
7) film SiO2-F127-2 mm/s blanco 15) film TiO2-F127-2 mm/s blanco

8) film SiO2-F127-2 mm/s con NPs de Ag 16) film TiO2-F127-2 mm/s con NPs de Ag

37°C /180 rpm

Cada hora se extrae una alicuota de

cada Erlenmeyer y se mide la

absorbancia a 600 nm

Figura 10. Esquema del procedimiento empleado para la medida de la absorbancia.
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4.3.2. Efecto bactericida: Recuento de colonias en placa ¢V

El recuento de colonias en placa es un método cuantitativo muy empleado en experimentos
donde se pretende evaluar la cinética de crecimiento bacteriano. En primer lugar, se
prepararon las placas de Petri donde se llevaron a cabo las siembras; la mezcla agar-LB se
extrajo del autoclave, se dejé enfriar, se distribuyé en las diferentes placas y se mantuvieron
bajo la cabina de flujo laminar hasta su solidificacion. Luego se rotularon con los criterios
correspondientes (tipo de film, dilucién sembrada).

Este método se llevd a cabo en paralelo con la técnica anterior, es decir, de las alicuotas
separadas para medir la absorbancia, se separdé una porcion para sembrarla en placa. Se
sembraron diluciones seriadas al 1/10, es decir, se diluyeron 100 pl de la solucion bacteriana
tratada con film blanco o film tratado en 900 pl de medio LB. Se realizaron varias diluciones
para determinar cual seria la éptima que permitiera el recuento de colonias (UFC, unidades
formadoras de colonias). Este procedimiento se llevo a cabo para los tiempos 1 y 5 (horas);
para el tiempo 1 se sembraron diluciones 10* y 10°, mientras que para el tiempo 5 se
sembraron diluciones 10° y 10° En todos los casos se sembré 100 pl de la dilucion
correspondiente en el centro y con la ayuda de un asa de siembra se esparcid por toda la placa
(Figura 11).

Spread-plat
method

7~ Surface

= é@@:@

Figura 11. Procedimiento de siembra en placa.

Una vez sembradas las placas, se dejaron incubar en la estufa a 37°C durante 24 horas y se

procedio a realizar el recuento de las colonias formadas, aplicando la formula siguiente:

UFC/ml 6 UFC/g = No.

ml de la muestra sembrada
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4.3.3. Efecto bactericida: Incubacion de films en placa (halo de lisis)

La incubacion de los films en placa es un método cualitativo para evaluar el efecto
bactericida de las NPs de Ag, puesto que se incuban directamente en placas de agar para
divisar si se forma o no un halo de lisis alrededor del film. Se trata de un procedimiento

similar a la incubacion de antibidticos como se observa en la Figura 12:

Figura 12. Formacion de halos de lisis debido a la incubacion con antibi6ticos®?,

Como en la técnica de recuento de colonias descripta en el apartado anterior, en primer
lugar se prepararon las placas sobre las cuales se llevaron a cabo los ensayos. Una vez
disponibles las placas, se sembr6 100 pL de solucion bacteriana cuya absorbancia fue de
aproximadamente 0,200 (fase exponencial de crecimiento) y diluida al 10°. Finalmente se
incubd el film blanco o film tratado en el centro, y se dejaron incubar a 37°C durante 24

horas.

Pagina 44 de 91



RECUBRIMIENTOS POROSOS CON PROPIEDADES BACTERICIDAS

Rodriguez, Maria Veronica / Yun, Alejandro Martin

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacion de los films

5.1. Films mesoporosos: Estructura y espesores (SEM / elipsometria)

Para el estudio de la estructura, se seleccionaron los films sintetizados con una velocidad
de dip coating de 1 mm/s, ya que se espera, en base a resultados previos®, que los films
preparados con el mismo sol presenten la misma estructura, independientemente de la
velocidad de dip coating empleada. En la Figura 13 se presentan las imagenes obtenidas en

el Microscopio Electrénico de Barrido (SEM) de los films mesoporosos de SiO; y TiOo.

- -
— | s |

C

30 nm 30 nm

s | p—

\ Figura 13. Imagen SEM de los films mesoporosos: A) SiO2-Brij58 Blanco, B) SiO2-F127 Blanco,

C) TiO2-Brij58 Blanco, D) TiO2-F127 Blanco
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En todas las imagenes se puede observar arreglos ordenados de poros a lo largo de la
superficie de los films. Ademas, se puede diferenciar el tamafio de los poros de los films
preparados con Brij58 como agente moldeante (A y C) frente a los films preparados con F127
(B y D), siendo los primeros mas pequefios que los segundos, coincidiendo con los resultados

obtenidos previamente por diversos grupos de investigacion®?.

En el caso de la medida de espesores, se seleccionaron los films sintetizados con una
velocidad de dip coating de 1 y 2 mm/s, ya que los films preparados a mayores velocidades
presentaban una menor calidad Optica (recubrimiento desparejo) A continuacion se presenta

una tabla con los resultados obtenidos para los diferentes films (Tabla 8):

FILM MESOPOROSOS ESPESOR (nm)
SiO2-Brij58-1 mm/s 38+2
Si0,-Brij58-2 mm/s 62+ 3

SiO2-F127-1 mm/s 64+ 1
Si0,-F127-2 mm/s 89+2
TiO2-Brij58-1 mm/s 871
TiO2-Brij58-2 mm/s 132 +2
TiO,-F127-1 mm/s 120+ 4
TiO,-F127-2 mm/s 169 + 3

Tabla 8. Espesores de los films empleados en el presente trabajo.

Se observa que, en todos los casos, los films resultaron méas gruesos para la mayor
velocidad de dip coating empleada, lo que coincide con lo esperado segun la teoria. EI espesor
depende del balance entre la fuerza de adhesion del sol a la superficie y la fuerza de gravedad.
Como resultado, el espesor resulta proporcional a la viscosidad del sol de partida y a la
velocidad elevada a un valor que se encuentra entre 0.5 y 0.66, dependiendo del tipo de sol®.
Ademas, se observa que los espesores son mayores para los films de TiO2 que para los de

Si0,, debido a que los soles de titanio presentan mayor viscosidad que los soles de Si®®.

