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Resumen de la tesis que presenta Estefania Zarate Ochoa como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestro en Ciencias en Optica con orientacién en Optoelectrénica.

Sintesis de nanoparticulas de cobre por el método de ALSL, y su uso potencial en inhibicién de E. coli

Resumen aprobado por:

Dr. Santiago Camacho Lopez Dra. Paulina Segovia Olvera
Codirector de tesis Codirectora de tesis

La aparicién de nuevas enfermedades infecciosas y su rapido desarrollo respecto a la resistencia de los
farmacos existentes ha sido motivo de alarmante preocupacidn, por lo que se han explorado otras
alternativas para erradicar esta problematica. Con el avance de la nanotecnologia, las nanoparticulas han
Ilamado la atencién debido a sus usos en distintas aplicaciones, especialmente en el campo de la
biomedicina. Se ha demostrado que las nanoparticulas de cobre tienen un gran potencial en inactivacidon
bacteriana debido a su amplio espectro inhibitorio contra bacterias, virus y hongos. En este trabajo se
presenta un estudio sobre la sintesis de nanoparticulas (NPs) por ablacidn laser de sélidos en liquidos
(ALSL), partiendo de un blanco de cobre. Los experimentos se llevaron a cabo considerando dos medios:
acetona y agua. Se caracterizaron las propiedades estructurales, de composicidon quimica y la respuesta
Optica de las nanoparticulas obtenidas en ambos liquidos. Ademas, el efecto de la formacién de una coraza
de d6xido de cobre en la respuesta dptica de las nanoparticulas es analizado de manera tedrica utilizando
el Método de Elementos Finitos y llevando a cabo simulaciones mediante el software COMSOL. Nuestros
resultados muestran la formacion de nanoparticulas de Cu, CuO y Cu,0 para condiciones especificas de
irradiacion laser; asimismo, los ensayos de inactivacién bacteriana nos indican que dichos éxidos inhiben
el crecimiento de la bacteria E. coli.

Palabras clave: ablacion laser, sintesis de nanoparticulas, cobre, nticleo-coraza, éxidos, e.coli.
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Abstract of the thesis presented by Estefania Zarate Ochoa as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Optics with orientation in Optoelectronics.

Copper nanoparticles synthesized by LASL, and its potential use in E. coli inhibition

Abstract approved by:

Dr. Santiago Camacho Lopez Dra. Paulina Segovia Olvera
Thesis Co-director Thesis Co-director

The appearance of new infectious diseases and their rapid development with respect to the resistance of
existing drugs has been a matter of alarming concern, for which other alternatives have been explored to
eradicate this problem. With the advancement of nanotechnology, nanoparticles have drawn attention
due to their uses in different applications, especially in the field of biomedicine. Copper nanoparticles have
been shown to have great potential in bacterial inactivation due to their broad inhibitory spectrum against
bacteria, viruses and fungi. In this work, a study on the synthesis of nanoparticles (NPs) by laser ablation
of solids in liquids (LASL) is presented. We used a copper target and the experiments were carried out
considering two liquid media: acetone and water. The structural, chemical composition and optical
features of the obtained nanoparticles were characterized. Furthermore, the effect of the formation of a
copper oxide shell on the optical response of the nanoparticles is theoretically analyzed using the Finite
Element Method and running simulations in COMSOL. Our results show the formation of nanoparticles of
Cu, CuO and Cu,0 for specific laser irradiation conditions. In addition to this, bacterial inactivation tests
indicate that these oxides inhibit the growth of the E. coli bacteria.

Keywords: laser ablation, nanoparticles synthesis, copper, core-shell, oxides, e.coli.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

El cobre, cuyo simbolo es Cu en la tabla periddica, es el elemento quimico de nimero atémico 29; es uno
de los metales que puede tenerse en estado mas puro y es moderadamente duro, soporta esfuerzos sin
deformarse y es resistente al desgaste. Su utilidad se debe a su abundancia, asi como a la combinacidn de
sus propiedades quimicas, fisicas, mecanicas y eléctricas, las cuales dependen en gran medida de las

condiciones fisicas, la temperatura y tamafio del grano del metal.

Para el ser humano, el cobre tiene relevancia ya que se encuentra en una gran cantidad de alimentos
habituales, y contribuye a la formacion de eritrocitos y mantenimiento de vasos sanguineos, nervios,
sistema inmune y huesos (Collins y Klevay, 2011), por lo que es un oligoelemento esencial para la vida
humana. En este contexto, las nanoparticulas de cobre (NPs de Cu) han sido ampliamente estudiadas para

aplicaciones relacionadas con la salud.

Las NPs de Cu poseen caracteristicas Unicas que incluyen actividad catalitica, de biosensado
(biodeteccion), antifungica y antibacteriana que no se observa en el cobre en bulto (Dhas et al., 1998). Por
lo tanto, es importante estudiar distintos métodos de sintesis de NPs de Cu y llevar a cabo una

caracterizacién amplia de dichas NPs.

La actividad antimicrobiana de las NPs de Cu es inducida por la estrecha interaccién entre las membranas
microbianas y los iones metalicos liberados en solucidon (Ramyadevi et al., 2012). A medida que las NPs se
oxidan lentamente en la solucién, se liberan iones clpricos y pueden crear radicales libres de hidroxilos
toxicos cuando la membrana lipidica estd cerca. La consecuencia es que los radicales libres provocan la

degradacion oxidativa de los lipidos en las membranas, lo cual resulta en el dafio celular.

Como resultado, las moléculas intracelulares salen de las células a través de las membranas destruidas'y,
en consecuencia, las células ya no pueden llevar a cabo procesos bioquimicos fundamentales (Wei et al.,
2010). Al final, todas estas alteraciones dentro de la célula provocadas por los radicales libres conducen a

la muerte celular.



2

Un fendmeno que ha causado preocupacion en relacién al combate de infecciones es que en los ultimos

afios ha aumentado la resistencia bacteriana a bactericidas y antibiéticos (Rajawat y Qureshi, 2012).

Por otro lado, muchos agentes antimicrobianos organicos son téxicos para los seres humanos y otros
animales, ademas, pueden ser la causa de diferentes reacciones alérgicas, por lo que en la actualidad no
hay suficientes tratamientos antibacterianos en desarrollo para combatir la resistencia antibacteriana

(Hossain et al., 2015).

Ingredientes
cosmeéticos

Adhesivos y
rellenos dentales

Parches
para heridas

Preservacion
de comida

Proteccion >

Desinfeccion
de fachadas de superficies
Portadores
Textiles de farmacos
antimicrobianos

Desinfeccion
de agua

Figura 1. Diagrama de aplicaciones para los efectos antibacteriales de las nanoparticulas. Imagen tomada y adaptada
de la referencia (Farrokhi et al., 2019).

Con la introduccidn de la nanotecnologia, las nanoparticulas metadlicas han ganado una mayor relevancia
y presencia como agentes antimicrobianos debido a su amplio espectro inhibitorio contra bacterias,
hongos y virus (Rai y Shegokar, 2017). Esta propiedad brinda la posibilidad de utilizar nanoparticulas

metalicas en diferentes aplicaciones (Figura 1).
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Aunque el mecanismo antibacteriano no estd claro, existen algunas hipétesis sobre los mecanismos de

inhibicién, tal como se muestra en la Figura 2 (Makvandi et al., 2019) y se describe a continuacion:

1) Las NPs se acumulan en la superficie de la célula bacteriana debido a la atraccién electrostatica
entre las NPs y la pared celular.

