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Resumen

Desarrollo y evaluaciéon de las propiedades fisicoquimicas y antibacterianas de

compuestos latex/6xido de zinc para aplicaciones en ingenieria biomédica

El latex de caucho natural es un polimero extraido del arbol de caucho (Hevea brasiliensis).
Es un material ecoldgico, sostenible, no derivado del petréleo y de bajo costo. Ha sido
empleado en diferentes aplicaciones en el campo biomédico como la regeneracion,
protesis e injertos 6seos, ademas de su uso en guantes, catéteres, condones, entre otros.
No obstante, no presenta propiedades antibacterianas, lo que podria llevar a una
colonizacién bacteriana en la superficie del material. El 6xido de Zinc (ZnO) es un material
inorganico que dentro de sus propiedades presenta actividad antibacteriana, que
dependen de diversos factores, entre ellos su morfologia. EI ZnO puede ser empleado
para la modificacion del latex con el fin de otorgarle propiedades antibacterianas. Sin
embargo, las propiedades antibacterianas de particulas de ZnO, embebidas en el latex no

han sido ampliamente estudiadas.

En este trabajo, se sinterizaron particulas de ZnO con dos diferentes morfologias y fueron
afiadidas al latex a diferentes concentraciones con el fin de evaluar las propiedades
antibacterianas del compuesto. Los resultados de caracterizacion por SEM y TEM
mostraron la obtencion de particulas con morfologia esférica y de hojas. Por medio de
DRX, se concluy6 que ambos tipos de particula presentan fase cristalina Wurtzita, la mas
comunmente encontrada en el ZnO. Mediante EDS se evidencié presencia de las
particulas de ZnO por la superficie del compuesto, sin embargo, para la morfologia de
hojas, se obtuvo una menor exposicion en la superficie del compuesto y se pudieron
observar agregados de particulas. Con respecto a las pruebas antibacterianas, se
encontré6 que ambos compuestos presentan esta propiedad contra bacterianas Gram
negativas y Gram positivas, sin embargo, se evidencid6 una mayor efectividad

antibacteriana en las particulas con morfologia esférica. La cual se asoci6 a la mayor
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exposicion de las particulas de ZnO en la superficie de estos compuestos, en comparacion
con los desarrollados con morfologia de hojas.

Palabras clave: Latex, Oxido de zinc, Compuesto, Actividad antibacteriana
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Abstract

Development and evaluation of the physicochemical and antibacterial properties of

latex/zinc oxide compounds for applications in biomedical engineering

Natural rubber latex is a polymer extracted from the rubber tree (Hevea brasiliensis). It is
an ecological, sustainable material, not derived from petroleum and low cost. It has been
used in several applications in the biomedical field such as regeneration, prosthetics and
bone grafts, in addition to its use in gloves, catheters, condoms, among others. However,
it does not have antibacterial properties, which could lead to bacterial colonization on the
surface of the material. Zinc oxide (ZnO) is an inorganic material that has antibacterial
activity within its properties, which depend on various factors, including its morphology.
ZnO can be used to modify latex in order to give it antibacterial properties. Nevertheless,

the antibacterial properties of ZnO, embedded in the latex, have not been widely studied.

In this work, ZnO particles with two several morphologies were synthesized and added to
latex at different concentrations in order to evaluate the antibacterial properties of this
compound. The results of characterization by SEM and TEM showed the obtaining of
particles with spherical morphology and sheets. Through XRD, it was concluded that both
types of particles present Wurtzite crystalline phase, the most commonly found in ZnO.
EDS analysis evidenced the presence of ZnO particles on the surface of the compound,
however, the morphology of sheets exhibits a lower exposure on the surface of the
compound and aggregates of particles could be observed. Regarding the antibacterial
tests, it was found that both compounds have this property against Gram-negative and
Gram-positive bacteria, however, a greater antibacterial effectiveness was evidenced in
the particles with spherical morphology. This relates to greater exposure of ZnO particles

on the surface of these compounds, compared to those developed with sheets morphology.

Keywords: Latex, Zinc oxide, Compound, Antibacterial activity.
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Introduccioén

Las enfermedades nosocomiales o infecciones asociadas en la atencion en salud (IAAS),
son un tema de suma importancia y que en los ultimos afios ha despertado el interés en el
area de la salud publica, ya que estan asociadas a tasas altas de mortalidad y morbilidad
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2017). Ademas de ser consideradas el evento
adverso mas frecuente en la atencion en salud (Arias-Flores et al., 2016), este tipo de
enfermedades, generan un incremento en los costos de atencion debido al aumento de la
estancia hospitalaria, nuevas intervenciones, consumo de antimicrobianos, manipulacion

de dispositivos (catéteres, tubos de ventilacion, etc.), entre otros.

Las IAAS, pueden ser causadas por bacterias, hongos o virus. Algunos de los factores que
aumentan el riesgo de contraer alguna estas infecciones, estas relacionados con el uso de
catéteres (torrente sanguineo, endotraqueal y urinario), cirugias, inyecciones, contacto
entre trabajadores de la salud y pacientes o entre los mismos pacientes, entre otras
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2017). La OMS estima que 7 de cada 100
pacientes ingresados en un hospital de cuidados intensivos contraeran al menos una
infeccidbn nosocomial durante su hospitalizacion, cifra que asciende a 15 de cada 100
pacientes en los paises de ingreso bajo o mediano. Por término medio, 1 de cada 10
pacientes afectados fallecera por una infeccion nosocomial (World Health Organisation,
2022). En Inglaterra, mas de 100.000 casos de infecciones nosocomiales causan cada afio
mas de 5.000 muertes relacionadas directamente con dichas infecciones (Organizacion
Mundial de la Salud, 2005). Como se mencion6 previamente, las IAAS representan un
aumento en los costos en la atencion en salud. Se estima que en Colombia las instituciones
de salud gastan anualmente aproximadamente 727 mil millones de pesos en el tratamiento
de las IAAS (Franco et al., 2013).

En ese sentido, los avances en nanotecnologia han permitido la sintesis de materiales con

propiedades bactericidas, los cuales podrian ayudar a disminuir dicha problematica. En
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diversos trabajos han reportado que, la efectividad de las nanoparticulas con propiedades
bactericidas, se puede ver influenciada por multiples variables como el tamafio, estructura
cristalina, &rea superficial, morfologia, entre otras (Wang et al., 2017). Ademas, se conoce
qgue las caracteristicas de las nanoparticulas pueden ser controladas por medio de los
métodos de sintesis, esto con el fin de mejorar sus propiedades (Wang et al., 2017).

Dentro de los materiales antibacterianos mas estudiados, se encuentran los Oxidos
metalicos, entre ellos estan el 6xido de titanio (TiO2) (Abu-Dalo et al., 2019; Khashan et al.,
2021), oxido de magnesio (MgO) (Jeevanandam et al., 2019; Nejati et al., 2022), 6xido de
cobre (CuO) (Badetti et al., 2019; Dulta et al., 2022)y ZnO (Kim et al., 2022; Lallo da Silva
et al., 2019), siendo este ultimo uno de los materiales mas prometedores. El 6xido de zinc
(ZnO) es un semiconductor que se ha utilizado como material antibacteriano por su gran
estabilidad quimica y térmica (Jones et al., 2013; Koodziejczak-Radzimska et al., 2012).
Sin embargo, la efectividad de éste se ve directamente afectada por su morfologia tal y
como se ha descrito en diferentes trabajos de investigacion (Babayevska et al., 2022;
Stankovi¢ et al., 2013), lo que hace que este sea un factor crucial al momento de usar este
oxido metalico como material antibacteriano. Por tal motivo, el control de la morfologia es
una variable que ha atraido una gran atencién y se ha reportado que, las morfologias de
estas nanoparticulas pueden ser controladas mediante el método sintesis y diferentes
parametros durante el proceso como lo son el pH, temperatura y los tiempos de reaccién
(Gerbreders et al., 2020).

Por otra parte, en el campo de la industria biomédica, la modificacion de polimeros con
nanoparticulas antibacterianas podria contribuir a mejorar las propiedades superficiales de
los materiales y de igual manera a disminuir las IAAS por medio de su implementacién en

multiples equipos o dispositivos médicos.

El latex es uno de los polimeros mas empleados en la industria biomédica. Es utilizado en
varios dispositivos médicos como guantes y catéteres, ademas, ha sido usado en el
tratamiento de cicatrizacion y curacion de heridas como las ulceras, injertos y regeneracion
(Borges et al., 2017; Sethulekshmi et al., 2022). También, con el fin de ser usado en el
ambito biomédico, se ha modificado el latex con diferentes nanoparticulas como la plata
y el 6xido de zinc y se ha probado su actividad antibacteriana (Dick & Santos, 2017;
Kinoshita et al., 2019; T. Li et al., 2022).
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Sin embargo, existe un vacio en conocimiento relacionado con la evaluacién de las
propiedades fisicoquimicas y biologicas del latex modificado con nanoparticulas de 6xido
de zinc y el efecto de la morfologia de las nanoparticulas en las propiedades
antibacterianas del polimero. Por consiguiente, en este trabajo de investigacién se evalué
la propiedad antibacteriana, de latex de caucho natural modificado con particulas de ZnO
con dos diferentes morfologias. También, se muestra la caracterizacién fisicoquimica de

los materiales evaluados.

El contenido de esta tesis se dividié en seis capitulos que se describirAn mas adelante.
Inicialmente, el primer apartado del trabajo contendra el titulo de la tesis, indice,
agradecimientos, lista de tablas, lista de imagenes y lista de ecuaciones. En adicion se

hace una introduccién general del trabajo realizado.

En el Capitulo 1 se presenta el estado del arte y marco teérico teniendo en cuenta la
bibliografia mas relevante y los avances en el periodo de realizacion de esta investigacion.

El Capitulo 2 presenta el objetivo general y los objetivos especificos de la investigacion.

En el Capitulo 3 se presenta la metodologia experimental, la cual incluird los reactivos y
métodos que se utilizaron para las sintesis de las nanoparticulas y el desarrollo del
compuesto latex/ ZnO. También, se presentaran las técnicas de caracterizacion

empleadas para el analisis fisico-quimico de cada uno de los materiales analizados.

En el Capitulo 4 se describen los resultados y se hara la discusién correspondiente a partir

del andlisis comparativo con los trabajos reportados.

El Capitulo 5 incluye las conclusiones més relevantes y las recomendaciones a partir de

los resultados obtenidos en esta investigacion.

El Capitulo 6 incluye la bibliografia estudiada para la escritura de este trabajo.






1.Estado del arte y marco teérico

1.1 Materiales antibacterianos

A nivel mundial se han presentado problemas de resistencia microbiana, lo que causa que
muchos agentes patdégenos no sean sensibles a los antibiéticos que anteriormente tenian
un efecto adverso sobre ellos. Por tal motivo, los materiales con propiedades
antibacterianas han sido de gran de interés en los Ultimos afios. Estos materiales, en su
mayoria gracias a su gran estabilidad quimica y térmica pueden soportar condiciones
extremas como las que se presentan en ciclos de esterilizacion y, por tal motivo, han sido
utilizados en aplicaciones biomédicas como desinfeccion de superficies de dispositivos,
recubrimientos de protesis, textiles, entre otros, todo esto con el fin de garantizar medios

estériles y evitar la propagacion de infecciones (Abd Elkodous et al., 2019).

Los materiales antibacterianos son aquellos que provocan un efecto adverso frente a
diversos agentes patégenos. Comunmente estos materiales se clasifican en dos grupos
segln su mecanismo de accién frente a los microorganismos. En el primer grupo, los
materiales tienen la capacidad de causar la muerte bacteriana y es conocido como
bactericida. En el segundo, el material inhibe transitoriamente su crecimiento y se conoce
como bacteriostatico. Son bactericidas los antimicrobianos que actlan inhibiendo la
sintesis de la pared celular, alterando la membrana citoplasmética o interfiriendo con
algunos aspectos del metabolismo del ADN, y bacteriostaticos los que inhiben la sintesis

proteica y por ende su replicacion (Bernatova et al., 2013).