En base a estos resultados queda claro que la sintesis de films mesoporosos se realizo

de forma exitosa y se obtuvieron films con la estructura porosa esperada.
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5.2. Films cargados con NPs de Ag
5.2.1. Bandas plasmonicas: Espectroscopia UV-visible

Como se menciond en la metodologia, en las primeras etapas del trabajo se desarrollaron
pruebas experimentales para determinar qué condiciones (concentracion AgNO3 y tiempo de
inmersion) se emplearian para las pruebas definitivas. En base a los resultados obtenidos y a
resultados previos del grupo®, para la evaluacion del efecto bactericida se establecié emplear
una concentracion de Ag* 0,2 M para films de silicio y 0,005 M para films de titanio, todos
con una velocidad de dip coating de 1 y 2 mm/s y ensayar a tiempos de impregnacion de entre
10 y 30 minutos. En las Figuras 14 y 15 se muestra el aspecto de algunos de los films
obtenidos.

Figura 14. Imagen de films impregnados con NPs de Ag durante 10 minutos:
(A) Film de SiO2-Brij58-1 mm/s, B) Film de SiO2-Brij58-2 mm/s
(C) Film de SiO2- F127-1 mm/s, D) Film de SiO»-F127-2 mm/s

Pagina 47 de 91



RECUBRIMIENTOS POROSOS CON PROPIEDADES BACTERICIDAS

Rodriguez, Maria Veronica / Yun, Alejandro Martin

Figura 15. Imagen de films impregnados con NPs de Ag durante 10 minutos:
(A) Film de TiO2-Brij58-1 mm/s, (B) Film de TiO2-Brij58-2 mm/s
(C) Film de TiO2- F127-1 mm/s, (D) Film de TiO2-F127-2 mm/s

A medida que los films eran sometidos a mayor tiempo de impregnacién se observo como
iban adoptando una coloracién mas notoria, sinénimo de una mayor incorporacion de NPs de
Ag en los poros del film. Este efecto también se observa al aumentar la velocidad de dip
coating lo que indica que los films preparados a mayor velocidad, es decir, los mas gruesos

(ver seccion 5.1.), son capaces de incorporar mayor cantidad de NPs de Ag.

Finalmente, es importante notar que la coloracion de los films es pareja, indicando que el

llenado con NPs de Ag es parejo a lo largo de todo el recubrimiento.

Para corroborar lo observado a simple vista, los diferentes films tratados se caracterizaron
mediante Espectroscopia UV-visible para estudiar las bandas plasmonicas propias de las NPs
de Ag. En las figuras 16 al 23 se muestran los espectros obtenidos, en funcion del tiempo de

impregnacién de los films con la solucion de plata / formaldehido:
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Figura 16. Espectro de absorcion de film SiO2-Brij58-1 mm/s
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Figura 17. Espectro de absorcion de film SiO2-Brij58-2 mm/s
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Figura 18. Espectro de absorcion de film SiO2-F127-1 mm/s
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Figura 19. Espectro de absorcion de film SiO2-F127-2 mm/s
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0,3 ~
0,25 A
0,2 -
o
(%]
c
©
£ 0,15 -
2 ———————
o)
<
0,1 -
e 10min
0,05 - —20m!n
e 30MiN
0 T T T T T ;\‘(nm)
400 500 600 700 800 900

Figura 21. Espectro de absorcion de film TiO2-Brij58-2 mm/s
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Figura 22. Espectro de absorcion de film TiO2-F127-1 mm/s
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Figura 23. Espectro de absorcion de film TiO2-F127-2 mm/s
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En todas las gréficas se puede divisar como alrededor de los 400-600 nm de longitud de
onda aparecen las bandas plasmonicas caracteristicas de las NPs de Ag. En todos los casos, la
banda aumenta su intensidad medida que aumenta el tiempo de reaccion. Este efecto esta
relacionado con la formacién de mayor cantidad de particulas. Ademas, en algunos casos se
observa que la banda plasmonica se ensancha al aumentar el tiempo de reaccion, indicando

una mayor cercania e interaccion entre las particulas formadas.

Al comparar los espectros para el mismo tipo de film con dos espesores distintos (por
ejemplo, Figura 16 vs Figura 17) se observa que aquellos films sintetizados con una mayor
velocidad de dip coating (es decir, mas gruesos) presentan la banda plasménica con mayor
intensidad (absorbancias mayores). Esto indica que se han formado mayor cantidad de

nanoparticulas en los films més gruesos, confirmando lo observado a simple vista.

Para poder divisar de una forma mas clara las diferencias entre los films sintetizados, en la
Figura 24 se presenta una comparacion que incluye los films preparados con una velocidad de

dip coating 2 mm/s y un tiempo de impregnacion con NPs de Ag igual a 30 minutos.

1,6 -

1,4 -

1,2
© 1 - —S!OZ-BrijSS
g e Si02-F127
5 o5 Ti02-Brij58
s e—Ti02-F127
(7]
2 06 -
04 -
0,2 -
/—\
T — —_——
0 T T T T T I\(nm)
400 500 600 700 800 900

Figura 24. Comparacién de espectros de absorcion de las diferentes variantes de films preparados

(dip coating = 2 mm/s ; tiempo de impregnacion = 30 minutos)
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Por dltimo, es interesante notar que, en general, los films de SiO, presentan una menor
coloracion a simple vista y una menor intensidad de la banda plasménica que los de TiO..
Esto indica que los ultimos han incorporado mayor cantidad de NPs de Ag que los primeros, 0
que puede deberse tanto a que presentan mayor espesor como a la mayor afinidad de la Ag

por el TiO (ver mas adelante) .
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5.2.2. Caracterizacion de films cargados con NPs de Ag

Los films cargados con NPs de Ag ([AgNOs] = 0,2M para SiO2; [AgNOs] = 0,005M para
TiO2; velocidad de dip coating = 1 mm/s) también fueron estudiados mediante Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM) para detectar y corroborar la incorporacion de las
nanoparticulas en el film mesoporoso. En la Figura 25 se presentan algunas de las imagenes
obtenidas.

»

NPs de Ag

Figura 25. Imagen SEM del film: A) SiO-Brij58 con NPs de Ag, B) SiO2-F127 con NPs de Ag,

C) TiO2-Brij58 con NPs de Ag, D) TiO2-F127 con NPs de Ag

Para el caso de los films de SiO, (Figuras A y B) se pueden observar claramente la

presencia de puntos brillantes, que pueden asociarse con la presencia de las NPs de Ag,
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mientras que para los films de TiO. (Figuras C y D) no se detecta brillo a simple vista. Esto
puede deberse a que el peso molecular del SiO2 permite un mayor contraste frente a las NPs
de Ag, en comparacion con el TiO2. Ademas, se debe tener en cuenta que las nanoparticulas
se alojan en el interior de los poros y no estan presentes en la superficie, lo cual seria otra

razén que dificultaria su deteccion y visualizacion.