2) Lla interaccion con la membrana bacteriana disminuye el potencial electroquimico
transmembrana de las bacterias, alterando su integridad.

3) Los poros creados en la superficie celular provocan la fuga de componentes intracelulares y la
penetracidn de las NPs en la célula.

4) Las NPs liberan iones metadlicos y desencadenan la formacién de especies reactivas de oxigeno (o
ROS, por sus siglas en inglés), dafiando el ADN, las proteinas y los lipidos, llevando a la muerte de
la célula.

.*o*‘
NPs de Cu acumuladas e e PEL
en la superficie celular, o o-*

alterando el potencial de
la membrana y dafiando
la integridad de la célula

\\
©
ADN y proteinas
son danadas
¢ >
Las NPs de Cu e NPSdeCu
destruyen el °
balance de las ﬂ? Cu
ROSy
desarrollan

estrés oxidativo

Figura 2. llustracién del mecanismo antibacteriano de las NPs de Cu en una bacteria. Tomada y adaptada de la
referencia (Makvandi et al., 2019).
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Antes del desarrollo de antibidticos y otros quimioterdpicos, la plata y el cobre se usaban para tratar
infecciones microbianas. Desafortunadamente, los compuestos de cobre pueden ser tdxicos para algunos
organismosy pueden causar riesgos ambientales. Sin embargo, el cobre en forma de nanoparticulas puede
ser el sustituto para evitar estas consecuencias (Ingle et al., 2014). Se ha demostrado que las NPs de Cu
son eficaces contra diversos patégenos bacterianos, aunque su eficacia antibacteriana es inferior a la de

Ag o Zn0O.

Sin embargo, existen reportes en la literatura donde se demuestra la eficacia de las NPs de Cu contra
bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Cubillo et al., 2006), Bacillus subtilis (Ruparelia et
al., 2008), Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae y Bacillus megaterium (Tejeda et al., 2009; Raffi et

al., 2010; Theivasanthi y Alagar, 2011).

Por otro lado, Ramyadevi et al. (2012) observaron que Pseudomonas aeruginosa era resistente a las NPs
de Cu. Se ha observado, por ejemplo, que la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de 6xido de
cobre (CuO) varia mucho dependiendo de la especie bacteriana a tratar. Adicionalmente, se han estudiado
diversas aplicaciones para las NPs de Cu en otros ambitos; Ananth et al. (2015) enfatizaron en la
importancia de las NPs de Cu como agente esterilizador en el agua, eliminaciéon de arsénico en el
tratamiento del agua y terapia antitumoral. Ingle et al. (2014) también observaron que las NPs de Cu
tienen una capacidad especifica como vehiculo de farmacos y una capacidad de fotoluminiscencia

eficiente y, por lo tanto, son materiales utiles en la administracién de farmacos contra el cancer.

La actividad antimicrobiana de las NPs de Cu puede ser aprovechada en el envasado de alimentos. Longano
et al. (2012) desarrollaron compuestos de NPs de Cu embebidos en acido polilactico (PLA) combinando las
propiedades antibacterianas de las nanoparticulas con la biodegradabilidad de la matriz polimérica. Los
autores concluyeron que los nanocompuestos propuestos son nanomateriales extremadamente

atractivos ya que poseen una buena actividad antibacteriana frente a Pseudomonas aeruginosa.

Conte et al. (2013) propusieron peliculas de PLA incrustadas con nanoparticulas de cobre (utilizadas para
envasar queso fior di latte), y los resultados mostraron que las pruebas in vivo e in vitro presentaban un
excelente potencial para las peliculas de PLA-cobre para aplicaciones de contacto con alimentos, asi como

en aplicaciones activas en tecnologias de envasado.



1.2 Justificacion

Es bien sabido que existe una amplia gama de NPs de distintos materiales, las cuales son usadas en el drea
biomédica ya sea como agentes terapéuticos, marcadores o sensores; es por esta razén que se propone
probar las NPs de Cu sintetizadas por ablacién laser de sdlidos en liquidos (ALSL) en la inhibicién del

crecimiento de la bacteria E. coli.

Las propiedades fisicas del liquido de ablacidon son importantes en las propiedades finales de las
nanoparticulas obtenidas. El uso de diferentes liquidos, por ejemplo, materiales reactivos, como entorno
de ablacion, potencia a la produccién de éxidos o materiales nanoestructurados recubiertos (Tilaki et al.,
2007). En este trabajo se utiliza agua, ya que es un medio base para muchas reacciones quimicas, y

acetona, la cual es util para fabricar materiales basados en nanocompuestos.

Ademas, es importante sefialar que el desarrollo de este proyecto es de gran interés para el grupo de
investigacion de Procesamiento de Materiales con Pulsos Ultracortos, del Departamento de Optica del
CICESE, ya que este grupo cuenta con una amplia experiencia en la sintesis de NPs por el método de ALSL,
como se muestra en distintas publicaciones sobre la sintesis de NPs de diversos materiales como
molibdeno, manganeso, carbono, entre otros (Camacho-Ldpez et al., 2014; Enriquez-Sanchez et al., 2020;

Reyes-Contreras et al., 2015; Zamora-Romero et al., 2019; Zamora-Romero et al., 2020).

El método de ablacién laser de sélidos en liquidos es un método conceptualmente sencillo (sintesis de un
solo paso), limpio (no produce residuos téxicos) y facil de implementar; lo anterior resulta atractivo en el
ambito de la produccién de nanoparticulas ya que usualmente estas se obtienen por métodos quimicos o
fisicos muy elaborados e involucrando reactivos que representan cierto riesgo de contaminacién o

toxicidad.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

El objetivo general es lograr la formacién de nanoparticulas por medio de la técnica ALSL considerando

distintos medios liquidos (agua y acetona), partiendo de un blanco de cobre, para su posterior
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caracterizaciéon morfoldgica, estructural, estequiométrica y dptica, ademas de implementar ensayos de

inhibicion en E. coli.

1.3.2. Objetivos especificos

Determinar si existe una dependencia entre las caracteristicas fisicas de las nanoparticulas, la

fluencia por pulso y el nimero de pulsos laser utilizados en la sintesis.

Estudiar la influencia de distintos medios liquidos en la obtencion de NPs.

Establecer bajo qué pardmetros de irradiacién laser y condiciones del medio liquido, es posible

producir de manera controlada nanoparticulas de cobre.

Determinar las propiedades morfoldgicas, estructurales y de composicién quimica de las NPs
obtenidas, asi como sus propiedades dpticas, usando las técnicas de microscopia electrénica de
transmision (TEM, por sus siglas en inglés), espectroscopia micro-Raman y espectroscopia

ultravioleta-visible.

Determinar si es posible la formacion de nanoparticulas con coraza o huecas.

Estudiar tedricamente las propiedades dpticas de las NPs a partir del calculo numérico de la

seccion transversal de absorcidn, esparcimiento y extincion.

Realizar ensayos de inhibicidn de la bacteria E. coli al ser expuestas a las nanoparticulas obtenidas.