Los materiales antibacterianos se pueden clasificar también segin su composicién
guimica, en organicos e inorganicos. Dentro de los materiales organicos que han sido
estudiados, se encuentran los nanotubos de carbono, el grafeno, los fullerenos, entre otros
(Al-Jumaili et al., 2017). Akhavan & Ghaderi (2010), estudiaron la actividad antibacteriana
del 6xido de grafeno y atribuyeron la muerte bacteriana principalmente al estrés inducido

por los bordes de las laminas, lo que conduce a la pérdida de integridad de la membrana
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y posterior desplazamiento del citoplasma. Kang et al. (Kang et al., 2008), fueron los
primeros en comparar la actividad antibacteriana de nanotubos de carbono de pared simple
y multiple frente a E. coli, y encontraron que cuando los nanotubos estdn en contacto
directo con la bacteria afectan gravemente la integridad de la membrana celular, la
actividad metabdlica y su morfologia. Ademas, concluyeron que los nanotubos de pared
simple, mostraron una mayor toxicidad bacteriana en comparacién con los de pared
multiple, atribuyendo esta diferencia principalmente a su didmetro mas pequefo, lo que
facilita el mecanismo de perforacion de la membrana celular y proporciona una mayor area
de superficie. Como se mencion6 previamente, las estructuras de carbono presentan
actividad antibacteriana, sin embargo, estas presentan una moderada toxicidad en casi
todas las células vivas, lo que limita su uso en varias aplicaciones en la industria biomédica
(Arora et al., 2015).

Por otra parte, los polimeros catiénicos son una clase de polimeros que tienen una carga
positiva 0 que incorporan partes catidénicas en su estructura y, por esta caracteristica, son
uno de los mas utilizados para aplicaciones antibacterianas. Estos polimeros son
particularmente atractivos ya que su composicion y estructura se puede ajustar utilizando
métodos de polimerizacién controlados. Phillips et al. (Phillips et al., 2017), estudiaron la
actividad antibacteriana del polimero poli(metacrilato de dimetilaminoetilo) y encontraron
gue tiene una potente actividad antimicrobiana contra una cepa modelo Mycobacterium
tuberculosis. Sin embargo, su actividad antibacteriana frente a cepas Gram negativas
disminuy6 considerablemente, lo que indica selectividad del polimero. EI mecanismo de
accion de estos polimeros frente a las bacterias puede resumirse de la siguiente manera:
restos catidnicos se adsorben en los grupos fosfato de las membranas celulares
bacterianas a través de interacciones electrostaticas, mientras que los segmentos
hidrofébicos pueden penetrar e insertarse en las regiones hidrofébicas de las membranas
celulares, lo que conduce a la liberacion de componentes citoplasmaticos (como ADN y
ARN) y la posterior muerte de las células bacterianas (Guo et al., 2018). Sin embargo,
estos materiales pueden sufrir dafios y degradacion al ser sometidos a condiciones de alta

temperatura, pH extremos, entre otros factores.

Finalmente, los materiales inorganicos incluyen metales y 6xidos metalicos, los primeros
en su mayoria pueden presentar citotoxicidad y por este motivo su uso debe ser limitado.

Un ejemplo de esto es el estudio realizado por Soto et al. (2007), en el cual estudiaron el
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efecto citotdxico de diferentes nanoparticulas, entre ellas de plata, nanotubos de carbono
y diéxido de titanio. Encontraron que la plata era el material més citotéxico con respecto a
los previamente mencionados. Una alternativa a este problema son los 6xidos metélicos,
los cuales presentan gran estabilidad quimica y térmica, lo que les permite ser usados
como potenciales materiales antibacterianos (Nguyen Tri et al., 2018). Estos materiales

seran discutidos a profundidad en la siguiente seccion.

1.1.1 Materiales inorganicos para aplicaciones antibacterianas

Los materiales inorganicos como los metales y los 6xidos metdlicos, han sido reportados
por sus propiedades antibacterianas, gran estabilidad quimica y térmica y baja toxicidad
en comparacion con los materiales organicos. Entre los materiales més utilizados con este
fin, se encuentran la nanoparticulas de oro (Anjana et al., 2019), plata (Sarkar et al., 2019),
diéxido de titanio (Anandgaonker et al., 2019), 6xido de magnesio (Almontasser et al.,
2019), 6xido de zinc (De Souza et al., 2019), entre otros.

En la tabla 1-1, se mencionan los materiales antibacterianos mas utilizados, sus
aplicaciones y los agentes patégenos mas estudiados contra los cuales han sido efectivos,
ademas, méas adelante en esta seccion, se profundizara en sus mecanismos de accion y

métodos sintesis de cada uno.

Tabla 1-1. Materiales inorganicos para aplicaciones antibacterianas

Material Aplicaciones Agente patégeno
Plata (Ag) Recubrimientos de implantes Escherichia coli
(Arens et al., 2020) Staphylococcus aureus
Catéteres urinarios(Wang et Enterococcus faecalis
al., 2019) Pseudomonas

Cemento para huesos(Santos  aeruginosa
et al., 2020)

Di6xido de titanio (TiOy) Purificacién de agua (Pausova Escherichia coli

et al., 2019) Staphylococcus aureus
MRSA Staphylococcus

aureus
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Recubrimientos con auto

limpieza (Cedillo-Gonzalez et

Pseudomonas

aeruginosa

al., 2020) Enterococcus faecium
Textiles antibacterianos Micrococcus luteus
(Nazari, 2019)

Oxido de zinc (ZnO) Vidrios 'y cerdamicos para Escherichia coli

tratamiento de aguas (Sheikh
et al., 2019)

Recubrimientos
antibacterianos (Rani et al.,
2019)

Pseudomonas
aeruginosa
Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

Oxido de magnesio (MgO)

Fotocatalisis, antimicrobiano y
tratamiento de cancer (Karthik
et al., 2019)

Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Las nanopatrticulas de oro (Au) poseen un gran espectro de actividad antibacteriana frente
a microorganismos tanto Gram positivos como Gram negativos (Pseruginosa, E.
coli, Micrococcus luteus y Staphylococcus aureus). Aunque las nanoparticulas de oro han
sido estudiadas por su actividad bactericida, la aplicacién mas estudiada para estas es la
liberacion de farmacos y terapia fototérmica para tratamientos de cancer (Abadeer &
Murphy, 2016). La sintesis de nanoparticulas de oro se puede llevar a cabo por medio de
métodos quimicos, fisicos y biolégicos. En los métodos quimicos, se emplean agentes
reductores como el citrato y borohidruro de sodio, siendo este ultimo téxico para la salud
humana y el medio ambiente. El método quimico Turkevich es uno de los mas usados para
la sintesis de nanoparticulas de Au, dada su simplicidad y buenos resultados con respecto
al tamafio y la estabilidad del material obtenido. En los métodos fisicos més conocidos, se
encuentran la radiacién ultravioleta, radiacién de microondas, fotoquimico y ablacion laser.
Por altimo, empleando métodos bioldgicos se reducen los desechos peligrosos generados
durante el proceso de sintesis. Comunmente, en este método son empleados compuestos

y derivados de origen vegetal, bacterias, hongos, algas y levaduras (Elahi et al., 2018).

De las nanoparticulas de plata (Ag), se conoce que puede presentar actividad bactericida

para patdégenos tanto Gram negativos como Gram positivos, ademas de hongos y virus.
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Este material ha sido usado desde la antigiiedad como tratamiento para heridas y
quemaduras. El mecanismo de accién de las nanoparticulas de plata aun sigue en
discusién, sin embargo, se han propuesto varias hipotesis. Desde las primeras
observaciones de la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de Ag, la mayoria de los
investigadores han asociado esta propiedad a la presencia de nucleos de Ag°. Cuando
estos entran en contacto con las bacterias, las hanoparticulas tienden a acumularse en la
membrana bacteriana y a formar agregados, en estas condiciones disminuye la integridad
de la membrana bacteriana formando perforaciones que conducen a la muerte celular.
Adicionalmente, la generacidbn de especies reactivas de oxigeno (ROS) por las
nanoparticulas de Ag también se han considerado como una de los principales
mecanismos de accion bactericida de estas. Ademas, se observo un alto nivel de ROS en
células tratadas con nanoparticulas de plata, las células soportan un alto estrés oxidativo,
conduciendo a la inactivacién celular. Eso se debe a que las nanoparticulas mas pequefias
exhiben una superficie mas activa y, por lo tanto, son mas propensos a la disolucién (Le
Ouay & Stellacci, 2015).

El di6xido de titanio (TiO2), es un semiconductor usado como sensor de gases, bactericida,
pigmento blanco, recubrimiento anticorrosivo, absorbente de rayos UV en productos
cosméticos y de manera general en la industria cerdmica. Siendo las propiedades
bactericidas de este semiconductor las mas estudiadas y empleadas en los Ultimos afos.
Esta actividad bactericida se da por medio de fotocatdlisis, la cual es una reaccion
fotoquimica que convierte la energia solar en energia quimica sobre la superficie de un
semiconductor que actia como catalizador, en este caso en el TiO,, y genera ROS que
causan diversos dafios a los microorganismos, lo que garantiza su rapida inactivacion.
Durante la fotocatalisis se da la generacién de pares electrén-hueco, la luz ultravioleta
promueve el movimiento de electrones desde las bandas de valencia a las de conduccion,
lo que resulta en una separacién de carga e induce un agujero (h*) en la banda de valencia
y un electrdn libre en la banda de conduccion. Estos pares electron-hueco interactian con
H>O u O, para generar ROS como lo son los radicales hidroxilos (‘OH) y el anién
superoéxido (‘O2-)(Ma et al., 2012).

El 6xido de magnesio (MgO), presenta actividad antibacteriana contra E. coli y S. aureus.
Las nanoparticulas se unen para penetrar en las células, causan una interrupcion en el
potencial de membrana e inducen la peroxidacion lipidica de esta. Para la sintesis de MgO,

pueden usarse gran variedad de precursores y solventes de bajo precio, lo que lo hace un
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material atractivo. Maji et al. (Maji et al., 2020), sintetizaron nanoparticulas de 6xido de
magnesio por un método quimico simple y obtuvieron nanoparticulas con un tamafio
promedio de 27 nm y probaron su actividad antibacteriana. Encontraron que a
concentraciones de 7.5 pg/ml de 6 pg/ml las cepas de E. coli y Bacillus sp.,
respectivamente, fueron inhibidas. Nguyen et al. (2018), estudiaron el efecto del MgO en
bacterias Gram negativas y Gram positivas, encontraron que la minima concentracion de
antimicrobiano necesaria para inhibir el 99 % de las bacterias E. coliy S. aureus fue de 1
y 1.4 mg/ml, respectivamente. La cantidad adicional de antimicrobiano requerido para
inhibir la bacteria S. aureus esta relacionado las diferencias en las estructuras de la
membrana de las células bacterianas. Las bacterias Gram negativas tienen una capa mas
delgada de peptidoglicano y las nanoparticulas de MgO podrian pasar la pared celular y
unirse a la membrana, causando asi la distorsién de la forma y la muerte celular. Mientras
gue para las bacterias Gram positivas, las particulas de MgO cargadas positivamente
pueden interactuar con los grupos fosfato cargados negativamente en el extremo del &cido
teicoico. Si algunas nanoparticulas no interacttan con los grupos fosfato, quedan
atrapadas en la capa gruesa de peptidoglucano y no pasan a través de esta gruesa capa
de las bacterias para causar mas dafio.

Por ultimo, el 6xido de zinc (ZnO) ha sido estudiado por su actividad antibacteriana contra
una amplia gama de microorganismos. Emami-Karvani & Pegah (2012) encontraron una
fuerte actividad antibacteriana contra E. Coli y S. aureus. También, se ha estudiado la
relacion de la concentracion de las nanoparticulas frente a su actividad antibacteriana. Por
otra parte, sus propiedades se pueden ver influenciadas por su morfologia, pero, mediante
variaciones en los métodos de sintesis, se puede controlar la morfologia para obtener la
mas adecuada segun la aplicacion requerida. La sintesis, caracteristicas principales y

aplicaciones del ZnO, seran descritas en la siguiente seccion.