5.2.3. Relacion Ag/Siy Ag/Ti: Espectroscopia de Rayos X Dispersiva en Energia (EDS)

Mediante la técnica EDS se estudié la relacion Ag/Si y Ag/Ti de los films sintetizados
(IAgNOs] = 0,2M para SiO2; [AgNOz] = 0,005M para TiO; velocidad de dip coating = 1

mm/s).

Para cada film se tomaron al menos 3 mediciones, seleccionando diferentes regiones de los
mismos. Como informacion, el espectrometro nos brinda espectros donde se pueden divisar
los diferentes elementos detectados, por ejemplo, para el caso particular del film de TiO2-
F127, el mapa nos indica la presencia de titanio (film mesoporoso), plata (NPs de Ag

incorporadas) y calcio (componentes del vidrio) (Figura 26).

LI LI 1 T T T T
25 3 35 4 45 5 55
Full Scale 53 cts Cursor: 5694 (2 cts) =3

Figura 26. Espectro EDS del film TiO2-F127-1 mm/s.
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Ademas, aplicando esta técnica es posible calcular la relacion molar entre dos elementos

diferentes (relacion Ag/Si y Ag/Ti, en este caso). Los valores promedio obtenidos de las

diferentes mediciones se presentan en la Tabla 9.

Films mesoporoso Promedio relacion Ag/Si
Si0O,-Brij58 0,08
SiO2-F127 0,10

Films mesoporoso Promedio relacion Ag/Ti
Ti0,-Brij58 0,57
TiO2-F127 0,43

Tabla 9. Resultados obtenidos mediante la técnica EDS.

En primer lugar, los resultados permiten determinar nuevamente que las NPs de Ag se
incorporaron satisfactoriamente en los films mesoporosos, tanto de SiO. como de TiOz. Se
observa, ademas, que los films de TiO2 incorporan mas Ag que los de SiO, coincidiendo con
los resultados obtenidos previamente en el grupo® y con lo observado mediante
espectroscopia UV-visible. Esto se debe a que el titanio cataliza la reduccion de la Ag* a Ag®
(el formaldehido se oxida a CO, y H,0) durante la sintesis de las NPs de Ag, haciéndola

mucho mas efectiva.

Por otro lado, al comparar los dos agentes moldenates para un mismo oxido no se
observan grandes diferencias en la relacion de plata:metal. Esto se debe a que la relacion
Ag/Si o Ag/Ti no depende del tamafio de poro, sino de la superficie especifica de cada 6xido,

que es aproximadamente la misma para ambos tamafios®).

Finalmente, es importante notar que mediante EDS se corrobora lo observado mediante
espectroscopia: todas las regiones medidas presentan una relacion Ag/metal similares, lo que
indica la existencia de homogeneidad a lo largo de todo el film. Esto permitira, mas adelante,
poder cortar el soporte (film blanco o film tratado) en trozos mas pequefios para realizar los

ensayos de efecto bactericida.
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5.3. Efecto bactericida: Medida de la absorbancia (600nm)

Como se mencioné en apartados anteriores, para la evaluacion del efecto bactericida se
establecié emplear films cargados con Ag durante 10 minutos, utilizando una concentracién
de Ag" 0,2 M para films de silicio y 0,005 M para films de titanio. Para este primer método se
emplearon films sintetizados con una velocidad de dip coating de 1 y 2 mm/s (films de 4

mm/s descartados por falta de homogeneidad).

Un aspecto importante en todo experimento cientifico es el empleo de diversos controles
para luego poder extraer conclusiones veridicas. Como control negativo se emple6 la solucion
bacteriana de Escherichia coli sin ningun tipo de film, como blancos se utilizaron los films de
SiO2 y TiO: sin funcionalizar, y como control positivo se usdé una solucion concentrada
coloidal de NPs de Ag (aproximadamente 0,001 M), la cual se obtuvo mediante una reaccion
“bottom up”’ en fase homogénea que implica la reduccion de nitrato de plata (AgNOs) con
citrato de sodio. Cabe destacar que, si bien el control positivo ideal seria aquel cuya
concentracion de NPs de Ag fuese similar al presente en los films (permitiria comparar los
efectos de las NPs de Ag en solucion frente a aquellas incorporadas en films mesoporosos), se
hace muy dificil estimar este ultimo dato, es por ello que empleamos el control positivo que
mencionamos, el cual demostrard que efectivamente la plata presenta propiedades

antimicrobianas.

Para cada film (blanco o tratado), tanto de SiO> como de TiO2, se llevaron a cabo
experimentos por duplicado, es decir, se repitieron 2 veces bajo las mismas condiciones, a fin
de reforzar los resultados obtenidos. Mediante el empleo del programa estadistico “Graph
Pad” se llevo a cabo el analisis de la significancia de los resultados obtenidos Yy se obtuvieron

los resultados mostrados en las Figuras 27 al 31.
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Figura 27. Efecto bactericida: Control negativo vs Control positivo
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Figura 28. Efecto bactericida: (A) SiO2-Brij58-1 mm/s-Ag vs (B) SiO2-Brij58-2 mm/s-Ag
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Figura 29. Efecto bactericida: SiO2-F127-1 mm/s-Ag vs SiO2-F127-2 mm/s-Ag
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Figura 30. Efecto bactericida TiO2-Brij58-1 mm/s-Ag vs TiO2-Brij58-2 mm/s-Ag
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Figura 31. Efecto bactericida TiO2-F127-1 mm/s-Ag vs TiO2-F127-2 mm/s-Ag
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En primer lugar, se obtienen diferencias significativas entre el control negativo y control
positivo (Figura 27), con lo que se puede afirmar que la solucion coloidal de NPs de Ag
empleada afecta la cinética de crecimiento bacteriano, reduciendo el nimero de bacterias a

medida que transcurre el tiempo.