Capitulo 2. Marco tedrico

En este capitulo se presentan los fundamentos para la sintesis de NPs por la técnica ALSL, ademads de una
descripcién detallada de los parametros y conceptos basicos del procesamiento de materiales utilizando
pulsos ultracortos; se mencionan las diferencias basicas entre pulsos cortos (ns) y pulsos ultracortos (ps-
fs) en el contexto del procesamiento de materiales y los mecanismos fisicos involucrados en la interacciéon

luz-materia, para la sintesis de NPs.

2.1 Ablacion laser

En afios recientes, la sintesis de nanomateriales por la técnica ALSL ha ganado interés por su versatilidad,
bajo costo y facilidad de ejecucion (Amendola y Meneghetti, 2013). Algunas de sus ventajas principales

son:
e Facil de implementar.
e Obtencidn de NPs con alta pureza.

e Capacidad de sintetizar una amplia variedad de nanomateriales en variedad de soluciones

liquidas.

e Esun método “verde” ya que no es necesario utilizar quimicos nocivos y no se producen residuos

peligrosos.
e Bajo costo.
e Esde las técnicas mas rapidas y limpias para producir nanoparticulas.

Sin embargo, entre las desventajas de ALSL para la produccidn de NPs se puede mencionar que el volumen
de produccidn de NPs es considerablemente menor que el logrado por métodos quimicos, por otro lado,
por ALSL no se tiene total control de la distribucién de tamafios o la morfologia en comparacion a otros

métodos de sintesis.
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El proceso de ablacién ldser consiste en la remocidn de material de la superficie de un sdélido por la accién
de lairradiacién laser, ya sea este un laser pulsado o de emisién continua; la energia dptica depositada en
la superficie del sdlido es absorbida y se produce una rdpida fundicién-evaporacion o sublimaciéon del
material. La nube de material evaporado o sublimado alcanza la energia suficiente para experimentar
ionizacién y, por lo tanto, la formacién de un plasma. En el procesamiento de materiales, ademds de
utilizarse laseres de onda continua, se utilizan laseres de pulsos ultracortos, principalmente los ldseres de
pulsos con duracion de femtosegundos. Estos tienen la ventaja de que debido a la duracidn de los pulsos
se suprimen en gran medida los efectos térmicos colaterales que pueden afectar el proceso de ablacién
ldser en materiales. Los ldseres de femtosegundos mas conocidos son aquellos que operan con un cristal
de Ti:Za (Titanio-Zafiro), sin embargo, en afios recientes se han desarrollado laseres de femtosegundos de

fibra dptica.

Por otro lado, los laseres de onda continua tienen la desventaja de que los efectos térmicos que generan
contribuyen con un dafio colateral significativo que afecta de manera negativa el resultado de ablacién,
produciendo dafio extendido mas alla de la zona de interés. Por lo tanto, es preferible llevar a cabo la
ablacién utilizando ldseres pulsados. Un parametro importante en el procesamiento de materiales con
laseres pulsados es la fluencia por pulso F,,,, que se define como la energia total por pulso depositada por

unidad de area:

Fpp =22, (1)

en donde E,, es laenergia por pulsoy A es el area de la seccion transversal del haz laser sobre la superficie

del sélido.

La remocidon de material en la superficie del sélido generada por un pulso ocurre a un valor de fluencia
critica llamada fluencia umbral de ablacién por pulso y se denota como F;j,[//cm?]. De acuerdo con la
ecuacion (1), la fluencia por pulso aplicada durante el proceso de ablacién se puede variar de dos maneras
relativamente simples: ajustando la energia por pulso o bien modificando el tamafo del haz laser sobre la

superficie del sélido.



2.2 Procesamiento de materiales con pulsos laser ultracortos

El método para procesar materiales a escala micro o nanométrica con laseres de pulsos ultracortos es una
técnica cada vez mas utilizada entre la comunidad cientifica. Aunque los laseres de attosegundos (as,
magnitud 1078) siguen en desarrollo, los ldseres de femto (fs, magnitud 10%°), pico (ps, magnitud 101?) y
nanosegundos (ns, magnitud 10°) se han utilizado ampliamente para estudiar y caracterizar una gran

variedad de materiales.

A comparacion de los pulsos cortos (ns), los pulsos ultracortos (fs) se caracterizan por intensidades pico
extremadamente altas y por la interaccidn de la luz laser con los materiales en una escala de tiempo mucho
menor a la difusién del calor en la red cristalina. Estas dos caracteristicas permiten a los laseres ultracortos
alcanzar una alta precisién y control en el procesamiento de los materiales. Como se muestra en la Figura
3, en el caso de la ablacidn laser con pulsos cortos de nanosegundos, hay grandes diferencias respecto a
la interaccién con el material. Por ejemplo, los efectos térmicos en el sélido son significativos debido a que
la interaccion es mas prolongada, permitiendo que el proceso de difusion de calor afecte una zona
extendida en el blanco, rebasando la frontera de la zona de irradiacion por el haz laser, lo cual resulta en

un procesamiento menos preciso y con dafio colateral.

LASER DE PULSOS CORTOS LASER DE PULSOS ULTRACORTOS
Pulsos laser —y. _ Pulsos laser ultra
cortos e cortos
Material
Superficie expulsado Sin capa

de . fundida === Superfici
\ perficie no
escombros \ Superficie daiiada Skigacamiios \ daiada
Capa \ \
fundida J 1 Pluma de plasma

Zona afectada Sin mi et d Sin transferencia
por el calor MR gHetas, i de calor a la
periferia
Sin zona derretida

\ El calor se Gas denso de

iones/electrones

transfiere a (i.e. plasma)

la periferia

Figura 3. Comparacién de ablacién con pulsos cortos (izquierda) y pulsos ultracortos (derecha). Tomada y adaptada
de la referencia (Amendola y Meneguetti, 2013).
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2.3 Ablacion laser de sdlidos en liquidos para la formacion de nanoparticulas

La ablacién laser induce modificaciones fisicas en el material debido a la fragmentacién del material en
bulto a partir del cual se forman las NPs. En la mayoria de los casos también existen modificaciones

guimicas del material, es decir, existe la formacién de nuevos compuestos y fases.

En la Figura 4 se ilustra el proceso de ablacidn laser de sélidos en liquidos; este inicia con la absorciéon del
pulso laser en el blanco del material, en seguida se forma una columna de plasma que contiene el material
removido y esta se expande hacia el liquido circundante, antecedido por la emisidon de una onda de
choque. Durante la expansidn, la pluma de plasma se enfria y libera energia a la soluciéon liquida. Este
fendmeno genera una burbuja de cavitacidon que se expande en el liquido y luego colapsa en una escala
de tiempo del orden de cientos de microsegundos, cuando ocurre el colapso se emite una segunda onda

de choque.

Solucion liquida

Burbuja de
cavitacion

Pluma de plasma

Material

en bulto Onda de choque

Figura 4. Esquema de las etapas de la ALSL. Tomado y adaptado de la referencia (Amendola y Meneghetti, 2013).

De acuerdo con Amendola y Meneguetti (2013), el mecanismo de la evolucién del proceso de ALSL sigue

la secuencia mostrada en la Figura 5, la cual se describe a continuacién:



1)

2)

3)
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Penetracion del pulso en el medio liquido (t<0)

El pulso del Idser atraviesa una capa del liquido antes de alcanzar el blanco. El medio acuoso debe
ser elegido de manera que posea propiedades épticas que permitan la interaccién dptica con el
blanco, por ejemplo, usualmente se eligen liquidos transparentes para evitar que la energia del
pulso sea absorbida por el mismo liquido en vez del blanco del material. El objetivo de esto es
evitar el rompimiento dieléctrico del liquido para que no se forme una nube del plasma del liquido,
teniendo como consecuencia la formaciéon de multiples burbujas de cavitacidn. Esto
desencadenaria el apantallamiento del pulso incidente sobre el blanco por absorcién dptica en el
plasma o por esparcimiento en las burbujas de cavitacion, lo que restaria eficacia al proceso de

ablacién del blanco y finalmente afectaria el mecanismo de formacidn de las nanoparticulas.