1.2 Oxido de Zinc

El 6xido de zinc (ZnO) es uno de los materiales inorganicos mas promisorios de las tltimas
décadas, es un semiconductor tipo II-VI con un band gap de 3.3 eV lo cual permite su uso
en aplicaciones de conductividad eléctrica, absorcion Optica y piezoeléctrica (Theerthagiri
et al.,, 2019). El ZnO se encuentra de manera natural en tres estructuras cristalinas, la

wurzita, la blenda de zinc y la de sal de roca. En condiciones ambientales normales la fase
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mas estable es la wurzita. La estructura de blenda de zinc puede ser obtenida creciendo
el ZnO sobre sustratos con estructura cristalina cubica, y la estructura de sal de roca (NaCl)
puede obtenerse a presiones relativamente altas (Espitia et al., 2012). Ademas, es no
toxico para células humanas lo que le atribuye un gran interés en el area de aplicaciones

biomédicas y como material antibacteriano (Nain et al., 2020).

El 6xido de zinc ha sido empleado en diversas aplicaciones biomédicas ya que posee
propiedades antibacterianas debido a su actividad fotocatalitica y a la generacion de ROS.
Dicha propiedad ha sido utilizada en el desarrollo de compuestos dentales, productos de
cuidado diario como enjuagues bucales, pafales y champu. Ademas, ha sido empleado
como recubrimiento de su superficie de dispositivos médicos con el fin de evitar la
adhesion y propagacion bacterias (Sruthi et al., 2018). Los mecanismos de accion

antibacterianos del ZnO seran profundizados en la siguiente seccion.

Por otra parte, las propiedades y aplicaciones del ZnO dependen de varios factores, uno
de los méas importantes es la morfologia. El 6xido de zinc puede tener varias morfologias
gue se modulan segun las técnicas de sintesis y del control de parametros tales como
solventes, tipos de precursores, temperatura y pH. De este material, se conocen
estructuras unidimensionales como nanobarras (Tofa et al., 2019) y nanoagujas (Alsultany
et al., 2019), bidimensionales como nanoplacas (Gharbani & Mehalizadeh, 2018) y
nanopellets (Gopala Krishna et al., 2016) y tridimensionales como las nanoflores (Zhu et

al., 2018) y los copos de nieve (Gao et al., 2020).

Como se menciond previamente, la morfologia de las nanoparticulas de ZnO pueden variar
segun el método de sintesis, los cuales seran discutidos posteriormente. En la tabla 1-2,
se muestran los diferentes métodos de sintesis empleados para obtener las variadas

morfologias del ZnO.

Tabla 1-2. Métodos de sintesis para obtener diferentes morfologias de ZnO

Morfologia Método Dimensiones Referencia
preparacion
Nanobarras Hidrotermal D=45 nm, L=250 nm (Jain et al., 2013)

Micro-Flores Solucion Diametro base ~2—-  (Wahab et al., 2010)

acuosa 3 um, diametro de
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nanobarra individual

~ 150-200 nm
Nanoflores Método de Longitud tipica de (Umar et al., 2013)
solucién pétalos 400-500 nm,
simple didmetros de base
200-300 nm,
diametro de flor 1.0—
1.5 pm.
Esferas Método 10-15 nm (Dwivedi et al., 2014)
quimico
humedo

1.3 Accidén antibacteriana

1.3.1 Mecanismos de accion de materiales antibacterianos

Los mecanismos de accion de los materiales antibacterianos pueden variar segin su
composicion quimica, tamafo, cristalinidad y otros. A continuacion, se describen los

principales mecanismos de accion de estos materiales:

Ruptura de la membrana celular: los nanomateriales pueden interactuar mecanicamente
con la pared celular y dafiar permanentemente partes de ella. La ruptura de la membrana

conduce a la salida del citoplasma de la célula y su muerte celular (Stoimenov et al., 2002).

Dafio en el ADN: varios nanomateriales han mostrado capacidad para que sus particulas
penetren en la pared celular y atacar o modificar la morfologia del ADN, evitando la

duplicacion celular y causando la muerte celular (Feng et al., 2000).

Liberacion de iones de metales pesados: los iones de metales pesados desactivan
microorganismos al unirse a grupos tiol en enzimas/proteinas y comprometer su funcién
bioldgica. La liberacién de iones de metales pesados aumenta cuando se reduce el tamafio
del material inicial, lo que convierte a los nanomateriales en una excelente fuente de iones
biocidas (Feng et al., 2000).
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Interrupcién del transporte de electrones/iones transmembrana: los nanomateriales
pueden interactuar con la pared celular, lo que dificulta el intercambio electronico e idnico
a través de la membrana, esto interrumpe la respiracién celular y conduce a la muerte

celular (Lemire et al., 2013).

Estrés oxidativo: ciertos nanomateriales pueden catalizar la produccion de ROS, que
pueden oxidar la membrana celular y provocar su ruptura y atacar los componentes
internos de la célula. En algunos casos, el proceso puede continuar hasta la oxidacion
completa del microorganismo en CO; y agua (Jacoby et al., 1998) . Ademas, se conoce
gue un solo material con estas propiedades, puede presentar varios de los mecanismos

de accion previamente mencionados contra células bacterianas (Gardini et al., 2018).

1.3.2 Mecanismo antibacteriano del ZnO

En la figura 1-1, se muestran el incremento del nimero de articulos publicados del ZnO
para aplicaciones antibacterianas, esto demuestra el gran interés que en los Ultimos afios

ha despertado esta area del conocimiento.

Figura 1-1. Publicaciones por afio (2001 a 2021) del 6xido de zinc empleado como material

antibacteriano. Informacion obtenida de Scopus (contiene referencias y patentes).
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Aunque ya ha sido reportada la actividad antibacteriana del ZnO, su mecanismo de accion
es todavia objeto de discusién y se proponen varios de ellos, siendo la generaciéon de ROS

es la mas conacida, los mecanismos propuestos se describen a continuacion:

Generacion de ROS: varios estudios han indicado que la generacién de estas especies
reactivas es el mecanismo antibacteriano mas comuan entre los Oxidos metélicos.
Raghupathi et al. (2011), mostr6 que la exposicién del ZnO a rayos UV, generan una mayor
cantidad de ROS, lo que deriva en un aumento de la actividad antibacteriana. Las especies
reactivas que se producen son anion superéxido (O), peréxido de hidrégeno (H:0,) e
hidréxido (OH). El estudio de la generacién de estas especies también es objeto de estudio
ya que se ha reportado que se da bajo irradiacion UV, pero, otros autores han encontrado
gue también se da incluso en oscuridad y sigue cumpliendo con su actividad antibacteriana
(Joe et al., 2017).

Liberacion de iones Zn?": este mecanismo ha sido propuesto por varios autores (Jin &
Jin, 2019; Singh, 2019; Sirelkhatim et al., 2015). La liberacion de iones Zn?* tiene un efecto
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significativo en la inhibicion del transporte activo de la célula bacteriana, asi como en el
metabolismo de los aminoacidos y la alteracién del sistema enzimatico. Este mecanismo
también se ve afectado por el tamafio de las nanoparticulas y se da cuando el ion se
solubiliza con el medio de crecimiento de la bacteria por lo que puede interactuar
directamente con ella. Pasquet et al. (2014) estudi6é los pardmetros que afectan la
liberacion de Zn?": (i) las propiedades fisicoquimicas de las particulas, incluida la
porosidad, concentracion, tamafio de particula y morfologia. (ii). Las caracteristicas del

medio como el pH, la iluminacion UV, el tiempo de exposicidn, entre otros.

1.4 Polimeros modificados con nanoparticulas

Uno de los méas grandes problemas para el uso de nanoparticulas es su tamafio, ya que
este favorece su agregacion y podria causar un cambio en sus propiedades y su
comportamiento fisicoquimico. Como ejemplo, Ha et al. (2018) estudiaron el efecto de las
aglomeraciones de particulas de plata en cultivos In vitro y encontraron que, al
aglomerarse, la dosis efectiva aumenta como consecuencia de la disminucién del area
superficial de las nanoparticulas. Por tal motivo, la estabilizacién de las nanoparticulas es
un tema al cual se le debe dar una particular importancia. Para este fin, se han estudiado
gran variedad de polimeros, entre ellos la celulosa, fibroina de seda, quitosano, latex, entre

otros.

Los compuestos de celulosa, han sido usados en aplicaciones como tratamiento de aguas,
paquetes de alimentos, biosensores, textiles, antibacterianos, entre otros (B. Pinto et al.,
2012; Lam et al., 2012; J. Li et al., 2018). Ito et al. (2018), desarrollaron un compuesto de
nanofibras de celulosa con nanoparticulas de plata con el fin de estudiar el efecto de las
nanoparticulas en la conductividad térmica y propiedades mecanicas de las fibras. Los
autores obtuvieron particulas dispersas homogéneamente en las nanofibras, lo cual
ocasion6 una mejora en las propiedades anteriormente mencionadas. Por otra parte, Musa
et al. (2016) lograron estabilizar nanoparticulas de cobre en celulosa nanocristalina por un
método simple y descubrieron que, a mayor cantidad del precursor del metal, menor era el

tamafo de las nanoparticulas.

Ademas, la fibroina de seda ha sido ampliamente utilizada y estudiada en campos
biomédicos, desde la ingenieria de tejidos hasta la administracion de farmacos. Niu et al.

(2017), estudiaron un compuesto de fibroina de seda e hidroxiapatita para ser empleado
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como andamio en ingenieria de tejidos. Con este compuesto obtuvieron una mejora
significativa de las propiedades mecéanicas y una mejor diferenciacion osteogénica de los
andamios. Para este fin, también han sido estudiados compuestos de fibroina y silice en
células madre mesenquimales humanas las células se adhirieron, proliferaron y
diferenciaron en peliculas de seda/silice (Mieszawska et al., 2010). Ademas, estos
compuestos han sido modificados con nanoparticulas de plata y oro, con el fin de darles
propiedades antibacterianas. En adicién, la fibroina modificada con nanoparticulas de
metales y 6xidos metdlicos, también ha sido utilizada para diferentes aplicaciones como el
tratamiento de tumores e infecciones, regeneracion nerviosa y como biosensor, asi mismo

en la administracion de medicamentos, entre otros (Kundu et al., 2014).

El quitosano es un polimero que se deriva del exoesqueleto de los crustaceos, no es
téxico, es biocompatible y biodegradable. Por lo tanto, el quitosano y sus derivados se han
utilizado ampliamente en los campos de la medicina, la farmacia y biotecnologia. Zhao et
al. (2009), desarrollaron un compuesto de quitosano/Fe3;04 para ser usado en tratamientos
de cancer localizado por medio de hipertermia. De igual manera, se desarrollaron
compuestos de quitosano-celulosa y se agregaron nanoparticulas de plata para ser

mejorada su actividad antibacteriana frente a E. coli y S. aureus (Lin et al., 2015).

1.5 Latex con propiedades antibacterianas

Por su extensa gama de aplicaciones a nivel de la industria biomédica, es importante
mencionar el latex de caucho natural. Este es un polimero extraido del arbol de caucho
(Hevea brasiliensis) por medio de un proceso llamado sangrado. El arbol segrega un
liquido de apariencia lechosa que es conocido como latex. Este liquido esta constituido por
particulas de caucho (1,4-cis poliisopreno), agua y en menor proporcion proteinas, lipidos

y aminoacidos (Salomé et al., 2019).

El latex es un material ecoldgico, sostenible, no derivado del petréleo y de bajo costo. Esto
lo hace atractivo para ser empleado en diferentes aplicaciones como juguetes, globos,
llantas para vehiculos y en la industria biomédica en condones, guantes, catéteres y otros,
debido a sus propiedades como biocompatibilidad, alta resistencia mecénica, bajo costo y

buena adhesion celular.