Al analizar las comparaciones entre los films blancos y tratados (Figuras 28 al 31), si bien
se pudo observar que los films con NPs de Ag produjeron una ligera disminucion del
crecimiento a lo largo del tiempo en comparacion con los films blancos, pero estas diferencias
no arrojaron una significancia estadistica aceptable (p > 0,005 para todos los puntos medidos).
Por lo tanto no fue posible, mediante este método, determinar con significancia estadistica

que las NPs de Ag estuvieran ejerciendo su efecto bactericida.

Por otro lado, es interesante destacar que a medida que transcurria el tiempo de incubacién
del film en la solucion bacteriana, pudo observarse como éste iba perdiendo su coloracién
original, indicador de que se produce la difusion de las NPs de Ag del film hacia el cultivo
bacteriano (Figuras 32 al 35). En todos los casos los films A y C corresponden a films

intactos, mientras que los films B y D muestran los efectos tras la incubacion de éstos con la

Figura 32. Estado de los films tras 5 horas de incubacién en la solucion bacteriana:
SiO2-Brij58-1 mm/s (A 'y B) y SiO2-Brij58-2 mm/s (C y D)

solucién bacteriana.
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Figura 33. Estado de los films tras 5 horas de incubacion en la solucion bacteriana:
SiO2-F127-1 mm/s (A'y B) y SiO2-F127-2 mm/s (C y D)

II ID

Figura 34. Estado de los films tras 5 horas de incubacién en la solucion bacteriana:
TiO2-Brij58-1 mm/s (A'y B) y TiO2-Brij58-2 mm/s (C y D)

Figura 35. Estado de los films tras 5 horas de incubacién en la solucion bacteriana:
TiO2-F127-1 mm/s (A y B) y TiO2-F127-2 mm/s (C y D)

RS\DAY

Esta pérdida de color del film no influyd en el color de la solucion bacteriana, la cual fue
adoptando una mayor turbidez a medida que pasaba el tiempo debido estrictamente al
crecimiento de las bacterias. A las 24 horas de incubacion se observé la pérdida total de la

coloracidn del film, debida a la disolucién de éste y de las nanoparticulas en la solucién.

Estos resultados son muy interesantes en vistas a la posible aplicacion de estos films como

recubrimientos descartables de liberacion progresiva de NPs de Ag.
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5.4. Efecto bactericida: Recuento de colonias en placa

En estos experimentos, asociados a los experimentos descriptos en el apartado anterior, no
se observaron resultados satisfactorios ya que surgieron inconvenientes que afectaron a todas
las placas que se sembraron para llevar a cabo el recuento de colonias bacterianas. En

particular:

1) Las diluciones empleadas dieron una alta cantidad de bacterias sobre las placas, lo que

imposibilitd el recuento de colonias.
2) A simple vista no se observaron diferencias significativas entre placas sembradas con
film blanco y placas sembradas con film tratado, ni tampoco entre diferentes tiempos

de incubacion en el caso de los films tratados con NPs de Ag.

A continuacion se presentan algunos de los resultados obtenidos (Figuras 36 y 37).

Figura 36. (A) Siembra en placa de dilucion 107 de solucién con film tratado SiO»-F127-1 mm/s:
(A) Tiempo 1y (B) Tiempo 5
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Figura 37. (A) Siembra en placa de dilucién 10 de solucion con film tratado TiO2-F127-1 mm/s:
(B) Tiempo 1y (B) Tiempo 5

Teniendo en cuenta los resultados poco concluyentes que se obtuvieron y para evitar el
malgasto de materiales (tener en cuenta que los experimentos se realizaron por duplicado), se
decidio dejar de lado este método de evaluacion y proseguir con la incubacion directa de films

en placa para observar la aparicion de halo de lisis alrededor de los films cargados con NPs de
Ag.
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5.5. Efecto bactericida: Incubacion de films en placa (halo de lisis)

En base a los resultados poco concluyentes de las medidas de densidad éptica y a los
inconvenientes durante el procedimiento de recuento de colonias en placas, se decidio llevar a
cabo un tercer método para evaluar el efecto antimicrobiano de los films cargados con NPs de
Ag. Este método consiste en incubarlos directamente en placas de agar para observar si se
produce o no la formacion de un halo de lisis alrededor de éstos. Como en el método anterior,

para cada film se ensayaron dos experimentos bajo las mismas condiciones (por duplicado).

Al comparar los controles, se observa claramente como la solucion concentrada de NPs de
Ag (control +) ejerce un potente efecto bactericida sobre la cepa Escherichia coli tras 24hs de
incubacién a 37°C (Figura 38).

Figura 38. (A) Control Negativo vs (B) Control Positivo

En cuanto a los films de SiO2 y TiO», a continuacion se presentan los resultados obtenidos:
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5.5.1. Resultados para films SiO2 (Figuras 39 al 40):

Figura 39. (A) Film blanco SiO2-Brij58-1 mm/s vs (B) Film SiO2-Brij58-1 mm/s con NPs de Ag
(C) Film blanco SiO2-Brij58-2 mm/s vs (D) Film SiO2-Brij58-2 mm/s con NPs de Ag

En el caso de los films SiO2 preparados con el agente moldeante Brij58 (Figura 39),
ninguna velocidad de dip coating reporto6 la formacion del halo de lisis (B y D), es decir, no se
obtuvieron diferencias frente a sus respectivos blancos (A y C). Si bien se pudo confirmar la
incorporacion de NPs de Ag en estos films (presencia de banda plasménica y de coloracion a
simple vista), probablemente la cantidad de Ag incorporada no haya sido suficiente. Algunas
de las razones que explican estos resultados son: presentan el menor espesor en comparacion
con el resto de films y la relacion Ag/Si también resulta ser la mas baja. En resumen, son los
films con menor cantidad de NPs de Ag, lo que impidid la formacion del halo de lisis.
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Figura 40. (A) Film blanco SiO2-F127-1 mm/s vs (B) Film SiO2-F127-1 mm/s con NPs de Ag
(C) Film blanco SiO2-F127-2 mm/s vs (D) Film SiO2-F127-2 mm/s con NPs de Ag

Para los films de SiO» preparados con el agente moldeante F127, se puede observar que se
obtienen halos definidos en ambas velocidades de dip coating empleadas (Figura 40, B y D),
siendo mas extenso en el caso de los films preparados a la mayor velocidad (2 mm/s). Esta
diferencia radica en que a mayor velocidad de dip coating, mayor seré el espesor del film vy,
por lo tanto, mayor incorporacion de NPs de Ag (como se corrobord mediante espectroscopia
UV-visible).