Absorcién del pulso laser (desde t=0 a 7,,,5,)

En este intervalo de tiempo dominan las propiedades dpticas del blanco y la duracién de pulso, ya
que de ellos depende la cantidad de energia del pulso ldser que sera absorbido por el material,
ademas del mecanismo de interaccion que dara lugar al proceso de ablacion (evaporacion térmica

o ionizacién del blanco).

Desprendimiento del material ablacionado (parat = 107125 a 107 1%s)

Una vez absorbido el pulso laser por el blanco, el material en la superficie comienza a
desprenderse debido a procesos de calentamiento, fundicién y evaporizacion. Los electrones de
la red cristalina del material son excitados debido a la transferencia de energia cinética (térmica),
lo que ocurre en tiempos de ps. La diferencia de temperatura entre la zona irradiada y el resto del
sistema es muy grande, y el blanco disipa el calor eficientemente, por lo que el desprendimiento
del material ocurre por mecanismos térmicos en la regidn casi coincidente al drea de incidencia

del haz laser.

Simultaneo al proceso de ablacién, el depdsito de la energia del pulso laser eleva la temperatura
del liquido, lo que provoca que el cambio de presion en la interfaz haz laser-blanco impulse una
onda de choque propagante hacia el blanco y hacia afuera del blanco. El liquido sobrecalentado
esta sujeto a la liberacion espontanea (explosiva) de vapor que impulsa la rapida expansion del

material, promoviendo el desprendimiento de materia del crater.



4)

5)

6)
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Expansion y enfriamiento de la pluma del plasma (t = 1071 s a 107 7s)

Ademads de la ebullicion durante la interaccién haz-blanco debido al calentamiento del liquido, se
genera una pluma de plasma; este plasma interactia con el blanco y el medio liquido, lo cual
conlleva a la formacidn de NPs por descomposicion del material. La obtencion de NPs ocurre en
un lapso mas largo que la duracién del pulso laser, manteniéndose hasta la extincion del plasma

debido al enfriamiento.

Debido a la interaccion del plasma con el medio liquido, se favorece la formacién de una burbuja
de cavitacidn. Esta burbuja confina el plasma cerca de la superficie del blanco, controlando la tasa
de enfriamiento del plasma, por lo que este se prolonga algunos nanosegundos después de que

termina el pulso del laser.

Expansion y colapso de la burbuja de cavitacion t = 107% s a 10~ *s)

Como se menciond en el apartado anterior, la energia liberada por el plasma (ahora ya extinto)
hacia el medio liquido, induce la creacidn de la burbuja de cavitacion. Durante su expansion, la
temperatura de la burbuja decrece y la presién interna de la misma baja a un valor aun menor al
del medio liquido. En esta etapa la burbuja colapsa, emitiendo una onda de choque. Este es el
ultimo proceso fisico relacionado a la ablacién laser del sélido en un liquido. Cabe mencionar que
aun no estd claro en qué etapa exactamente se da la formacidn de las NPs y su distribucion

espacial, cuando inicia la expansion de la burbuja o durante el colapso.

Crecimiento lento y aglomeracién de las NPs (t>10"*s)

Cuando se extingue la onda de choque generada por el colapso de la burbuja de cavitacion, el
sistema alcanza un estado fisico-quimico estable. En esta etapa, las NPs pueden sufrir ligeras
modificaciones debido a la condensacién de material ablacionado y grupos moleculares que aun
sobreviven en solucién. Si la dispersidon de las NPs no es estable, empezara la aglomeracién de
ellas, produciendo precipitacién en una escala de tiempo superior a minutos para particulas
micrométricas y nanomeétricas. Por ultimo, dependiendo de la composicidén de las NPs, el proceso

de oxidacidn en su superficie puede ocurrir en esta etapa.
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Pulso laser

Medio ! Pulso laser

Pulso laser
liquido Ondas de

choque Pluma
de
plasma

Blanco
en bulto

Crecimiento Burbuja de
de las NPs cavitacién
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de las NPs

r

Crecimiento
de las NPs
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Figura 5. Evolucién del proceso de ablacidon para la obtencion de NPs. Tomado y adaptado de la referencia (Amendola
y Meneguetti, 2013).

2.4 Parametros de irradiacion laser

El proceso de ablacién laser de sélidos en liquidos conlleva complejos fenémenos fisico-quimicos que no
necesariamente nos brinda NPs de la misma fase y composicidén que el blanco del material. Sin embargo,
distintos materiales muestran distintas reacciones ante distintos medios bajo las mismas condiciones

experimentales.

En la siguiente seccién se discuten los pardmetros laser mas importantes para determinar las

caracteristicas de los nanomateriales sintetizados a través de la ablacion laser.
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2.4.1 Longitud de onda del pulso

Se debe conocer a qué longitud de onda presenta absorcién 6ptica el medio liquido, lo cual ocasionaria
que la energia depositada sobre el blanco sélido sufra una atenuacién igualmente importante, afectando
la eficiencia de ablacion y por lo tanto la produccidn de nanoparticulas. De igual manera, hay que tomar
en cuenta el coeficiente de absorcidn del blanco, ya que este parametro define la cantidad de energia
|aser absorbida en el material, y la profundidad de penetracidn dptica, la cual estd dada por el inverso del

coeficiente de absorcion.

Ademas, segun la literatura, a longitudes de onda mas cortas como el UV, los materiales metdlicos
presentan crateres de ablacién bien definidos y confinados al area irradiada, esto en comparacién con la
ablacién en el infrarrojo cercano que es absorbida por defectos e impurezas en blancos metalicos y que

generan un perfil irregular de ablacion en el area irradiada (Amendola y Meneghetti, 2013).

2.4.2 Fluencia del pulso

La fluencia es de los pardmetros mds importantes en el procesamiento de materiales. Cuando se quiere
realizar ablacién laser sobre un blanco, primero es necesario caracterizar la fluencia umbral de ablacién
del material. La fluencia umbral de ablacién define la densidad de energia necesaria para iniciar la
remocién de material en la superficie del material. Sadrolhosseini et al., (2018), reporta que, a fluencias

mayores, se producen nanoparticulas con un tamafio mayor y distribucién de tamafios mas amplia.

2.4.3 Duracion del pulso

Como se ha mencionado hasta ahora, este pardmetro tiene una fuerte influencia en la distribucion de
tamafios de las NPs, estructura y composicién. Para la realizacion de este trabajo se utilizaron pulsos ultra

cortos de 270 fs de duracion.
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2.4.4 Frecuencia de repeticion

La frecuencia de repeticidn define el intervalo temporal entre cada pulso, lo que implica que, a mayor
frecuencia de repeticidn de los pulsos laser, menor es el intervalo temporal entre los mismos. La
produccién de NPs por unidad de tiempo incrementa con la frecuencia de repeticidén; sin embargo, un
incremento lineal ocurre solo para intervalos de tiempo entre pulsos laser mayores al tiempo de vida de
la burbuja de cavitacion. Otro factor que se debe considerar es que para frecuencias de repeticién altas,
donde la separacion entre pulsos consecutivos es menor al tiempo caracteristico de difusién de calor, la
modificacion del blanco se acentta debido a efectos térmicos acumulativos, o bien efectos de incubacion,
ya que cada pulso que llega al blanco lo modifica en cierto grado, por lo que cada pulso que incide sobre
el mismo punto del blanco interactta con un blanco que ha sido modificado por el pulso inmediatamente

anterior.