Capitulo 1 17

Recientemente ha sido empleado para el desarrollo de compuestos utilizados en el campo
ambiental para eliminacion de reactivos peligrosos y separacion de agua y aceite (Zou et
al., 2020). En el campo biomédico, este material ha sido usado para producir tejidos que
favorecen la cicatrizacion de heridas cutaneas, reemplazo de timpano, regeneracion 6sea
y reemplazo de alveolos dentales (Kinoshita et al., 2019). Almeida et al. (2020)
desarrollaron membranas de latex que inducen la curacién de heridas, por lo que se han
utilizado en prétesis e injertos 6seos. Ademas, el tratamiento de las Ulceras diabéticas con
membranas de caucho natural conduce a un proceso de curacion mas rapido debido a su
factor de crecimiento vascular y al bloqueo fisico de la entrada de nuevos agentes

infecciosos en el sitio tratado.

Por otra parte, también se ha estudiado la modificacion del latex con nanoparticulas para
diversas aplicaciones, como ejemplo de ello, en la industria del caucho, el ZnO es utilizado
como catalizador en el proceso de vulcanizacion del latex y para mejorar su conductividad
térmica dado que la del caucho es baja; para este propdsito también se han empleado
otros Oxidos metélicos como Al,Os;, MgO, AlN; y SiOz, ya que estos aumentan la
conductividad térmica del caucho mientras conserva su resistencia mecéanica. Sin
embargo, las nanoparticulas tienden a aglomerarse hasta formar particulas de mayor
tamafio en la matriz polimérica, debido a la poca interaccion entre las particulas y el caucho
(Kolodziejczak-Radzimska & Jesionowski, 2014). Con el fin de solucionar el problema de
la interaccion del latex con las particulas, Roy et al.(2014) modificaron superficialmente las
particulas de ZnO con acido esteérico y tetrasulfuro de bis (trietoxisililpropil) y encontraron
gue las particulas modificadas presentaron una mejor dispersion en la matriz de latex, lo
gue causO una mejora en las propiedades mecénicas y térmicas del compuesto. De igual
manera, Chen et al. (2018) modificaron particulas de ZnO con &cido estearico e
incorporaron estas particulas a una matriz de caucho. La modificacion de las particulas
mejoré significativamente las propiedades generales del compuesto. Adicionalmente, la
modificacion con particulas también se ha deseado implementar para aplicaciones
biomédicas, esto con el fin de intentar que el latex presente propiedades antibacterianas.
Para esto, Mam & Dangtungee (Mam & Dangtungee, 2019) desarrollaron un compuesto
de espuma de latex modificado con nanoparticulas de plata y encontraron que la
modificacion con este metal aumenté la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano de
48.3% contra E. coliy 25 % contra S. aureus en comparacion con la espuma sin modificar.

Asi mismo, Rathnayake et al. (Rathnayake et al., 2014), afiadieron nanoparticulas de ZnO
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a espuma de latex y obtuvieron una gran inhibicion del crecimiento de bacterias E. coli y

S. aureus.

Por otro lado, la modificacién del latex con nanoparticulas puede afectar algunas de las
propiedades del polimero. Chen et al. (2019) desarrollaron un compuesto de tierra
silicea/latex y encontraron que, las propiedades mecanicas del compuesto como la
resistencia a la traccion y al rasgado aumentaron significativamente con respecto al latex
sin modificacion, ademas, también evidenciaron que la modificacion del polimero mejora
su estabilidad quimica. De igual manera, Rahman et al. (2019) modificaron latex de caucho
natural con grafeno y estudiaron sus propiedades mecéanicas. Concluyeron que, con la

adicion del grafeno al polimero, la resistencia a la traccién de este aumento6 en 92 %.

Finalmente, el latex ha sido empelado en diferentes campos; sin embargo, el uso de
compuestos de latex y nanoparticulas para aplicaciones antibacterianas no ha sido
extensamente estudiado, igual que la influencia de factores como la morfologia,
concentracion, tamafios y tipos de nanoparticulas en esta propiedad y por tal motivo es

necesario contribuir a cerrar esta brecha del conocimiento.



2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar compuestos de latex/6xido de zinc y evaluar sus propiedades fisicoquimicas y
antibacterianas

2.2 Objetivos especificos

. Sintetizar 6xido de zinc con dos morfologias distintas mediante el uso de
diferentes rutas de sintesis.

. Caracterizar las propiedades fisicas y quimicas de los materiales sintetizados y

del polimero base.

. Desarrollar y caracterizar compuestos de latex modificados con particulas de

Oxido de zinc previamente sintetizadas

. Evaluar la actividad antibacteriana del latex modificado con el fin de valorar su

posible uso en aplicaciones biomédicas.
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3.Metodologia

3.1 Caracterizacion del latex de caucho natural

En este trabajo de investigacion se emple6 latex concentrado a través del proceso de
centrifugado. Dicho latex fue suministrado por la empresa RubberCorp. Todos los
procedimientos descritos a continuacion, se llevaron a cabo siguiendo la norma ASTM
D1076 — 06 (Standard Specification for Rubber—Concentrated, Ammonia Preserved,

Creamed, and Centrifuged Natural Latex).

3.1.1 Determinacion de solidos totales (TSC)

Para esto, se afiadieron 2.5 £ 0.5 g de la muestra en cajas de Petri de 90 mm de diametro
y se introdujeron en un horno (Memmert UNE 100-800) precalentado a 100 °C + 1 por 2
horas. Las muestras se dejaron enfriar durante 15 minutos dentro de un desecador con el
fin de evitar que adquieran humedad, y luego se pesaron usando una balanza analitica
(OHAUS Discovery). El proceso de secado en el horno se repitié la cantidad de veces
necesarias hasta que la diferencia entre pesajes no fuera mayor a 1 mg. Cada ensayo se
realizo por triplicado, tal y como lo menciona la norma. Finalmente, para determinar el

porcentaje total de sélidos se uso la siguiente formula (1):

Solidos totales,% = [(C —A) /(B—A)]x100 (1)
Donde:
A = Masa del recipiente (g)
B = Masa del reciente con la muestra (g)

C = Masa del recipiente después de secar la muestra (g)

3.1.2 Porcentaje de caucho seco (DRC)

En un beaker se pes6 10 g de latex y se complet6é con agua hasta que la concentracién de
sélidos presentes en el latex fue del 25 %. Luego, se afiadieron 120 ml de acido acético y
60 ml de acido clorhidrico, ambos al 10 %, y el recipiente se transfirié a un bafio maria a
90 °C por 30 minutos. Después, se retir6 el coagulo de caucho obtenido, se lavo repetidas

veces con agua desionizada hasta que el pH fue cercano a 7 y con un rodillo se redujo su
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espesor hasta que fue de 2 mm aproximadamente, finalmente el codgulo se secé en un
horno (Memmert HPP110) a 70 = 2 °C. El contenido total de caucho seco, se calcul6
usando la siguiente formula (2):

Contenido total de caucho seco,% =

(Peso del coagulo de latex/ peso inicial del latex) x 100 (2)

3.1.3 Alcalinidad total

Para este analisis, se pesaron 5 g del latex en un beaker y se afiadieron 300 ml de agua
desionizada. El beaker se cubrié con papel parafilm para evitar la pérdida de amoniaco.
Luego, se agreg6 acido clorhidrico (HCI) al 0.1 M hasta que el pH de la muestra fue 6. El
pH se midi6 con un pHmetro previamente calibrado (SI ANALYTICS LAB 850). Cada
ensayo fue realizado por triplicado. Finalmente, para determinar la alcalinidad total de la

muestra se uso la siguiente férmula (3):

Alcalinidad total,en (NH3) % = (1,7xM xn) /W (3)

Donde:

M = Moles del HCI, (0,1)
n = Volumen de HCl requerido, ml

W = Peso original del latex, g

3.2 Sintesis de particulas de ZnO con diferente
morfologia

3.2.1 Sintesis de particulas con morfologia esférica de ZnO

Para la sintesis de las particulas esféricas de ZnO, se sigui6 el protocolo empleado por
Devaraj et al. (Devaraj et al., 2014). Para esto, se prepararon dos (2) soluciones. La primera
se prepard de la siguiente manera: en un beaker se precalentaron 50 ml de agua
desionizada (18 MQe+cm), por medio de una termocupla acoplada a la plancha de
calentamiento se controlé que su temperatura fuera de 30 °C. Luego, bajo agitacién

constante (900 rpm), se afiadieron 10.975 g de acetato de zinc (Sigma-Aldrich, 99.99 %
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de pureza). Para la solucién numero dos, se afadieron 2 g de NaOH a 50 ml de agua
desionizada y se agit6 durante 30 min hasta obtener una solucion homogénea. Cuando se
prepararon las dos soluciones, se afadio gota a gota la solucion 2 (NaOH y DI H20) a la
solucién 1 (Zn(O,CCH5;),(H,0), y DI H.0). Cuando el goteo finalizé, se agit6 la solucién
obtenida durante 2 h mas. Luego de esto, se filtrd el precipitado y se sec6 a 80 °C durante
toda la noche en un horno (Binder, KB 105). Finalmente, las particulas obtenidas se
calcinaron a 600 °C durante 2 h en un horno tubular (Nabertherm, P 330). De ahora en
adelante en este trabajo, para las particulas de ZnO con morfologia esférica, se utilizara la
nomenclatura: ZnO-E

3.2.2 Sintesis de particulas de ZnO con morfologia de hojas

Para la sintesis de las particulas de ZnO con forma de hojas, se sigui6 el protocolo
empleado por Wahab et al. (Wahab et al., 2007). Para esto, inicialmente se disolvieron
6.57 g de acetato de Zinc (Zn(O,CCHs),(H,0), ) en 100 ml de agua desionizada (DI H-O).
Luego, se afadi6 gota a gota y bajo agitacion constante una solucién previamente
preparada al 3 M de hidroxido de sodio (NaOH), hasta que el pH fue de 13.2. Luego, el
precipitado se sometioé a un reflujo a 90 °C durante 30 minutos. Finalmente, la muestra
obtenida se filtr6 y lavé con agua desionizada hasta obtener un pH neutro y se sec6 a 80
°C en un horno (Binder, KB 105) durante toda la noche. Finalmente, las particulas
obtenidas se calcinaron a 600 °C durante 2 h en un horno tubular (Nabertherm, P 330). De
ahora en adelante en este trabajo, para las particulas de ZnO con morfologia de hojas, se

utilizara la nomenclatura: ZnO-H.

3.3 Conformacién del compuesto de latex + ZnO

Con las particulas de ZnO previamente sintetizadas y caracterizadas, se realizaron los
compuestos de latex + ZnO, siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion.
Primero, se peso la cantidad necesaria de particulas (57 mg, 28 mg y 5.7 mg), para las
concentraciones 4 %, 1.6 % y 0.3 % en peso, respectivamente) para realizar los
compuestos y se dispersaron en agua desionizada durante 2 h, con el fin de desagregar
posibles aglomerados de las particulas. Luego, pasado el tiempo de dispersion, se
afadieron a la misma, 2 ml del latex previamente caracterizado, se agitdé mecanicamente

y la mezcla se vertié en una caja de Petri de 50 mm de didmetro. Finalmente, la caja de



iError! No se encuentra el origen de la referencia.apitulo 3 23

Petri sin tapa se introdujo a una camara climatica (Memmert HPP110) a secar durante toda
la noche, a 50 °C, con una humedad relativa de 10 %. EI mismo procedimiento se realizo
para cada una de las concentraciones. Los compuestos se realizaron por triplicado. Desde
este punto y en adelante, en este trabajo se usara la nomenclatura mostrada en la Tabla
3-1 para la denominacién de los compuestos desarrollados.