En comparacion con los films anteriores, en los que no se obtuvieron halos, éstos se
caracterizan por mayores espesores, relacién Ag/Si e intensidad de la banda plasmonica, lo
que justifica los resultados obtenidos.
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5.5.2. Resultados para films TiOz (Figuras 41 al 42):

Figura 41. (A) Film blanco TiO2-Brij58-1 mm/s vs (B) Film TiO2-Brij58-1 mm/s con NPs de Ag
(C) Film blanco TiO2-Brij58-2 mm/s vs (D) Film TiO2-Brij58-2 mm/s con NPs de Ag

En este caso también se obtienen halos alrededor de los films cargados con NPs de Ag
(Figura 41, C y D), siendo mas evidente en el caso del film preparado a mayor velocidad de

dip coating, es decir, el que contiene mayor cantidad de NPs de Ag.
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Figura 42. (A) Film blanco TiO2-F127-1 mm/s vs (B) Film TiO2-F127-1 mm/s con NPs de Ag
(C) Film blanco TiO2-F127-2 mm/s vs (D) Film TiO2-F127-2 mm/s con NPs de Ag

Como en el caso anterior, los films de TiO2 preparados con agente moldeante F127
promovieron la formacién de halos debido a la difusion de NPs de Ag contenidas en sus poros
hacia el medio circundante (Figura 42, B y D), siendo nuevamente, mas evidente en el caso
del film preparado a mayor velocidad de dip coating.

En comparacion con el resto de films, los TiO> preparados con F127 fueron los que
presentaron mayor cantidad de NPs de Ag en sus poros (resultados de espectroscopia UV-
visible) por lo que se esperaba que produjeran el efecto mas notorio en la cinética de

crecimiento bacteriano. Sin embargo, se puede divisar que esto no ocurre y gque incluso estos
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films reportaron halos mas pequefios en comparacion con TiO2-Brij58 (comparando films de
2mm/s). Esto se podria explicar por la falta de homogeneidad en el tamafio de los films
empleados, siendo algunos ligeramente méas pequefios que otros. Ademas, es posible que
exista algun efecto del tamafio de los mesoporos en el tamafio de las NPs de Ag obtenidas y,
por ende, en las propiedades bactericidas. Para comprobar esta hipdtesis se requiere un
estudio mas sistematico, que incluya una caracterizacion mas exhaustiva de las NPs

obtenidas.

Tras 24 horas de incubacion y de haber realizado los analisis correspondientes, se
depositaron las placas nuevamente en la estufa a 37°C para observar en dias sucesivos si se
producian variaciones. Sin embargo, los halos formados no sufrieron ninguna alteracion

(expansion/reduccion).
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6. CONCILUSIONES

A continuacion se enumeran las conclusiones que se derivan del presente trabajo:

v Se observo que los parametros principales que definen la cantidad de Ag incorporada
dentro de los d6xidos mesoporosos son: el espesor de los films y el tipo de 6xido
mesoporoso utilizado como soporte. Particularmente, se observé que a medida que
aumentaba el espesor de los films, se increment6 la intensidad de la banda plasmdnica
asociada a las NPs de Ag, lo que indica una mayor incorporacién de Ag. Ademas, se
observo que los films de TiO> fueron capaces de incorporar una mayor cantidad de Ag, lo
que se corroboré mediante EDS. Esto es debido a que el TiO; cataliza la reduccion de Ag

sobre su superficie y el SiO2 no tiene esta propiedad.

v' A pesar de haber aplicado diversos métodos para determinar la toxicidad de las NPs de
Ag, la técnica de formacion de halo de lisis en placa fue la Unica que arroj6 resultados

significativos.

De todos los films ensayados, los de TiO» preparados a mayor velocidad de dip coating (2
mm/s) resultaron ser los bactericidas mas efectivos, ya que son aquellos que contienen la

mayor cantidad de Ag en el interior de los poros.

El efecto bactericida observado confirma la hipétesis planteada al inicio del trabajo: las
NPs de Ag depositadas sobre films mesoporosos también ejercen su conocido efecto
antimicrobiano, al difundir desde los films mesoporosos al espacio circundante. Tal como se
comentd en la seccion metodologia, se hace muy dificil conocer la concentracién de Ag
dentro del film por lo que no resulté posible comparar el grado de toxicidad de NPs de Ag en

solucion y NPs de Ag depositadas en films mesoporosos.
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En resumen, este trabajo es un primer paso prometedor para el desarrollo de

recubrimientos bactericidas basados en nanoparticulas de plata inmovilizadas en films

delgados de 6xidos mesoporosos.

A continuacion, listamos algunas de las posibles causas por las cuales no se obtuvieron

resultados tan categoricos y sugerimos algunas estrategias para futuros experimentos que

permitirian mejorar los resultados obtenidos:

Es probable que la concentracion de bacterias utilizada haya sido demasiado elevada,
lo que impidid obtener resultados significativos mediante los métodos de densidad
Optica (a 600 nm) y de recuento de colonias en placa. Por ende, se sugiere la
posibilidad de trabajar con una menor concentraciéon de células bacterianas o realizar
mas diluciones en el caso de recuento de colonias. Esto permitiria hacer mas notoria la
accion bactericida y, a su vez, posibilitaria determinar el efecto bactericida

cuantitativamente.

Por otro lado, resultaria también mas efectivo utilizar films con mayor cantidad de
NPs metélicas. Para ello, sugerimos emplear una mayor concentracion de AgNOs o
aumentar el tiempo de impregnacion de los films o incluso adoptar ambas estrategias
conjuntas. No aconsejamos incrementar el espesor de los films mediante el empleo de
velocidades de dip coating superiores a los 2 mm/s ya que se observo falta de
homogeneidad en los films obtenidos, lo que impediria su utilizacion en los ensayos

de toxicidad.
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7. APLICACION COMERCIAL: “SILVER NANOSPRAY”

Introduccion:

Como aplicacion se desarrollé el trabajo que se va a describir a continuacién. EI mismo fue
realizado durante la cursada de la materia “Desarrollo de Negocios Biotecnologicos” (afio
2013, segundo cuatrimestre) donde el objetivo era idear un producto que se pueda
comercializar y que esté a su vez relacionado con el proyecto de investigacion en curso. En
nuestro caso elegimos producir NPs de Ag en solucion con el fin de utilizarlas en forma de
spray para desinfeccién de distintos tipos de ambientes, aprovechando las propiedades
bactericidas de la plata. Elegimos este producto debido a que la aplicacion comercial de las
nanoparticulas de plata incluidas dentro de films mesoporosos todavia es una tecnologia que
esta en desarrollo.