2.4.5 Nimero de pulsos

El nimero de pulsos utilizado durante la irradiacidén es proporcional al tiempo que la muestra es sometida
a irradiacién laser y determina la cantidad de nanoparticulas que seran obtenidas. Sin embargo, las NPs
obtenidas de la ablacion también puede sufrir modificaciones al incrementarse el nimero de pulsos; por
ejemplo, las NPs en suspension en el medio liquido se veran expuestas a interactuar con el haz laser
incidente durante el proceso de sintesis, por lo que estas pueden sufrir fragmentacion al ser irradiadas

por los pulsos laser hasta completar la sintesis.

2.5 Efectos plasmonicos en las nanoparticulas metalicas

Las NPs metadlicas presentan propiedades plasmdnicas, en donde los electrones de conduccion del metal
oscilan colectivamente en respuesta a la luz incidente. Esto se debe a que, en los metales, los electrones
se encuentran altamente deslocalizados o menos confinados, ya que la separacién entre la banda de
conduccién y la banda de valencia desaparece, permitiendo que el material absorba la radiacion
electromagnética en un amplio rango de energia. Sin embargo, cuando un metal se encuentra en una

escala nanométrica donde la longitud de onda es mayor que el tamafio de la particula metdlica, la
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separacion entre las bandas de valencia y de conduccién aumenta, por lo tanto, el espacio que tienen los
electrones para moverse es menor, ocurriendo un confinamiento cudntico; en el momento que la luz
incide sobre la particula, se da un movimiento oscilatorio colectivo de los electrones de conduccién que
se encuentren en o cerca de la superficie de la NP. A esta oscilacién de los electrones en respuesta a la luz
incidente se le conoce como Resonancia de Plasmon de Superficie Localizado (o SPR por sus siglas en
inglés) (Bozzola, Perotto y De Angelis (2017), y se muestra esquematicamente en la Figura 6. Cabe
mencionar que para producir dichos efectos plasmdnicos, debe cumplirse que la interaccidon ocurra en una

interfaz metal-dieléctrico.

Plasmon de superficie

Absorbancia

Longitud de onda

Figura 6. llustracion de un plasmoén de superficie localizado. Tomado y adaptado de la referencia (Masson, 2020).

La absorcién asociada a la resonancia del plasmdn de superficie puede inducir un aumento de temperatura
de la NP cuando ésta se irradia con luz a la longitud de onda coincidente con dicha resonancia; este

aumento de temperatura puede utilizarse para causar dafio celular (Pfeiffer, 2018).

Las nanoparticulas plasmodnicas también exhiben interesantes propiedades de dispersion, absorbancia y

acoplamiento basadas en sus geometrias, tamafios, composicidn y posiciones relativas. Estas propiedades
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Unicas los han convertido en un foco de investigacién en muchas aplicaciones, incluidas las celdas solares,

la espectroscopia, la mejora de la seial para la obtencion de imagenes y el tratamiento del cancer.

Las NPs obtenidas en este trabajo son predominantemente esféricas y con dimensiones mucho menores

a la longitud de onda de irradiacion, por lo que se puede utilizar la aproximacién cuasiestatica para

determinar las secciones transversales de esparcimiento y absorcién de las nanoparticulas.

Dichas ecuaciones son:

donde:

Osc = 8_7Tk4.R6 Eparticula—€medio
3

Eparticulat2€medio

Eparticula—€medio

Oaps = 4TkR3Im

Eparticulat2€medio

, ®
k= 8partl’c:ulaz ’

O, © seccion transversal de esparcimiento

Ogps - Seccion transversal de absorcién

k: nimero de onda del campo eléctrico

R: radio de la particula

Emedio: Permitividad relativa del medio dieléctrico

Eparticula’ PErmitividad relativa de la nanoparticula, la cual se define como:

2
@p

& . =1 — —
particula w2 +iwy

Wy = V3 (Wres) -
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Lo anterior es conocido como el Modelo de Drude para electrones libres, donde w,, es la frecuencia del
plasma, y es la frecuencia de relajacidén de los portadores de carga, w es la frecuencia de la radiacién

electromagnética, y w, es la frecuencia clasica del plasmén de superficie.

Por lo tanto, la seccidn transversal de extincion sera:

Ocxt = Os¢ + Ogbs- (7)

El modelado y la simulacién de las propiedades épticas de las NPs de Cu tipo nucleo-coraza son de gran
importancia para comprender la naturaleza de los plasmones superficiales localizados. En este trabajo, se
disefid un modelo numérico a partir de la teoria de Mie utilizando el software COMSOL Multiphysics, el
cual funciona en base al Método de Elementos Finitos (ver Capitulo 3.4 Simulaciones en COMSOL para

nanoparticulas).

2.6 Efectos de oxidacion en las propiedades opticas de NPs de Cu

Uno de los retos al utilizar NPs de Cu, es que, al exponerse a una atmdsfera normal, las nanoparticulas
exhiben la formacidn de una capa muy delgada de éxido que se conoce como 6xido nativo, el cual influye
en las propiedades dpticas de las mismas. Dicha oxidacidon en la superficie del material es con frecuencia
visto como un efecto negativo, sin embargo, se han realizado varios estudios para buscar aplicaciones
utiles de este efecto. La oxidacién nativa o inducida de las nanoparticulas es un método efectivo y simple
para la fabricacion de 6xido nanoestructurado y/o para la sintesis de nanomateriales con nucleo metalico

y coraza de éxido.

Pefia-Rodriguez y Pal (2011) demostraron que la posicion del SPR puede sintonizarse variando el espesor
de la coraza de 6xido, y que, para ciertos valores de dicho espesor, la ganancia de intensidad del SPR puede

incrementarse hasta un 30%.

Purohit et al. (2020) estudid el efecto de la coraza de distintos 6xidos variando los espesores de ésta,
sintonizando e incrementando la intensidad del SPR a cierta longitud de onda, y finalmente llevando a
cabo un atrapamiento dptico de NPs de Cu individuales (lo que se conoce como pinzas dpticas, o en inglés,

optical tweezers).
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Yoon et al. (2008), asi como el grupo de Lee et al. (2015), probaron que las propiedades 6pticas en las
bandas desde el UV hasta el visible para nanoparticulas de tipo nucleo-coraza, con un nucleo de cobre y
una capa de carbono, pueden ser ajustadas modificando el nicleo o la coraza de la NP. Wang et al. (2012)
encontrdé que el grosor de la coraza de carbono y el grado de grafeno presente en la NP, determina el
estado electrdénico de la superficie en el nucleo de cobre, causando un corrimiento del pico de absorcién

plasmonica.