Tabla 3-1. Nomenclatura usada para los compuestos desarrollados

Compuesto Nomenclatura
Latex con adicion de ZnO-E (0.3 %wt.) LZnO-EO0.3
Latex con adicion de ZnO-E (1.6 % wt.) LZnO-E1.6
Latex con adicion de ZnO-E (4 % wt.) LZnO-E4
Latex con adicion de ZnO-H (0.3 % wt.) LZnO-HO0.3
Latex con adicion de ZnO-H (1.6 % wt.) LZnO-H1.6
Latex con adicion de ZnO-H (4 % wt.) LZnO-H4

3.4 Caracterizacion de las muestras

Las técnicas de caracterizacion como la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), microscopia electrénica de barrido (SEM), difraccion de rayos X, son
comunmente empleadas para conocer las caracteristicas fisico-quimicas de los materiales.
Por tal motivo, en este estudio se realizo la caracterizacion fisico-quimica de las particulas

sintetizadas y los compuestos realizados.

3.4.1 Difracciéon de Rayos x

Es una técnica no destructiva, en la cual la muestra es bombardeada con rayos x
originados en un tubo metalico. Cuando los rayos de electrones se superponen, generan
una interferencia constructiva y se produce un pico de difraccion y finalmente se puede
obtener un gréafico en el que se representan los angulos donde se encuentran las

intensidades o la separacion atdmica interior de las muestras (Jenkins & Snyder, 1996)

Para identificar la estructura cristalina de las particulas de ZnO sintetizadas, se empleé la
técnica DRX. Los patrones de difraccion se obtuvieron usando un difractometro PANalytical

Empyrean Series |l, operando con radiacién de Cu Ka (A = 1.540 A), ubicado en el
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laboratorio de Tecnologia y Disefio de Materiales de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin. Las mediciones se realizaron empleando un voltaje de 45 kV y una
corriente de 40 mA, El &ngulo para andlisis de fases fue utilizado en el intervalo de 20 a
90°. El material fue analizado en polvo.

3.4.2 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

El FTIR es una técnica que permite el analisis de los grupos funcionales presentes en las
muestras que se analizan (liquidos, sélidos o gases), bien sean organicas o inorganicas.
Esto se logra mediante la obtencibn de un espectro de absorcion infrarrojo, que
corresponde a las frecuencias de vibraciones de los atomos que conforman el material. La
region del infrarrojo se puede dividir basicamente en 3 partes: el infrarrojo cercano (14000
— 4000 cm™), el infrarrojo medio (4000 — 400 cm™) y es usualmente el mas empleado y
finalmente el infrarrojo lejano (400 — 40 cm™) (S. K. Sharma et al., 2018). Esta técnica
puede ser destructiva 0 no destructiva, ya que existen diferentes métodos de preparacion
de las muestras en espectroscopia infrarroja: reflectancia total atenuada (ATR),
transformada de Fourier infrarroja de reflectancia difusa (DRIFT) y FTIR de transmision.
Como se menciond previamente, la técnica puede ser destructiva o no destructiva, segun
el método de preparacién de la muestra. Para la preparacién por DRIFT y FTIR de
transmision, las muestras deben ser mezcladas con bromuro de potasio (KBr), el cual
permite que las interferencias debidas a los espectros de adsorcién de agua disminuyan
(Haberhauer & Gerzabek, 1999), estas técnicas se usan comunmente en muestras de
polvo. La técnica de ATR, es la mas sencilla con respecto a las otras técnicas de medicion,
en esta, no se necesita una preparacion previa de la muestra y se mide directamente
colocando la muestra sobre el cristal de ATR (S. K. Sharma et al., 2018). Esta técnica se

utiliza principalmente para analizar sélidos como peliculas delgadas de cualquier material.

Con el fin de identificar los grupos funcionales presentes en las particulas sintetizadas y
en los compuestos conformados, se realiz6 el analisis en un espectrémetro infrarrojo
(Advantage FTIR SHIMADZU). La preparacion de la muestra se llevé a cabo empleando
la técnica de preparacion DRIFT para las particulas y la técnica de ATR para los

compuestos y el latex, el cual fue depositado sobre un portaobjetos y secado a 30 °C. Las
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pruebas se realizaron usando una longitud de onda entre 4000-400 cm™ con una resolucién
de 4 cm™.

3.4.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés) es una de las técnicas
mas empleadas en la caracterizacibn de materiales, ya que mediante esta podemos
conocer la morfologia y el tamafio de las muestras. El fundamento de esta técnica y la
diferencia de esta con otros microscopios, es que se basa en el uso de electrones en lugar
de luz. En este caso el barrido del haz interactia con los electrones presentes en la
superficie de la muestra para determinar las propiedades de la superficie en relaciéon con

su estructura, tamafios y composicién (Goldstein et al., 2018).

Para este estudio, las micrografias SEM fueron obtenidas usando un microscopio
electrénico de barrido por emisién de campo (FEG-SEM JEOL 7100F), ubicado en el
Laboratorio de Microscopia del ITM. A partir de las micrografias logradas se analiz6 la
morfologia de las particulas sintetizadas, asi como la morfologia de los compuestos
obtenidos. En esta misma técnica se realizaron mediciones de espesor mediante la

visualizacion de secciones transversales.

3.4.4 Analisis por espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

Esta técnica estd directamente relacionada con la microscopia electronica de barrido
(SEM), ya que el EDS capta los rayos X emitidos por las muestras analizadas cuando es
bombardeada con un haz de electrones (haz de electrones del SEM) enfocado para
obtener un andlisis quimico localizado. Esto se puede lograr, afiadiendo el accesorio del

EDS al microscopio.

La composicion quimica de las particulas de ZnO sintetizadas y de los compuestos
conformados, fueron analizados utilizando un espectrofotometro de energia dispersiva
(EDS, X-MaxN) acoplado al microscopio electronico de barrido que esta disponible en el
laboratorio de polimeros del ITM. El analisis de espectroscopia de dispersion de energia
(EDS) proporciona analisis elemental y quimico de una muestra dentro del SEM. El
proceso de andlisis se realiz6 con la ayuda del software AZtec Energy EDS. Las

condiciones de operacion empleadas en el microscopio que permitieron la caracterizacion
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por EDS fueron: una distancia de trabajo de 10 mm WD y un voltaje de aceleraciéon de 15
keV. Las condiciones de la muestra fueron las mismas que las empleadas para el andlisis
SEM. Adicionalmente, a los mapas EDS obtenidos, se les realiz6 un tratamiento de
imagenes con el fin de determinar las particulas expuestas en las superficies de los

compuestos.

3.4.5 Microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia electrénica de transmision (TEM) por sus siglas en inglés, es una de las
técnicas de caracterizacion de materiales mas versatil. Es especialmente empleada para
la caracterizacion de nanomateriales debido a su gran resolucion, la cual permite visualizar
todo tipo de particulas con tamafios entre < 1 nm hasta aproximadamente 100 nm (Williams
& Carter, 2009). Al igual gue el microscopio electrénico de barrido, este funciona mediante
un haz de electrones que interactura con la muestra y permite conocer su morfologia, su

tamanfio real y hasta la cristalinidad del material.

Para este trabajo, las micrografias TEM se realizaron empleando un microscopio
electrénico de transmision FEI Tecnai F20 Super-Twin, ubicado en el Laboratorio de
Microscopia electronica de transmisién de la Universidad de Antioquia. Alli se pudo

visualizar la morfologia y el tamafio de las particulas, confirmando lo observado por SEM.

3.4.6 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis TGA es una técnica que muestra la estabilidad térmica de los materiales,
midiendo el cambio de peso de estos con respecto al aumento de la temperatura o
isotérmicamente como una funcién del tiempo, en una atmoésfera de gas (Haines et al.,
1998).

Para la caracterizacion térmica para el compuesto se realizé el andlisis termogravimetrico
(TGA) empleando un equipo TGA (Discovery 550, TA Instruments). Para tal fin, las
muestras fueron sometidas al siguiente programa térmico: inicialmente, en una atmosfera
de nitrégeno desde temperatura ambiente se llevl la muestra hasta alcanzar los 800 °C,
alli se hizo un cambio de atmosfera de aire y se realiz6 una isoterma durante 15 minutos.

Todo esto se hizo empleando una rampa de calentamiento de 10 °C/min. El enfriamiento
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se hizo por conveccién natural. La masa de muestra para las mediciones estuvo entre 10

y 12 mg.

3.5 Tratamiento de imagenes EDS

Con el fin de analizar la exposicion de las particulas de ZnO en la superficie del latex, se
empled el andlisis y tratamiento de las imagenes EDS del compuesto. Los procedimientos
descritos a continuacion, se realizaron empleando el Software libre ImageJ (Mehta et al.,
2020). Inicialmente, se realiz6 la binarizacion de cada uno de los mapas obtenidos por
EDS donde estaba presente el elemento Zn, con el fin de obtener una imagen en blanco y
negro. Seguido de esto, se obtuvo la cantidad de pixeles blancos categorizados con el
namero 0, que corresponden a las areas donde no hubo presencia de particulas de ZnO.
Por el contrario, los pixeles categorizados como 255 corresponden al color negro, los
cuales indican la presencia de particulas de ZnO en la superficie del compuesto. Es decir,
a mayor cantidad de pixeles negros en las imagenes EDS, mayor cantidad de particulas

expuestas en la superficie del compuesto.

El porcentaje de pixeles negros en cada una de las imagenes EDS tratadas, se calcul6 con
la siguiente ecuacion:

PN __x100 (4)

% pixeles negros = CPNICPD)

Donde:

CPN = Cantidad de pixeles negros
CPB = Cantidad de pixeles blancos

3.6 Pruebas de actividad antimicrobiana

Después de desarrollar los compuestos y hacer su caracterizaciéon completa, se procedio
a realizar las pruebas de actividad antibacteriana. Para esto, mediante un sacabocados se
obtuvieron muestras circulares de 7.8 mm de diametro de cada uno de los compuestos
desarrollados. Es importante resaltar que para las pruebas antibacterianas se
seleccionaron los microorganismos Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus
aureus (ATCC 43300) como modelos de bacterias gramnegativas y grampositivas,

respectivamente. Para cada experimento, los viales que contenian las bacterias se
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mantuvieron a -20 °C y luego se cultivaron en BHI (Brain Heart Infusion, Scharlau) durante
24 h en unaincubadora (Memmert HPP110) a 37 °C y 80 % de humedad relativa. Pasadas
las 24 h, se preparé el agar selectivo para cada uno de los modelos de bacterias, agar
MacConkey (HiMedia) y agar Azida (Difco), para bacterias gramnegativas y grampositivas,
respectivamente. Aproximadamente 7 ml de cada agar preparado se adicionaron en cajas
de Petri de 90 mm de diametro y se dejé solidificar durante 15 minutos. Luego, se preparé
el inoculo de cada una de las bacterias y se ajusté hasta que su absorbancia estuvo en el
rango reportado para el estandar de McFarland No. 0.5 (1-2 108 CFU/ml; OD a 625 nm:
0.08-0.13). Con los in6culos preparados, mediante un hisopo, se sembraron las bacterias
en la superficie del agar solidificado en las cajas de Petri. Luego, se depositaron sobre la
superficie del agar, las muestras previamente obtenidas de cada uno de los compuestos
desarrollados y se cultivaron durante 24 h en una incubadora a 37 °C y 80 % de humedad
relativa. Pasadas las 24 horas, se retiraron las muestras depositadas en la superficie del
agar donde se sembraron las bacterias y se lavaron varias veces con 3 ml de BHI, las
concentraciones de bacterias en el medio resultante, se determind midiendo las
densidades épticas (OD) a 625 nm con un espectrofotometro (8453A, Agilent). Todos los
ensayos se realizaron por triplicado. La viabilidad bacteriana se calcul6 como se muestra

a continuacion (4).