En base a los conocimientos adquiridos durante la realizacion de la parte experimental de
nuestro proyecto, pensamos en lanzar un producto de limpieza que incluyera esta innovacion
tecnoldgica. Si bien es conocido el efecto bactericida de la plata, actualmente no existen
productos que aprovechen esta propiedad de los nanomateriales de la manera que lo

proponemaos nosotros en este plan de negocios.

A continuacion presentamos un resumen del trabajo presentado oportunamente.
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Resumen del plan de negocios:

“Clean-Tech” es una nueva empresa industrial cuyo objetivo es proporcionar productos de
limpieza aprovechando las propiedades novedosas de los nanomateriales. El proyecto sera
llevado a cabo por alumnos de la Licenciatura en Biotecnologia de la Universidad Argentina

de la Empresa, que estan proximos a recibirse.

Se considera una oportunidad de negocio ya que la introduccion de la nanotecnologia a
este tipo de productos resulta novedosa. Ademas, en el mercado actual, si bien existen
diversas empresas que comercializan productos desinfectantes, ain no existen productos que

incluyan esta tecnologia.

La planta de produccion se ubicara en el Parque Industrial Austral (Pilar), el cual es
conocido como punto estratégico para empresas cientificas y, entre otras ventajas, ofrece

multiples beneficios para nuevos emprendimientos, y se caracteriza por su facil accesibilidad.

El producto se comercializara bajo el nombre “Silver nanospray”, cuyo formato sera un
envase de 500 ml con sistema difusor (gatillo) y con un precio estimado de $21,50 la unidad.
El volumen inicial de produccion sera 25.000 unidades mensuales y se estima aumentar la

produccion en 5.000 unidades mensuales a partir del tercer afio de ejercicio.

La inversion inicial serd de $500.000; la mitad de este sera aportada por participantes del
proyecto, mientras que la otra mitad restante se adquirira mediante un préstamo al Banco de la

Nacion Argentina con una tasa fija del 2% mensual y un plazo de 18 meses.

Se estima recuperar el dinero invertido en aproximadamente 16 meses, con indices VAN
superior al millon de pesos y TIR superior al 100%, lo que describe la alta rentabilidad del

proyecto presentado.
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Elementos de la organizacion:

MISION

Mejorar la calidad de vida de las personas a través de productos de
limpieza e higiene con base tecnologica y satisfacer Optimamente las
necesidades del mercado, generando la mas alta rentabilidad con sentido de

responsabilidad social.

VISION

En un mundo en el que la tecnologia esta cada vez mas presente en todas
las facetas de nuestra vida diaria, nosotros seremos un proveedor de
productos lider en las areas del cuidado de la salud y estilo de vida,
aspirando a convertirnos en la empresa mas admirada de nuestra industria a

la vista de todas las personas.

VALORES

e Satisfacer a nuestros clientes

e Cumplir con nuestros compromisos

e Garantizar la calidad de nuestros productos
e Fomentar el desarrollo profesional

e Trabajo en equipo

ESTRATEGIA

Con el fin de cumplir con nuestra mision, se creard asociaciones con
clientes clave y proveedores, tanto en las areas de negocio como de
negocio a consumidor. Ademas, continuaremos invirtiendo en mantener
nuestra destacada posicion de innovacion y sacaremos el mayor partido
posible a nuestros importantes recursos de propiedad intelectual.
Finalmente, reforzaremos nuestras capacidades de liderazgo vy
fomentaremos la productividad a través de la transformacion del negocio y

de la excelencia operacional.

Pagina 75 de 91




RECUBRIMIENTOS POROSOS CON PROPIEDADES BACTERICIDAS

Rodriguez, Maria Veronica / Yun, Alejandro Martin

Elaboracion de la solucion con NPs de Ag vy del producto final:

La sintesis de las NPs de Ag a realizar para la produccion comercial es distinta a la sintesis
que se utilizd en nuestro proyecto de investigacion, ya que si bien los fines son los mismos
(generar un efecto bactericida a través de NPs de Ag) estan contenidos en distintos envases y

soportes. A continuacion se describe la sintesis de las mismas.

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA
La sintesis se lleva a cabo mediante el método sin semilla de fase homogeénea, en la cual, se

mezclan los siguientes componentes: nitrato de plata,
citrato de sodio, alcohol 100% y agua destilada. Se trata
de una reaccién en donde la plata se reduce por accion
del citrato de sodio. Asi, se obtienen dispersiones
coloidales de plata amarillas (ver imagen) y estables,
gracias al exceso de citrato de sodio utilizado en la

reaccién. Las particulas obtenidas presentan un diametro
aproximado de entre 10 y 30 nm. Las principales variables a controlar son: concentraciones
de reactivos, temperatura, poder reductor y agregado de otros agentes que faciliten o impidan
el crecimiento. Todo este procedimiento se llevaria a cabo en tanques industriales con

sistema de agitacion para poder garantizar el correcto mezclado de los reactivos.

Una vez obtenido el producto principal (solucion con NPs de Ag), se procedera a su
envasado. El formato de venta sera un envase de 500 ml con un sistema dosificador que
facilitard su aplicacion sobre las superficies que el consumidor desee limpiar. Los envases
Ilevaran consigo una etiqueta que identifique la marca de la empresa, como asi también todas
las indicaciones correspondientes.
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Inversion, costos y produccion:

En la Tabla 10 se detallan los valores que dieron lugar al célculo del costo del producto

(calculado con datos del afio 2013). Estos incluyen: costos de las materias primas utilizadas,

cuanto se utiliza de cada una para elaborar el contenido del envase, y costos de los elementos

necesarios para el packaging. Mientras que en la Tabla 11 se pueden apreciar los valores de la

maquinaria adquirida y la estimacion de las amortizaciones correspondientes.

Reactivos 52?1(;5 Componente Monetario | Componente Fisico Costo unitario
Nitrato de plata (g) | $1000/25g 40 $/g 0.2 g/500cc $8

Citrato de sodio (g) | $944/1kg 0,940 $/g 0.6 g/500cc $0,57
Etanol (mL) $7/500ml 0,014 $/ml 150 ml/500cc $2,10
Agua destilada (mL) | $28/5L $ 0,005 $/ml 350 ml/500cc $1,75
Envase $2,62/u - 1 u/500cc $2,62
Etiqueta $0,30/u - 1 u/500cc $0,30

Caja x 20u $7/u - 0,05partes/500cc $0,35

Cinta embalaje $5/u - 0,05partes/500cc $0,25
SUBTOTAL $15,94

Tabla 10. Calculo del costo del producto.