2.7 Caracteristicas del cobre

El cobre posee varias propiedades fisicas que propician su uso industrial en multiples aplicaciones, siendo
el tercer metal, después del hierro y del aluminio, mas consumido en el mundo. Es de color rojizo y de
brillo metdlico y, después de la plata, es el elemento con mayor conductividad eléctrica y térmica. Es un
material abundante en la naturaleza; tiene un precio accesible y se recicla de forma indefinida; forma
aleaciones para mejorar las prestaciones mecanicas y es resistente a la corrosion y oxidacion. Su estructura
cristalina se puede observar en la Figura 7. Algunas de las propiedades térmicas, fisicas y épticas del cobre

con mayor relevancia son mencionadas en la Tabla 1.

J
a—t=A 3
= KNP
J -I
J.' w J J J
(a) (b)

Figura 7. Estructura cristalina del cobre. (a) Celda FCC-Face Centered Cubic, vista frontal. (b) Celda FCC, vista lateral.
Tomado de la referencia (Jaramillo, Sanchez y Amaris, 2006).
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En la mayoria de sus compuestos, el cobre presenta estados de oxidacién bajos, siendo el mas comun el

+2, aunque también existen algunos con estado de oxidacion +1.

Tabla 1. Propiedades térmicas, fisicas y dpticas del cobre.

Notacion
K

C

=

Propiedades p
térmicas y fisicas D

T,

[\

7\_3\,.:ﬂ

Parametros Opticos a a
1030 nm R

Propiedad
Conductividad térmica a 20°C
Capacidad de calor especifico
Densidad
Difusividad térmica a 25°C
Temperatura de ebullicidn
Temperatura de fusién
indice de refraccién
Coeficiente de extincidn
Coeficiente de absorcidn
Permitividad relativa real
Permitividad relativa imaginaria
Fluencia umbral de ablacion

Valor
3.94
376.81
8.94
1.11E-4
2597
1083
0.3376
6.7731
8263.4
-45.76
4.5744
1.7 £0.3

Unidad
W/m-K
J/kg-K
g/cm?
m?/s
°C
°C

Expuesto al aire, el oxigeno y el cobre al combinarse forman materiales muy interesantes, entre ellos el

oxido de cobre () y 6xido de cobre (ll), los cuales son los mds comunes y se encuentran en la naturaleza.

En la Tabla 2 se mencionan las constantes dpticas del cobre, del éxido cuprico y del éxido cuproso.

2.7.1 Oxido cuproso (Cu;0)

El 6xido cuproso, también llamado éxido de cobre (1), mondxido de dicobre y 6xido de dicobre, es uno de

los 6xidos de cobre mdas comunes. Tiene propiedades diamagnéticas, de semiconductor y fungicidas. Se

cristaliza en forma de cubos y es de color rojizo, a veces amarillo dependiendo de su tamafio. Es insoluble

en agua, es soluble solo en acidos. En la Figura 8 observamos la estructura cristalina del 6xido cuproso,

asi como su forma en polvo.
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Copperil) oxide

Figura 8. Estructura cristalina del éxido cuproso y su forma en polvo. Tomado de la referencia (Wikipedia
Contributors, 2022).

2.7.2 Oxido ctprico (CuO)

El 6xido cuprico, también llamado éxido de cobre (Il) o simplemente oxido de cobre, pertenece al sistema
monoclinico y suele ser de color negro o pardo (Figura 9). Se disuelve solo en acidos y tiene propiedades
biocidas. Los biocidas pueden ser sustancias quimicas sintéticas o de origen natural o microorganismos
gue estan destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la accién o ejercer un control de otro
tipo sobre cualquier organismo considerado nocivo para el ser humano. Algunos ejemplos: Los pesticidas

y los agentes antimicrobianos (germicidas, antivirales, anti fingicos, antiparasitos, antibacteriales, etc).

—

Copper(11) oxide

Figura 9. Estructura cristalina del 6xido cuprico y su forma en polvo. Tomado de la referencia (Wikipedia
Contributors, 2021).
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Tabla 2. Constantes épticas del cobre y sus oxidos.

Material indice de Coeficiente de Permitividad Coeficiente de
refraccion (n) extincion (k) relativa (g) absorcion (a)
Cobre (Cu) 0.33769 6.7731 €;=-45.76 8.263e5cm™
€=4.574
Oxido cuprico 0.8640 0.2040 €:;=0.7048 7.366e5 cm™
(cuo) €,=0.3525
Oxido cuproso 2.2620 0.0250 €;=5.1160 1256.6 cm™
(Cu20) €,=0.1131

2.8 Nanoparticulas con actividad antimicrobiana

Recientemente, numerosos estudios han demostrado que diferentes nanoparticulas de éxidos metdlicos
presentan accidn biocida frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se sabe que la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas es funcién del area de superficie en contacto con los
microorganismos (Ravishankar y Jamuna 2011; Franci et al., 2015; Chiriac et al., 2016). El efecto bactericida
de las nanoparticulas metalicas se ha atribuido a su tamafio diminuto y a la razén superficie / volumen, lo
que les permite interactuar estrechamente con las membranas microbianas, por lo que el efecto
bactericida no se debe simplemente a la liberacién de iones metalicos en solucién (Ruparelia et al., 2008).
Los iones metalicos especificos (metales esenciales) son indispensables para la bioquimica de la vida en
todos los organismos, y su privacion puede causar dafios en la estructura de las membranas celulares y el
ADN. Sin embargo, el exceso de estos iones o la presencia de otros iones no esenciales (como Ag) puede
ser letal para las células, a menudo causado por estrés oxidativo, disfuncion de las proteinas o dafio de la

membrana (Figura 10) (Lemire et al., 2013; Beyth et al., 2015).

La accion bactericida depende de varios factores como el tamafio, composicidn quimica, recubrimiento,
forma, carga eléctrica, medio en el que se encuentren dispersas y concentracion utilizada de NPs (Seil y

Webster, 2012; Hajipour et al., 2012).
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especies reactivas
de oxigeno (ROS)

Figura 10. Efectos antibacteriales de las nanoparticulas metadlicas. El efecto bactericida de las nanoparticulas
metdlicas se atribuye a su tamafio pequeiio y a su relacion radio-volumen, el cual permite una interaccién mas
cercana con las membranas bactericidas. Después de la interaccidn con las células objetivo, las nanoparticulas
metdlicas pueden inducir pérdida de la integridad de la membrana, estrés oxidativo y dafios a las proteinas y ADN.
Tomado y adaptado de la referencia (Brandelli et al., 2018).

Para este trabajo, el microorganismo de estudio elegido es la bacteria Escherichia coli debido a su

importancia tanto en el campo de la investigacion basica como en el de su incidencia en salud publica.

2.8.1 Escherichia coli

Descrita por primera vez en 1885 por Theodor Escherichen 1885 (quien denominéd a la bacteria como
Bacterium coli commune, pero la taxonomia le adjudicé el nombre de Escherichia coli en honor a su
descubridor), es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es oxidasa
negativo, no catalasa positivo, anaerobio facultativo, cuya temperatura de crecimiento preferente es 37°C.

Su morfologia se observa en la Figura 11.
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En general la familia Enterobacteriaceae contiene una estructura antigénica muy compleja, con mas de
150 tipos de antigeno O (lipopolisacdrido), 100 antigenos K (capsular) y 50 antigenos H (flagelar), de los

cuales la mayoria son identificables y nos permiten clasificar a las cepas en serotipos (Brooks et al., 2007).