OD de la muestra

Viabilidad bacteriana = ————  x 100  (5)
0D del control

Donde OD de la muestra es la absorbancia de cada una de las muestras analizadas y OD
del control es la absorbancia de las muestras no tratadas, es decir, la absorbancia de las
muestras de latex sin modificacion con ZnO. En la figura 3-1, se muestra el esquema de la

metodologia previamente planteada:



Figura 3-1. Esquema experimental del procedimiento seguido para realizar las pruebas de actividad antibacteriana.
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4.Resultados

4.1 Caracterizacion fisico-quimica del latex

4.1.1 Contenido de sdlidos totales (TSC), caucho seco (DRC) y
alcalinidad total

El resultado del porcentaje de sélidos totales, caucho seco y alcalinidad para el latex
empleado en esta investigacion se muestra en la Tabla 4-1. La cantidad de soélidos totales

fue aproximadamente de 61.37 % + 0.03

Tabla 4-1. Porcentaje de sélidos totales, caucho seco y alcalinidad para el latex.

Soélidos totales (%) Caucho seco (%) Alcalinidad (%)
del latex
Promedio 61.37 59.47 0.64
Desviacion 0.03 0.12 0.005

estandar

La cantidad de sélidos totales fue de 61.37 % + 0.03. El valor obtenido de soélidos totales
en el latex empleado en este trabajo concuerda con estudios reportados en literatura,
donde se han encontrado valores de TSC para latex centrifugado entre 60 y 62 % (Suksup
etal., 2017) .Adicionalmente, el contenido total de caucho seco encontrado para la muestra
fue de 59.47 % + 0.12, la diferencia entre los resultados de los ensayos de sélidos totales
y de caucho seco fue de 1.9. Este valor puede atribuirse a lipidos, proteinas, azlUcares y
cenizas presentes en el latex (Nawamawat et al.,, 2011; Sansatsadeekul et al., 2011).
Finalmente, la alcalinidad total encontrada para la muestra fue de 0.64 + 0.005. La
alcalinidad total encontrada en la muestra, indica que el latex empleado esta dentro del

rango de alcalinidad total para el latex de alto contenido de amoniaco (Santipanusopon &
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Riyajan, 2009). Este resultado concuerda con la ficha técnica entregada por la empresa
gue suministro el latex y con resultados reportados en la literatura, donde se reporta que,
para que el latex sea considera de alto amonio, debe tener un valor minimo de alcalinidad
de 0.6 % (Bottier et al., 2017; Narongwongwattana et al., 2015).

4.1.2 Andlisis infrarrojo

En la figura 4-1 se presenta el espectro del latex. La banda alrededor de 3313 cm®
corresponde a vibraciones del grupo funcional O-H. Las bandas entre 1389 cm™ y 2792
cm? estan relacionadas con la vibracién del grupo funcional C-H (Wei et al., 2014). La
banda alrededor de 1652 cm™ corresponde vibracional estiramiento de los enlaces C=C,
el cual es caracteristico en cis-1,4-polyisoprene (Aielo et al., 2014). La banda ubicada en
1377 cm? es generada a vibraciones del enlace C-H (Wei et al., 2014). Ademas, la
vibracion alrededor de 1243 cm™ corresponde al estiramiento asimétrico del grupo
funcional O-P-O (Aielo et al., 2014). Finalmente, las bandas a 1056 cm™ y 838 cm™ estan
relacionados con la vibracién de C-O y =C-H, respectivamente (Hamzah et al., 2012;
Huang et al., 2019).

Figura 4-1. Espectro infrarrojo del latex de caucho natural.
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La vibraciéon en 1240 cm™ y 1060 cm™ indican la presencia de proteinas. Mientras que la
vibracién a 1060 cm evidencia la presencia de lipidos (Barraza-Garza et al., 2013; Huang
et al.,, 2019). Esto sugiere que luego del proceso de centrifugado no son retirados
completamente los lipidos y proteinas que recubren la superficie de las particulas de latex,
esto concuerda con la diferencia encontrada entre el analisis de sélidos totales y analisis
de caucho seco. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Sirisomboon & Hock
Lim (2020), donde asocian la diferencia de los resultados de los analisis de sélidos totales
y caucho seco a los materiales s6lidos que no son de caucho, como proteinas, jabones de

acidos grasos, entre otros.

4.2 Caracterizacion de las particulas de ZnO sintetizadas

4.2.1 Difraccién de Rayos X

Con el fin de determinar la estructura cristalina de las particulas obtenidas, se emple6 un

difractometro PANalytical Empyrean Series Il, operando con un anodo de Cu radiacion Ka
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(A= 1,540 A\), paso de 0.02 °. En la figura 4-2, se muestra el patron de difraccion de las
particulas ZnO-E y ZnO-H, donde los picos corresponden a la fase hexagonal de Wurtzita
del ZnO. El pico de mas intensidad para ambos se encontr6 a 20 36.46 ° que corresponde
al plano (1 0 1). Ademas de este pico principal, se encontraron mas picos correspondientes
ubicados a 31.98°, 34.64°, 47.75°, 56.78°, 63.05°, 66.56°, 68.13°, 69.27°, 72.75°, 77.14°,
los cuales estan asociados a los planos (100),(002),(102),(110),(103),(200), (1
12),(201),(004)y (20 2), respectivamente. Estos resultados son consistentes con lo
reportado por Bhat et al. (Bhat et al., 2020) y Ariosa et al. (Ariosa et al., 2011). Ademas,
coincide con lo reportado por el Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD), en el
patrén No. 01-075-0576. Por otra parte, no se encontraron picos adicionales que pudieran
estar asociados con otras fases de ZnO o impurezas de la muestra. Finalmente, se

obtuvieron picos de difraccion estrechos, lo que puede sugerir una buena cristalinidad en

las particulas sintetizadas (Mesa et al., 2018).

Figura 4-2. Patron de rayos X de las nanoparticulas sintetizadas (ZnO-E y ZnO-H).
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Adicionalmente, se calcul6 el tamafio del cristalito de las particulas sintetizadas usando la
ecuacion de Scherrer (Cullity, 1978), que se describe a continuacion:

09A
D= Bcos6 (6)

Donde:

D = Tamafio del cristalito
A = Longitud de onda de la fuente de rayos X (nm)
B = FWHM (ancho completo a la mitad del pico maximo (rad))

O = Posicion del pico (rad)

En ese sentido, el tamafio de cristalito obtenido fue de 33 nm y 24 nm para las muestras
ZnO-E y ZnO-H, respectivamente. Es importante aclarar que el tamafio de los cristalitos
es el tamafio de un dominio de difraccion coherente y es menor al tamafio promedio de las
particulas. La diferencia entre los tamafios de los cristalitos obtenidos para las particulas,
puede estar relacionada con las diferentes temperaturas empleadas en los métodos de
sintesis. Pushpanathan et al. (2012) reportaron, que, a menor temperatura de sintesis,
mayor puede ser el tamafio de cristalito en las muestras, lo que esta de acuerdo con los

resultados obtenidos en este trabajo.

4.2.2 Microscopia electrénica de barrido y de transmision

Para la visualizacion de las particulas sintetizadas, se empled un microscopio JEOL
JSM7100F (FE-SEM), operado a una distancia de trabajo de entre 9 - 14 mm y un voltaje
de 5Kv y 10Kv. En las figuras 4-3a y 4-3b se observan las particulas con morfologia
esférica (ZnO-E) y en las figuras 4-3c y 4-3d de hojas (ZnO-H), respectivamente.

Figura 4-3. Micrografias SEM de las particulas de ZnO sintetizadas. ay b) ZnO-Ey cy d)
ZnO-H
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En la figura 4-3a y 4-3b, se observan particulas esféricas de diferentes tamafios, mientras
que en la figura 4-3c y4-3d, se observan las particulas con morfologia en su mayoria de
hojas, de diferentes tamafios, bordes irregulares y aglomeradas. En esta muestra también

se observan algunas particulas con morfologia de agujas.

Con el fin de confirmar la morfologia de las muestras sintetizadas se realizé el andlisis
mediante microscopia electrénica de transmision (TEM), ademas mediante estas
micrografias, se realiz6 un histograma de distribucién de tamafio de particula. En las
figuras 4-4a y 4-4b, se pueden observar las particulas con morfologia esférica, con
diferentes tamafos y algunas con morfologia hexagonal. En la figura 4-4c y 4-4d, se
muestran las particulas en su mayoria con morfologia de hojas, donde se observan los
bordes irregulares de las mismas, tal y como se observdé mediante el andlisis SEM,
también, se observan algunas hojas ubicadas de manera vertical, por lo que solo se puede
observar su espesor y algunas con forma de agujas, lo que confirma lo observado mediante
SEM. Finalmente, en la figura 4-4e, se muestra el histograma de distribucion de tamafio
de las particulas con la curva de distribucion de tamafio acumulada para la muestra con
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morfologia esférica. Este andlisis se realiz6 empleando el software ImageJ y se midieron
un total de 78 particulas mediante las micrografias TEM. Alli, se encontr6 que el tamafio
medio de las particulas fue de 69 + 17 nm. Adicionalmente, se determinaron los percentiles
D90, D50 y D10, donde se encontrd que el pardmetro de distribucion D90 es de 94 nm, lo
que indica, que el 90 % de las particulas estan por debajo de este tamafio. Asi mismo, el
D50 indicé que el 50 % de las particulas tienen un tamafio por debajo de 67 nm y para
finalizar, el D10 mostro que el 10 % de las particulas tienen un tamafio menor 46 nm. Estos
tamafios nos indican que la muestra sintetizada esta en el rango de los nanoparticulas, las
cuales se definen habitualmente como particulas con tamafios entre 1y 100 nm (Auffan et
al., 2009). Por otra parte, se midieron algunas particulas con morfologia de hojas utilizando
el didmetro maximo de Feret, el cual es la distancia maxima de las tangentes paralelas en
los bordes de las particulas opuestas, alli se obtuvo que el tamafio medio de las muestras
tipo hojas es de 154.10 + 46.70 nm.

Figura 4-4. Micrografias TEM de las particulas de ZnO sintetizadas. a 'y b) esferasy cy

d) hojas e) Histograma de distribucion de tamafio de particula de las esferas.
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4.2.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

En la figura 4-5, se presenta el espectro FTIR de las particulas de 6éxido de zinc
sintetizadas. El andlisis fue realizado entre las longitudes de onda de 400 y 4000 cm
empleando el método DRIFT en espectrofotometro IRTracer-100. Los picos encontrados
en 3518 cm™ 1373 cm™? y 1589 cm?, corresponden a las vibraciones de estiramiento y
flexion de grupos OH presentes en moléculas de agua absorbidas por la muestra (Nagaraju
et al., 2017). Ademas, la banda ubicada entre 400 cm™ y 500 cm™, estd asociada al
estiramiento caracteristico del enlace Zn-O. La banda alrededor 875 cm™ se debe a la
formacion de coordinacion tetraédrica de Zn (J. L. Chen et al., 2018).

Figura 4-5. Espectro infrarrojo de las particulas de 6xido de zinc sintetizadas.
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4.3 Caracterizacion del compuesto

4.3.1 Caracterizacion del compuesto

En la figura 4-6, se muestran las fotografias de los compuestos realizados con particulas
de ZnO-E y ZnO-H después del proceso de secado. Las figuras 4-6ay 4-6e corresponden
al latex sin modificacién, mientras que las figuras 4-6b, 4-6¢c, 4-6d, 4-6f y 4-69,
corresponden al latex modificado al 0.3, 1.6 y 4 %, para las morfologias esféricas y de
hojas, respectivamente.

Figura 4-6. Fotografias del compuesto. a) y e) latex sin modificacion, b) LZnO-EO0.3, c)
LZnO-E1.6, d) LZnO-E4, f) LZnO-H0.3, g) LZnO-H1.6 y h) LZnO-H4

Como se puede observar, a medida que se incrementa la concentracion de particulas de
ZnO en el latex, este va tomando una tonalidad blanca, lo cual coincide con el color de las
particulas sintetizadas y como era de esperarse a mayor concentracion de las mismas, la
coloracién del compuesto también aumenta. También se observa que las particulas se

distribuyen de una manera homogénea por toda la pelicula de latex.