Vida atil  Valor de Valor  Amortizacion ~ Amortizacion
Bienes de uso (afios) origen residual anual mensual
Magquina Reactor 5  $30.000 $6.000 $ 500
Maquina Envasadora 10 $20.000 $2.000 $ 166,67
Autoelevador 5 $10.000 $2.000 $ 167
SUBTOTAL $ 833,33

Tabla 11. Detalles de la maquinaria adquirida.
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En la Tabla 12 se detallan los gastos mensuales estimados para el area de Administracion y

Comercializacion, como también el gasto estimado para el consumo de electricidad:

Servicio Importe mensual
Telefonia $ 300
Internet $ 250
Celulares $ 800
Nextel $ 300
Insumos de Oficina $ 300
SUBTOTAL $1.950
Electricidad
Valor vigente KW/h $0,15
Consumo eléctrico KW/mes Costo mensual
Maquina Reactor 3.000 $ 450,00
Maquina Envasadora 1.500 $ 225,00
lluminacién y Consumo general 2.000 $ 300,00
SUBTOTAL $ 975,00
Nota: Consumo equitativo para todas las areas (lluminacién y Consumo general)

Tabla 12. Gastos administracion/comercializacién y consumo de electricidad.

En cuanto a la mano de obra, un Unico operario se encarga de las tareas de mezclado-
envasado-etiquetado y empaquetado. Un encargado supervisard las demas areas de la
empresa, compuesta cada una de ellas por un empleado. El horario laboral consta de 8 horas
diarias durante los 5 dias habiles (Lunes a Viernes) con 1 hora de descanso que se repartira
entre desayuno y almuerzo. Uno de los creadores del proyecto se encargara de la logistica,
mientras que las labores 6, 7 y 8 seran servicios contratados que trabajaran para la empresa

dias especificos del mes.

En la Tabla 13 se presentan los salarios estimados para cada empleado segun sus

funciones.
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1
2
3
4
5
6
7
8

N

Operario
Chofer camién
Encargado

Administracion y Compras

Ventas

Mecanico de Mantenimiento

Servicio de Limpieza

Servicio de Contabilidad

Operario

Chofer camion
Encargado
Administracion y
Compras

Ventas

$ 6.000
$4.000
$ 6.500

$4.500
$5.000

$6.000
$4.000
$ 6.500
$4.500
$5.000
$2.000
$1.000
$2.500
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Calculo reactivos / Envasado / Etiquetado
Logistica

Supervisor

Administracién y Compras

Ventas

Mantenimiento

Otros

Contador

$3.000 $818
$2.000 $ 545
$3.250 $ 886
$2.250 $614
$2.500 $ 682

Tabla 13. Listado de sueldos segun funciones.

Finalmente, teniendo en cuenta que todo lo que se produce se vende a un precio de $21,50

la unidad, se procedio a confeccionar el estado de resultados del primer afio de ejercicio

(Tabla 14).

ANO 1 MES 1 MES 2 MES 3 MES 4 MES 5 MES 6
Ventas S 537.500,00| $ 537.500,00| $ 537.500,00| $ 537.500,00|$ 537.500,00| $ 537.500,00
Costos $-405.228,18 | $-405.228,18| $-405.228,18| S -405.228,18 | $-405.228,18| $-405.228,18
RDO. BRUTO S 132.271,82|$ 132.271,82| S 132.271,82( $ 132.271,82|$ 132.271,82|$ 132.271,82
Gs. Administracion $-8.415,91 $-8.415,91 $-8.415,91 $-8.415,91 $-8.415,91 $-8.415,91
Gs. Comercializacion $-8.359,09 $-8.359,09 $-8.359,09 $-8.359,09 $-8.359,09 $-8.359,09
RDO. OPERATIVO $ 115.496,82 [ $ 115.496,82|$ 115.496,82| $ 115.496,82 [ $ 115.496,82|$ 115.496,82
Amortizaciones $-833,33 $-833,33 $-833,33 $-833,33 $-833,33 $-833,33
RDO. ANTES II $ 114.663,48| $ 114.663,48|$ 114.663,48| $ 114.663,48|$ 114.663,48|$ 114.663,48
Intereses $-18.889 $-18.889 $-18.889 $-18.889 $-18.889 $-18.889
RDO. IMPONIBLE $ 9577460 % 95.774,60($ 95.774,60(%  95.774,60 [ $ 95.774,60| $ 95.774,60
Impuestos S -49.646,11|S -49.646,11|S -49.646,11| S -49.646,11 | S -49.646,11|S -49.646,11
RDO NETO $ 46.128,49($ 46.128,49($ 46.128,49($  46.128,49 [$ 46.128,49($ 46.128,49
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MES 7

MES 8

MES 9

MES 10

MES 11

MES 12

TOTAL 12 MESES

$ 537.500,00

$ 537.500,00

$ 537.500,00 | $

537.500,00

$ 537.500,00

537.500,00

$ 6.450.000,00

w

-405.228,18

$-405.228,18

$-405.228,18

-

-405.228,18

$-405.228,18

w

-405.228,18

S -4.862.738,18

132.271,82

$ 132.271,82

$ 132.271,82

132.271,82

$ 132.271,82

132.271,82

$ 1.587.261,82

$-8.415,91

$-8.415,91

$-8.415,91

$-8.415,91

$-8.415,91

$-8.415,91

$-100.990,91

$-8.359,09

$-8.359,09

$-8.359,09

$-8.359,09

$-8.359,09

$-8.359,09

$-100.309,09

115.496,82

$ 115.496,82

$ 115.496,82

115.496,82

$ 115.496,82

115.496,82

$ 1.385.961,82

$-833,33

$-833,33

$-833,33

$-833,33

$-833,33

$-833,33

$-10.000,00

114.663,48

$ 114.663,48

$ 114.663,48

114.663,48

$ 114.663,48

114.663,48

$ 1.375.961,82

$-18.889

$-18.889

$-18.889

$-18.889

$-18.889

$-18.889

$ -226.666,67

$ 95.774,60

$ 95.774,60

$ 95.774,60 | $

95.774,60

$ 95.774,60

$

95.774,60

$ 1.149.295,15

$ -49.646,11

$ -49.646,11

S -49.646,11| S

-49.646,11

$ -49.646,11

s

-49.646,11

$ -595.753,30

$ 46.128,49

S 46.128,49

S 46.128,49 | $

46.128,49

S 46.128,49

$

46.128,49

S 553.541,85

Tabla 14. Estado de resultados del primer afio de ejercicio.