E. coli es principalmente una bacteria comensal que se encuentra colonizando el intestino de la mayoria
de los mamiferos. Sin embargo, debido a eventos de recombinacién y transferencia horizontal de genes
por elementos genéticos mdviles como plasmidos, bacteriéfagos e islas de patogenicidad, E. coli ha sufrido
modificaciones que permitieron el surgimiento de distintos patotipos como E. coli enterotoxigénica
(ETEC), enterohemorréagica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC), enteroagregativa
(EAEC), adherencia difusa (DAEC) y uropatégena (UPEC) que poseen la capacidad de colonizar e infectar el
sistema gastrointestinal provocando diarrea u otras regiones del cuerpo humano como el tracto urinario
y sistema circulatorio, lo que conlleva a la aparicion cada vez mas frecuente de infecciones

extraintestinales (Croxen y Finlay, 2010; Friedmann, 2006).
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Figura 11. Imagen SEM de bacterias de Escherichia coli.
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Capitulo 3. Metodologia

En el presente capitulo se describe la metodologia experimental que se utilizd para la sintesis de NPs de
Cu mediante la técnica ALSL, asi como la metodologia para la implementacién del modelo numérico en el
software COMSOL Multiphysics, basado en el Método de Elementos Finitos, para estudiar las propiedades
Opticas de las nanoparticulas. Ademds, se describen brevemente las técnicas y el proceso de

caracterizaciéon de las nanoparticulas.

3.1 Arreglo experimental

Para la sintesis de las nanoparticulas se utilizd el montaje experimental mostrado en la Figura 12, el cual
consiste en hacer incidir un laser pulsado, sobre un blanco (en este caso cobre), con el propésito de

remover/desprender material (ablacion laser) del blanco de cobre, el cual estd inmerso en un liquido.

Los parametros de irradiacion que determinan la sintesis de las NPs son los siguientes: longitud de onda,
fluencia por pulso, frecuencia de repeticion de los pulsos laser y velocidad de barrido del haz ldser sobre
la superficie del blanco.

PEB

Laser de femtosegundos Atenuadoropilco
@1030 nm

Figura 12. Arreglo Experimental para la sintesis de NPs de Cu mediante la técnica de ablacidn laser de sélidos en
liquidos (ALSL) con un laser pulsado de fibra con duracidon del pulso de 270 fs.
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Como se observa en la Figura 12, a la salida del laser (Satsuma Amplitud HP2), el haz pasa por un par de
elementos dpticos (placa retardadora de media onda, y un cubo polarizador) con el fin de ajustar/atenuar
la energia de los pulsos. Posterior a esto, el haz llega a un espejo periscopio, encargado de direccionar el
haz hacia la parte superior del arreglo donde llega a otro espejo, pasa por un divisor de haz (92%T-8%R) y
finalmente llega a otro espejo el cual direcciona el haz hacia la lente de procesado (LP) con una distancia
focal f, = 150 mm, la cual enfoca el haz sobre la superficie del blanco de cobre. El haz es reflejado en la
superficie del blanco sobre el cual se va a realizar ablacién siendo la cantidad de luz reflejada dependiente
de las propiedades 6pticas intrinsecas del blanco. El blanco se coloca dentro del recipiente con el medio
liquido, el cual esta montado sobre una plataforma llamada “Hexapod” que tiene 6 ejes de libertad para

realizar los barridos.

El haz retro-reflejado por el blanco, pasa a través de la lente de procesado, llega al espejo y nuevamente
incide sobre el divisor de haz, que se encarga de enviar el haz de luz hacia el espejo y desde este a la lente
magnificadora (LM) de distancia focal f,; = 300 mm, que enfoca sobre una cdmara CCD; esta parte del
arreglo es lo que se conoce como el plano equivalente de blanco (PEB). La cdmara CCD ubicada en el PEB
permite capturar el perfil de intensidad del haz incidente; de esta manera se puede caracterizar en tiempo
real la distribucién de intensidad sobre el blanco. Se puede conocer con exactitud no solo el tamafio del
haz, sino también el perfil de intensidad y la ubicacién de la cintura del haz con respecto a la superficie del
blanco. Si se conoce con precision el tamafio del haz sobre la superficie del blanco entonces se puede
determinar la fluencia por pulso incidente. Esta fluencia por pulso se determina de la energia por pulso
que lleva el haz, la cual es cuantificada por un medidor de energia que se coloca al momento frente a la
muestra, y el drea de la seccidn transversal del haz en la superficie del blanco, la cual se obtiene de la
medicidn en el plano equivalente de blanco con la cdmara CCD. Con el propdsito de remover/desprender
material y sintetizar las nanoparticulas, se utilizan valores de fluencia por encima del umbral de ablacién

del Cu (1.74 £ 0.063 J/cm?).

3.1.1 Sistema de Plano Equivalente de Blanco

En la Figura 12 se observa el sistema de monitoreo Plano Equivalente de Blanco (PEB). Su funcionamiento
se basa en la luz del haz laser que es retro-reflejada por la muestra (en la imagen corresponde al camino

en rosa).
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El sistema PEB esta compuesto por una lente de procesado de 150 mm (Thorlabs LA1951-B), una lente de
magnificacion de 300 mm (Thorlabs LA1484-B), un divisor de haz (92%T-8%R, Thorlabs BP108) y una

camara CCD (Thorlabs DCC16445-HQ), en donde la magnificacidn estd dada de la siguiente manera:

fm
M= 8
fp’ ( )

con fy la distancia focal de la lente de magnificacion y f, es la distancia focal de la lente de procesado.

3.1.2 Caracterizacion del haz laser

La caracterizacidon del haz laser incidente nos ayuda a calcular el drea efectiva del haz laser enfocado sobre
la superficie del blanco, la cual sera utilizada para determinar la fluencia por pulso. Este procedimiento se
realizd capturando una imagen por medio del sistema PEB. El perfil de intensidad de la imagen capturada

fue extraido con ayuda del Software ImageJ.

Debido a que el perfil del haz laser enfocado es ligeramente eliptico, se requieren tomar los perfiles a lo

largo de sus ejes mayor y menor (Figura 13).
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Figura 13. Perfiles de intensidad del haz laser.
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El eje mayor, denominado en este caso eje X, y el eje menor, denominado eje Y, se procesaron en el
software Origin, donde los perfiles fueron graficados y se les realizé un ajuste Gaussiano. Se determiné el
ancho del haz a la mitad del maximo de intensidad (FWHM, por sus siglas en inglés “Full Width at Half

Maximum”), teniendo como resultado los siguientes valores:

FWHMy = 15.273 pm

FWHMy = 17.775 pm

Una vez obtenido el tamano del haz en el plano equivalente de blanco, se prosigue a calcular las
dimensiones reales del haz en la superficie del blanco y el drea efectiva de su seccién transversal usando

las siguientes expresiones:

FWHM ;+Tamaiio de pixel
Di = Mil P v P (9)
gnificacion
A= Txw,*wy, (10)

donde

D;: didmetroenxoy

FWHM;: ancho del haz a la mitad de la maxima intensidad enx oy

Tamafio de pixel: de la cdmara utilizada

Magnificacion: utilizando las distancias focales de las lentes utilizadas

A: area de la seccidn transversal del haz

o, ,n o, .n

w;: radios para “x” y “y”, es decir la mitad del diametro de la cintura del haz.
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3.2 Fluencia umbral de ablacion del cobre

Un parametro muy importante de conocer o determinar, cuando se trabaja en el procesamiento de
materiales con laseres pulsados, es la fluencia umbral de ablacion del material. Este umbral establece la
posibilidad de remover material en la superficie de la muestra de interés. En el caso que estudiamos en
esta tesis, la sintesis de nanoparticulas requiere del fenémeno de ablacién para proveer el material a partir
del cual se generaran las nanoparticulas. Por lo tanto, la primera tarea de este trabajo consistié en
determinar la fluencia umbral del blanco de cobre por medio del software Origin. De acuerdo a Byskov-

Nielsen et al. (2010), la metodologia para este procedimiento es la que se describe a continuacion.