4.3.2 Microscopia electronica de barrido

Con el fin de visualizar la morfologia y la distribucion de las particulas de ZnO adicionadas
al latex, se empled la técnica de microscopia electronica de barrido. En la figura 4-7a, se
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muestra la morfologia de la superficie de la pelicula de latex sin modificar (sin ZnO).
Ademas, en las figuras 4-7b, 4-7c, 4-7d, 4-7e, 4-7f, 4-7g, se muestra la morfologia de los
compuestos LZnO-EO0.3, LZnO-E1.6, LZnO-E4, LZnO-HO0.3, LZnO-H1.6 y LZnO-H4,
respectivamente. En las micrografias se pueden visualizar las particulas de ZnO
distribuidas sobre toda la superficie de los compuestos, tal y como se observa en las figuras
4-7c y 4-7f. Esto concuerda con lo observado en un trabajo similar realizado por Lv et
al.(2014), quienes al desarrollar su compuesto, evidenciaron las particulas presentes en la
superficie del latex. Ademas, a medida que va aumentando la concentracién de ZnO en el
latex, los compuestos van tomando una textura rugosa, tal y como se observa en las
micrografias, donde el latex sin modificacion es completamente liso y esto va cambiando
en las diferentes concentraciones. Este resultado implica que en la medida que incrementa
la concentracion, las particulas quedan mas expuestas en la superficie, lo que causa que

pueden interactuar mas facilmente con el medio y mejorar su actividad antibacteriana.

Figura 4-7. Micrografias SEM del compuesto a) Latex, b) LZnO-EO0.3, c) LZnO-EL1.6, d)
LZnO-E4, e) LZnO-HO0.3, f) LZnO-H1.6 y g) LZnO-H4
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Adicionalmente, se realizo el andlisis de la composicién quimica del compuesto, para esto
se empled espectroscopia de energia dispersiva de rayos X. En las figuras 4-8a, b, c, d, €,
fy g, se muestran los mapas de distribucion de elementos de las muestras de Latex, LZnO-
EO.3, LZnO-E1.6, LZnO-E4, LZnO-HO.3, LZNnO-H1.6 y LZnO-H4, respectivamente. En los
mapas de distribuciéon se confirma la presencia de las particulas de zinc y se puede
observar que estan distribuidas a través de toda la superficie del compuesto, tal y como se
observé mediante las micrografias SEM. Sin embargo, se observan algunos aglomerados
de particulas que se pueden presentar en el proceso de secado del compuesto.
Adicionalmente, se encontraron los elementos esperados: carbono correspondiente al
latex, zinc y oxigeno y sodio, provenientes de las particulas sintetizadas. Ademas, se
encontré potasio proveniente de elementos inorgdnicos que estan presente en el latex,
siendo este uno de los minerales mas abundantes (Bottier, 2020; Caceres & Gauthier-
maradei, 2012; Vaysse et al., 2012)

Figura 4-8a. Mapa de distribucion de elementos del latex.
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44 Desarrollo y evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y antibacterianas
de compuestos latex/0xido de zinc para aplicaciones en ingenieria biomédica

CKal_2 Zn Kal

Electron Image 8

T0um 10pm

O Kal Na Kal_2

10pm T0pm K Kad T0pm

10pm

Figura 4-8c. Mapa de distribucién de elementos del compuesto LZnO-E1.6.
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Figura 4-8d. Mapa de distribuciéon de elementos del compuesto LZnO-E4.
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Figura 4-8e. Mapa de distribucion de elementos del compuesto LZnO-HO0.3.
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Figura 4-8f. Mapa de distribucién de elementos del compuesto LZnO-H1.6.




48 Desarrollo y evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y antibacterianas
de compuestos latex/0xido de zinc para aplicaciones en ingenieria biomédica

CKal_2 Zn Kal

Electron Image 8

10um 10pum

0O Kal Na Kal_2

10pm 10pm

K Kal

10um

10pm

Figura 4-8g. Mapa de distribucién de elementos del compuesto LZnO-H4.
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4.3.3 Tratamiento de imagenes EDS

Por medio del tratamiento de las imagenes obtenidas mediante EDS, se analizé la
exposicion de las particulas en la superficie del compuesto. En la figura 4-9, se muestran
las imagenes binarizadas para los compuestos al 4 % para ambas morfologias. Alli se
puede observar que, para la imagen 4-9a (compuesto con morfologia esférica), hay una
mayor cantidad particulas distribuidas por el latex. En contraste, en la imagen 4-9b
(compuesto con morfologia de hojas), se observa una mayor cantidad de espacios blancos,
lo que indica que alli hay una menor cantidad de particulas de ZnO en comparacion con la
imagen 4-9a. Ademas, es importante resaltar que en esta imagen se evidencian diferentes
agregados de particulas, lo que muestra que, si bien podemos encontrar particulas a lo

largo del compuesto, estas no se distribuyen de una manera uniforme por la matriz.

Figura 4-9. Imagenes binarizadas para la concentracion de 4 % de a) morfologia esférica,

b) morfologia de hojas.
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Ak

En la tabla 4-2, se muestran los porcentajes de pixeles negros (presencia de particulas de
ZnO) para cada una de las concentraciones de los compuestos preparados con diferente
morfologia de particula.

Tabla 4-2. Porcentaje de particulas de ZnO presentes en la superficie del compuesto

Compuesto Latex (%) Zn0O (%)
LZnO-EO0.3 96.05 3.95
LZnO-E1.6 88.91 11.09
LZnO-E4 82.12 17.88
LZnO-H0.3 99.05 0.95
LZnO-H1.6 96.64 5.36
LZnO-H4 84.63 15.37

Tal y como se puede visualizar en la tabla, para cada una de las concentraciones usadas
en los compuestos, se presenta una mayor cantidad de pixeles negros para las muestras
preparadas con morfologia esférica comparado con la morfologia de hojas. De acuerdo
con Hotze et al.,(2010) la atraccion entre particulas como placas, barras rectangulares y
cilindros, es mayor que para particulas esféricas y por lo tanto tienden a agregarse mas.
Adicionalmente, la teoria DLVO indica que, las particulas mas grandes tienden a
sedimentarse de una manera mas rapida que las de menor tamafio (Gallego et al., 2020).
Esto sugiere que, la morfologia de hojas podria agregarse mas facilmente que la
morfologia esférica, lo cual concuerda con el resultado obtenido en la figura 4-9. Todo lo

anterior, es importante resaltarlo ya que esto podria tener un efecto directo sobre la
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actividad antibacteriana de los compuestos, tal y como se muestra en secciones

posteriores.

4.3.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

En la figura 4-9, se presenta el espectro FTIR de los compuestos preparados a las tres
concentraciones diferentes (0.3, 1.6 y 4 %) de ZnO con morfologia esférica y de hojas y
del latex sin modificacion. El analisis fue realizado entre las longitudes de onda de 500 y
4000 cm™* empleando el método ATR en espectrofotometro IRTracer-100.

Figura 4-10. Espectros infrarrojos del compuesto a diferentes concentraciones de Zn0.a)
morfologia de esferas y b) morfologia de hojas.
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Como se puede observar, se presentan las mismas bandas en los diferentes espectros
mostrados, las cuales corresponden con el espectro del latex. La banda alrededor de 3313
cm corresponde a vibraciones del grupo funcional O-H. Las bandas entre 1389 cm™® y
2792 cm estan relacionadas con la vibraciéon del grupo funcional C-H (Wei et al., 2014).
La banda alrededor de 1652 cm-1 corresponde a la vibracion de C=C, el cual es
caracteristico en cis-1,4-polyisoprene (Aielo et al., 2014). La vibracién a 1377 cm™ es
debido a vibraciones del enlace C-H (Wei et al., 2014). Ademas, la vibracion alrededor de
1243 cm corresponde al estiramiento asimétrico del grupo funcional O-P-O (Aielo et al.,
2014). Finalmente, las bandas a 1056 cm™ y 838 cm™ estan relacionados con la vibracién
de C-O y =C-H, respectivamente (Hamzah et al., 2012; Huang et al., 2019). No se pudo
evidenciar bandas o picos correspondientes al ZnO debido a que, el pico asociado a este
material, se encuentra entre 400 cm™y 500 cm™ tal y como se pudo observar en el espectro
FTIR de las particulas sintetizadas (figura 4) por lo tanto, se realiz6 la confirmacion de la
presencia de ZnO mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS) y

analisis termogravimétrico (TGA).
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4.3.5 Andlisis termogravimétrico

En la figura 4-10, se muestran los resultados del andlisis termogravimétrico (figura 11a y

11c) para las muestras preparadas a diferentes concentraciones con particulas de ZnO

con morfologia de hojas y esferas (LZnO-H y LZnO-E) y sus respectivas derivadas (figura

11b y 11d). Como se puede observar, se presenta un gran evento térmico asociado a la

degradacién del latex seco. Dicho evento térmico inicia en aproximadamente 300 °C y

finaliza en aproximadamente 465 °C. Estos resultados concuerdan con lo reportado por

Patricia et al. (Caceres & Gauthier-maradei, 2012). Adicionalmente, en la curva DTG no se

observan diferencias entre los diferentes compuestos, lo que indica que la adicion de las

particulas no modifica la temperatura maxima de degradacion del polimero base.

Figura 4-11. a) TGA y b) DTG de los compuestos LZnO-E a diferentes concentraciones,

c) TGAy d) DTG de los compuestos LZnO-H a diferentes concentraciones.
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Por otra parte, de acuerdo a la ceniza obtenida mediante el TGA, se determiné la cantidad
de ZnO presente en cada uno de los compuestos a diferentes concentraciones. El valor
obtenido se presenta en la tabla 4-2. Adicionalmente, el porcentaje de ceniza obtenido para
el latex sin modificacion fue de 0.19 %.

Tabla 4-3. Porcentajes de ZnO presentes en los compuestos a diferentes concentraciones

Porcentaje en peso Porcentaje en peso de Porcentaje en peso de
tedrico de ZnO (%) ZnO en compuestos ZnO en compuestos
LZnO-H (%) LZnO-E (%)
0.3 0.38 0.32
1.6 1.46 1.6
4 4.62 441

El latex de caucho natural, es una mezcla compleja del polimero cis-1,4-poliisopreno,
proteinas, carbohidratos y minerales como el potasio, sodio, magnesio, entre otros,
constituyendo estos ultimos alrededor del 0.5 % de la composicion total del latex (Bottier,
2020), lo que concuerda con lo obtenido en el porcentaje de ceniza obtenido en latex
empleado en este trabajo. Como se puede observar en la tabla presentada previamente,
entre todas las concentraciones de ZnO analizadas para ambas morfologias, los

resultados (% en peso), son muy similares.

Temperatura (°C)
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4.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
compuestos latex/ ZnO

En este trabajo de investigacion, se realiz6 el ensayo de actividad antibacteriana de latex
modificado con particulas de 6xido de zinc con diferentes morfologias, frente a las cepas
bacterianas E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 43300) siendo una pelicula de latex

sin modificacién, la muestra de control.

En la figura 4-12 se muestran los resultados de actividad antibacteriana obtenidos para la
cepa bacteriana E. coli. Como se puede observar, para ambas morfologias analizadas, se
evidencia una disminucién de la viabilidad bacteriana a medida que se incrementa la
concentracion de particulas en el latex. Ademas, se puede observar una mayor actividad
antibacteriana para los compuestos preparados con la morfologia esférica (LZnO-E) en
comparacion con los preparados con la morfologia de hojas (LZnO-H).

Figura 4-12. Actividad antibacteriana frente a bacterias E.Coli (ATCC 25922).
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En la figura 4-13, se muestran los resultados de actividad antibacteriana obtenidos para la
cepa bacteriana S.aureus. Como se puede observar, para ambas morfologias analizadas,
se evidencia una disminucion de la viabilidad bacteriana. Sin embargo, no se observa una
disminucion significativa de la viabilidad a medida que se incrementa la concentracion de
particulas en el latex para ambas morfologias. Al igual que en los resultados obtenidos
para la bacteria E.Coli, se puede observar una mayor actividad antibacteriana para los
compuestos preparados con la morfologia esférica (LZnO-E) en comparacion con los

preparados con la morfologia de hojas (LZnO-H).