En base al andlisis econdmico y financiero, se estima que la inversion inicial serd de

$500.000. La mitad de este monto ir4 a cargo de los creadores del proyecto, mientras que la

parte restante serd obtenida mediante un préstamo bancario (Banco de la Nacidon Argentina),

con una tasa fija mensual del 2% y un plazo de 18 meses. En la Tabla 15 se detalla como se

procedi6 a calcular los intereses y los impuestos.

ANO 1
Cuota mensual $ 13.888,89
Intereses mensual (2%0) $ 5.000,00 $ 5.000,00
TOTAL MENSUAL $ 18.888,89
TOTAL ANO 1 (12 MESES) $ 226.666,67
ANO 2
Cuota mensual $13.888,89
Intereses mensual (2%0) $ 5.000,00 $ 5.000,00
TOTAL MENSUAL $18.888,89
TOTAL ANO 2 (6 MESES) $113.333,33
Ingresos brutos | $ 16.125,00 Mensual S 193.500,00 Anual
Ganancias S 33.521,11 Mensual S 402.253,30 Anual
TOTAL S 49.646,11 Mensual $ 595.753,30 Anual

Tabla 15. Calculo de intereses e impuestos.

Finalmente, se hizo una proyeccion a futuro (5 afios) y se calcularon los indices
econémicos VAN, TIR y PB.
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ANO O ANO 1 ANO 2 ANO 3 ANO 4 ANO 5
Produccion mensual - 25.000 25.000 30.000 30.000 30.000
Produccién anual - 300.000 300.000 360.000 360.000 360.000
Precio unitario - $21,50 $21,50 $21,50 $21,50 $21,50
Ingresos brutos S 193.500,00 S 193.500,00 S 232.200,00 S 232.200,00 S 232.200,00
Ganancias $402.253,30 $521.253,30 $598.422,24 $598.422,24 $598.422,24
Total $ 59575330 $ 714.753,30 $  830.622,24 $  830.622,24 $  830.622,24

Ventas

$ 6.450.000,00

$ 6.450.000,00

$7.740.000,00

$ 7.740.000,00

$ 7.740.000,00

Costos

$ -500.000,00

$-4.862.738,18

$-4.862.738,18

$-5.818.922,18

$-5.818.922,18

$-5.818.922,18

RDO BRUTO

$1.587.261,82

$1.587.261,82

$1.921.077,82

$1.921.077,82

$1.921.077,82

Gs Administracion

$-100.990,91

$-100.990,91

$-100.990,91

$-100.990,91

$-100.990,91

Gs Comercializacion

$ -100.309,09

$ -100.309,09

$-100.309,09

$-100.309,09

$ -100.309,09

RDO OPERATIVO $1.385.961,82 $1.385.961,82 $1.719.777,82 $1.719.777,82 $1.719.777,82
Amortizaciones $-10.000,00 $-10.000,00 $-10.000,00 $-10.000,00 $-10.000,00
RDO ANTES Il $1.375.961,82 $1.375.961,82 $1.709.777,82 $1.709.777,82 $1.709.777,82
Intereses $ -226.666,67 -$ 113.333,33 $0,00 $ 0,00 $0,00
RDO IMPONIBLE $1.149.295,15 $ 1.489.295,15 $1.709.777,82 $1.709.777,82 $1.709.777,82
Impuestos -595.753,30 $ -714.753,30 S -830.622,24 $ -830.622,24 $ -830.622,24
RDO NETO $ -500.000,00 $553.541,85 $ 774.541,85 $ 879.155,58 $ 879.155,58 $ 879.155,58

Valor Actual Neto VAN $1.229.481,40
Tasa Interna de Retorno TIR 131%
Pay-Back PB 16 meses




En base a los resultados obtenidos, se puede observar que tras 5 afios de ejercicios se
alcanza una ganancia neta superior al millén de pesos (tasa de descuento = 25%) y una tasa
interna de retorno superior al 100%, lo que indica la alta rentabilidad del proyecto. Ademas, el

capital invertido ($500.000) se recupera en poco tiempo, aproximadamente 16 meses.
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Conclusiones:

GRAN OPORTUNIDAD DE NEGOCIO - Bien es conocido el efecto bactericida de la
plata, sin embargo, actualmente no existen productos que aprovechen esta propiedad de los
nanomateriales. Esto nos condujo a pensar que la idea de lanzar un producto de limpieza que

incluyera esta innovacion tecnoldgica resultaria un emprendimiento interesante.

ALTA RENTABILIDAD -> En base a los célculos presentados, quedo claro que el proyecto
“Silver nanospray” resulta ser muy interesante debido a la alta rentabilidad que desprende.
Ademas, no olvidemos que esta alta rentabilidad se consigue comercializando el producto a
tan solo $21,50 la unidad. Actualmente, en el mercado existen varios productos bactericidas
que incluso estan por encima del precio fijado para el “Silver nanospray”, con lo cual,

tendriamos aun un margen superior para poder competir.

PROYECCION A CORTO PLAZO -> Creemos que en el corto plazo se aprovecharan ain
mas las propiedades bactericidas que proporcionan ciertos nanomateriales, ya que a medida
que se van realizando investigaciones en el area de la Nanotecnologia, se van descubriendo
nuevos elementos que comparten esta propiedad, como por ejemplo, los nanomateriales de
grafeno. Ante esta situacion, el principal inconveniente encontrado es el temor de muchas
personas a lo desconocido, con lo cual, creemos que seria de suma importancia difundir mas
conocimientos acerca de la inocuidad para el ser humano de los nanomateriales bactericidas,
con el fin de conseguir que los consumidores se animen a probar nuevos productos que

incorporan esta innovacion tecnologica.

En conclusion, esta claro que la innovacion tecnoldgica, sumada a la alta rentabilidad del
proyecto y el amplio mercado target existente seran las claves principales para alcanzar el

éxito de este emprendimiento.
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