Figura 4-13. Actividad antibacteriana frente a bacterias S.aureus (ATCC 43300)

100
. 3 3
80 -
— M~
X 704
©
|-
9
0 50+
©
m
- 40
©
i)
= 30
2
]
> 204
10 S
04
> i B b
S O 0F
\:‘1}\ \:L(\ \j/ \:1/

Tratamiento con S. aureus

Como se ha reportado en diferentes trabajos, la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), es uno de los mecanismos antibacterianos mas
importantes en los éxidos metalicos (Shaikh et al., 2019). Raghupathi et al. (2011) encontrd
que la iluminacion con rayos UV del ZnO, aumenta la generacion de ROS, sin embargo,

otros autores han demostrado que aun en condiciones de oscuridad, los ROS se siguen
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generando en la oscuridad y siguen teniendo efecto antibacteriano (Joe et al., 2017). En
este punto es importante recordar que este estudio se hizo en condiciones de oscuridad.

La generaciéon de ROS, se da a partir de las interacciones fisicas y quimicas de la superficie
del ZnO con la luz o como en este caso la humedad. Estos se originan por la reaccion de
los huecos positivos (h*) en la banda de valencia (VB, por sus siglas en inglés) y los
electrones libres (e-) en la banda de conduccion (CV, por sus siglas en inglés) del ZnO
con las moléculas de humedad (H-O) y oxigeno gaseoso (O2) que estan presentes en el
ambiente, respectivamente (Krainoi et al., 2021). Las especies reactivas que se producen
alli son el anion superoxido (Oz), peroxido de hidrégeno (H202) e hidréxido (OH-). En
cuanto al efecto de los ROS en las células bacterianas, se ha demostrado que la toxicidad
de estas especies y su internalizacion en la membrana celular de las bacterias provoca la
destruccién de componentes celulares fundamentales como lipidos, ADN y proteinas
(Borda D’Agua et al., 2018).

Ahora bien, como se pudo observar en las graficas previamente mencionadas (figura 12y
figura 13) se obtuvo una mayor actividad antibacteriana frente a la bacteria E. Coli
comparada con la bacteria S.aureus, para ambas morfologias estudiadas. Esto puede
deberse basicamente a la diferencia entre las membranas de ambas cepas bacterianas.
Las bacterias Gram-positivas (S.aureus), tienen una capa de peptidoglicanos en la pared
celular y esta capa exterior protege a la célula evitando que iones penetren en el citoplasma
(Fontecha-Umana et al., 2020). Adicionalmente, se conoce que las particulas de ZnO
presentan una carga positiva y al liberarse iones Zn?* de estas se produce una fuerza
electrostatica con la membrana celular de las bacterias Gram-negativas y se produce un
mayor dafio a la membrana celular, por lo que puede inducir a una mayor muerte

bacteriana (Mendes et al., 2022).

Adicionalmente, se encontr6 una mayor actividad antibacteriana de las particulas con
morfologia esférica en comparacion con la morfologia de hojas. Como se mencion6
previamente, diversos estudios han reportado que las particulas con morfologia de hojas
tienden a formar agregados mas facilmente que morfologias como las esferas. Esto
coincide con lo evidenciado en los resultados del tratamiento de imagenes presentado en
la seccion 4.3.3, donde los compuestos formados a partir de hojas, presentaban mas

agregados en comparacion con los compuestos formados con morfologia esférica y
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presentaban una menor exposicion en la superficie del mismo. Esto es importante
resaltarlo debido a que, a mayor exposicion de las particulas en la superficie de los
compuestos, mayor sera la actividad antibacteriana del material, dado que podra
reaccionar con el medio y promover la generacion de ROS. También, se ha encontrado
gue la efectividad de la actividad antibacteriana del ZnO, se ve comprometida con la
agregacion de las particulas, reduciendo la liberacién de iones y la formacion de ROS
(Abebe et al., 2020; Aditya et al., 2018). En ese sentido, la tendencia de las particulas con
morfologia de hojas a agregarse, es un factor que afecta directamente la actividad
antibacteriana del compuesto evaluado, causando una reduccioén del contacto del material
con el ambiente y las bacterias, conllevando esto a una disminucion en la generacion de

ROS, y de las propiedades antibacterianas.

Para este ejercicio de investigacion, se hace dificil correlacionar los resultados descritos
previamente con lo reportado en la literatura. Esto se debe basicamente a dos motivos:
Primero, no existen numerosos estudios disponibles sobre la modificacion del latex con
particulas de ZnO para aplicaciones biomédicas. Segundo, las condiciones experimentales
de la investigacion tales como: la presentacion del polimero, concentracién del ZnO,
morfologia, método de evaluacion de la actividad antibacteriana y cepas bacteriana difieren
de las encontradas en la literatura dado que no existe un consenso 0 hay vacios en la

informacion reportada, tal y como se puede apreciar en la tabla 4-4.

Tabla 4-4. Revision bibliografica de latex modificado con ZnO para aplicaciones

antibacterianas.



Referencia

Presentacion del latex

Morfologia Método

Bacterias

Actividad

antibacteriana

(Rathnayake et al.,
2014)

Espuma

Halo de

Inhibicién

Esferas/varillas

S.aureus y
E.Coli

Después de 6 h, 63, 260
y 5660 células por 20 uL
sobrevivieron en el NRLF
incorporado con
nanozZnO de 4 pphr,
nano-ZnO de 2 pphry
micro-ZnO de 4 pphr,
respectivamente; el caldo
inicial contenia 10.330
células por 20 pl

(Sarih et al., 2022)

Film

NR* Halo de

inhibicion

Bacterias del

suelo

Actividad antimicrobiana
de las peliculas de latex
NR contra bacterias
Gram-negativas con una

carga Optima de 2,0 phr

(Dey et al., 2022)

Film

NR Caldo

S.aureus

Eficiencia antibacteriana
del 78 %

(Surfactant &
Crosslinking, 2021)

Latex de metacrilato de
metilo, acrilato de butilo,

acido metacrilico,

NR

Método I1SO
22,196
modificado

S. aureus, E.
coli, E. faecalis,
K. pneumoniae

Crecimiento de colonias
no detectable para

S.aureus, E. Coliy K.
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metacrilato de alilo y pneumoniae . Colonias
diacetona acrilamida) distinguidas para
E.faecalis
(Zhang et al., Espuma de latex Nanohojas Conteo de S.aureus 'y Eficacia contra S. aureus
2019) colonias E.Coli de 59.81 £ 1.47%, y
contra E. coli de 61.59 £
0.60%
(Lv et al., 2014) Film NR Conteo de E.Coli Efectividad del 90 %
colonias

*NR: No reporta

Si bien en la mayoria de estudios antibacterianos se utilizan las bacterias E.Coli y S.aureus, no se tiene un consenso sobre el método
empleado para estas pruebas y mucho menos sobre la morfologia del ZnO a emplear. En este punto se hace importante resaltar que,
en la literatura se encuentra una gran diversidad de estudios donde se evidencia el efecto de la morfologia de las particulas de ZnO
en la actividad antibacteriana de las mismas (Lam et al., 2012).Sin embargo, al estar las particulas embebidas en una matriz, sus
propiedades pueden cambiar significativamente, esto debido a que, por ejemplo, no estan expuestas totalmente al medio, lo que
puede reducir su efectividad, incluso, sus propiedades pueden variar cuando se emplean polimeros o matrices distintas, lo cual no ha
sido ampliamente estudiado (R. K. Sharma et al., 2016).



La modificacion de la superficie de los implementos usados en la industria biomédica,
especificamente de los polimeros, es un tema que ha cobrado suma importancia en los
tltimos afios, dado que, se requieren materiales que puedan evitar la propagacion de
microorganismos perjudiciales para los seres humanos. El latex es uno de los polimeros
mas empleados en la industria biomédica. Se han realizado diversos trabajos donde se ha
estudiado la biocompatibilidad del latex. Floriano et al.,(2014) estudi6 la biocompatibilidad
de cinco clones diferentes de latex de caucho natural y para todos los clones encontraron
gue se aumentd de la viabilidad celular respecto al control, lo que indica que es un material
biocompatible. Asi mismo, Ciapetti et al.,(1994) demostré la biocompatibilidad del latex
mediante la realizacion de pruebas de biocompatibilidad in vitro y encontré que la muestra
analizada no mostré toxicidad. Esto es importante mencionarlo ya que este material ha
sido empleado en la industria biomédica en reparacion de tejidos (Sader et al., 2000),
regeneracion de huesos y dientes (Balabanian et al., 2006), liberacion de farmacos
(Almeida et al., 2020) , entre otros. Adicionalmente, es ampliamente usado en
implementos en el ambito medico como los guantes (Beezhold et al., 1996), catéteres
(Schlogl et al., 2010) y condones (Levy et al., 2001). Sin embargo, dado que el latex no
presenta actividad antibacteriana por si mismo, se requiere modificarlo con diferentes
materiales con el fin de mejorar esta caracteristica del mismo y que de esta manera se
pueda ampliar su uso en la industria biomédica. En ese sentido, los resultados obtenidos
en este trabajo son un aporte valioso en el uso de este material ya que gracias a la actividad
antibacteriana que se obtuvo mediante la adicion de las particulas de ZnO, este puede ser

un material promisorio en esta industria.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

A partir del andlisis de los resultados en este trabajo, se puede concluir que:

Partiendo de diferentes rutas de sintesis se pudo obtener particulas de ZnO de
estructura Wurtzita con dos morfologias diferentes.

Se lograron obtener compuestos donde las particulas se distribuyeron por toda la
matriz, sin embargo, se evidenciaron mas aglomerados en los compuestos
conformados con morfologia de hojas. Debido a que La morfologia de hojas
promueve la aglomeracion de particulas, lo que causa una reduccion de la
efectividad antibacteriana de las mismas por la disminucién del area de contacto
con la superficie y las bacterias y debido a esto, la disminuciéon de ROS.

Teniendo en cuenta los resultados de la actividad antibacteriana, los compuestos
obtenidos en este trabajo de latex/ ZnO, tienen actividad antibacteriana frente
ambas cepas de bacterianas evaluadas.

Los compuestos presentan una mayor actividad antibacteriana frente a las
bacterias Gram negativas (E. Coli) comparada con las bacterias Gram positivas
(S.aureus), esto puede deberse a la diferencia entre las membranas de ambas
cepas bacterianas. Las bacterias Gram-positivas tienen una capa de
peptidoglicanos en la pared celular y esta capa exterior protege a la célula evitando
gue iones penetren en el citoplasma.

La morfologia de hojas promueve la aglomeracion de particulas, lo que causa una
reduccion de la efectividad antibacteriana de las mismas por la disminucién de la
generacion de ROS.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible que los compuestos latex/ ZnO,
sean materiales con potenciales propiedades antibacterianas y puedan ser

empleados en la industria biomédica.
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5.2

Recomendaciones

Caracterizar mediante técnicas como XPS y AFM la superficie de los compuestos,
con el fin de comprender la interaccion matriz/ particula y la distribucion de estas
tltimas en el latex.

Estudiar a profundidad los mecanismos de accién de las particulas cuando estan
embebidas en una matriz, debido a que no se han estudiado extensivamente, lo
gue reduce el entendimiento de su comportamiento.

Cuantificar mediante diferentes técnicas las especies reactivas de oxigeno (ROS),
para confirmar el mecanismo de actividad antibacteriana de las particulas de ZnO.
Evaluar estrategias como métodos de sonicacion, usos de surfactantes que
permitan disminuir la aglomeracion de las particulas.

Para este tipo de aplicaciones, es importante emplear particulas que por su
morfologia no tengan tendencia a la aglomeracion para que de esta manera se
pueda obtener la mayor actividad antibacteriana de los materiales.

Estudiar la biocompatibilidad de los compuestos, para ser usados en diferentes

aplicaciones.
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