Primeramente, se realiza una matriz de ablacién variando en las columnas el nimero de pulsos y en los

renglones la energia por pulso como se muestra en la Figura 14.

Epp (W) 10 100 1000 10,0000

Figura 14. Matriz de ablacion en cobre.
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Una vez completa la matriz de ablacidn se mide el didmetro mayor y menor de cada uno de los crateres
formados a diferentes fluencias, esto usando microscopia de fuerza atémica (AFM). Se toma un promedio

de varias mediciones y se determina la desviacién estandar para calcular las incertidumbres.
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Figura 15. Diametros al cuadrado para (a) diametros en “x”, y (b) didmetros en “y”, en funcién de la fluencia por
pulso aplicado para distintos nimeros de pulsos. Las lineas continuas representan el ajuste realizado con la ecuacidn
11.
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Del ajuste con Origin, se obtienen los datos wiy Ew, para cada nimero de pulsos, por lo que ahora se puede

determinar el valor de Fi para cada caso utilizando la ecuacidn 12 (Byskov-Nielsen et al., 2010);

2Ep(N)

Twywy !

Fep(N) = (12)

donde:

Fin: fluencia umbral

Ewn: energia umbral

w,: radio mayor

Wy radio menor.

Para determinar la fluencia umbral de ablacion por pulso, se ajustan los datos obtenidos a la ecuacion (12)
por medio de la ecuaciéon (13), la cual fue propuesta por Jee et al., 1988, donde la fluencia umbral de
ablacion para N pulsos es proporcional a la fluencia umbral para un solo pulso multiplicada por el numero
de pulsos depositados sobre el blanco, elevado al exponente S-1, donde el factor S se conoce como
coeficiente de incubacién y toma en cuenta la modificacién gradual que sufre el material con cada pulso

(Figura 16).

Fin(N) = Fep(1) + N°71, (13)

donde:

Fin (N): fluencia umbral de ablacién cuando se emplea un nimero N de pulsos

Fw (1): fluencia umbral para 1 pulso

N: nimero de pulsos

S: coeficiente de incubacién del material.
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Figura 16. Fluencia umbral de ablacién dependiente del nimero de pulsos.

3.3 Parametros de irradiacion

Con el fin de estudiar el efecto de la fluencia por pulso y la frecuencia de repeticién en la sintesis de

nanoparticulas en un medio de agua destilada, se realizé un conjunto de experimentos a una frecuencia

de repeticion fija de 50 kHz y 100 kHz para distintos valores de Fy, (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros de irradiacion para la sintesis de NPs de Cu en agua.

Cu-Agua5 Cu-Aguab Cu-Agua? Cu-Agua8 Cu-Agua9

Frecuencia (kHz) 50 50 50 100 100
Potencia promedio (W) 1.27 0.65 0.30 1.27 0.65
Velocidad de barrido (mm/s) 4 4 4 4 4
Energia por pulso (J) 5.4E-6 13.0E-6 6.0E-6 12.7E-6 6.50E-6

Fluencia por pulso (mJ/cm?) 5.00 2.56 1.28 2.50 1.28



33
Por otro lado, los pardmetros de irradiacion para la sintesis de nanoparticulas en acetona son los
mostrados en la Tabla 4.

Tabla 4. Parametros de irradiacidn para la sintesis de NPs de Cu en acetona.

_ Cu-Acet6 Cu-Acet7 Cu-Acet8 Cu-Acet9 Cu-Acetl0 Cu-Acetll

Frecuencia (kHz) 50 50 100 100 100 50
Potencia promedio (W) 1.29 0.65 1.29 0.65 0.30 0.3
Velocidad de barrido (mm/s) 4 4 4 4 4 4
Energia por pulso (J) 25.8E-6  13.0E-6  12.9E-6  6.5E-6 3E-6 6E-6
Fluencia por pulso (mJ/cm?) 3.80 1.92 1.90 0.958 0.442 0.884

3.4 Simulaciones en COMSOL para nanoparticulas

Utilizando el software COMSOL, que funciona en base al Método de Elementos Finitos, se implementd un
modelo para calcular las secciones transversales de absorcidn, esparcimiento y extincidon de una particula
esférica y tipo nucleo-coraza. De esta forma fue posible determinar las propiedades dpticas de las
nanoparticulas de Cu, para diferentes tamafios, y también fue posible estudiar el efecto del espesor de la

coraza de CuO y Cu,0.

E
Onda ko
incidente

Figura 17. Diagrama de la nanoparticula en la simulacién. Tomado y adaptado de la referencia (Yushanov, Crompton
y Koppenhoefer, 2013).

Particula
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La

Figura 17 muestra una seccion del diagrama utilizado en la simulacidon donde se considera una onda plana
propagandose en la direccién x y con polarizacion en la direccién z. La region del PML (Perfectly Matched
Layer, por sus siglas en inglés) limita el drea de calculo y evita posibles reflexiones generadas por la
interaccion del campo EM con la frontera; la superficie S se utiliza para calcular la energia total esparcida

y el volumen contenido en Sp (es decir, la nanoparticula) se utiliza para calcular la energia total absorbida.

3.4.1 Modelado

El primer paso es abrir un modelo 3D y seleccionar la opcidon de “Electromagnetic Waves, Frequency

Domain”. Una vez dentro procedemos a definir los parametros mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros definidos para la simulacién de una nanoparticula ndcleo-coraza.

Nombre Expresion Descripcion
EO 1[V/m] Amplitud del campo electromagnético
radio 10 [nm] Radio de la nanoparticula
r_pml 10*radio Radio del PML
t_pml 3*radio Grosor del PML
lambda 200[nm] Longitud de onda inicial
lambda_min lambda Longitud de onda inicial
lambda_max 1200[nm] Longitud de onda final
lambda_step 10[nm] Pasos en la longitud de onda
t_shell 2[nm] Grosor de la coraza

sigma_geom
s_in
N

kinc

pi*(radio+t_shell)”2
E0~2/(2*Z0_const)
1.33
2*pi*n/lambda

Seccién transversal geométrica
Factor de escala
indice de refraccién del agua

Vector de onda
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A continuacidn, se define la geometria de la figura a simular. Para nuestro caso se aiadiran dos esferas;
una esfera para la nanoparticula con un tamafio de radio que hayamos definido anteriormente, y otra

esfera que serd el PML, de radio r_pml y de grosor t_pml.

Por otro lado, se necesitan los datos de indice de refraccion de los materiales que componen la
nanoparticula nucleo-coraza. Para esto se agregan 4 funciones de interpolacidn: 2 para el material en el
nucleo de la NP (una para los datos de la parte real del indice de refraccién “n”, y una para la parte
imaginaria “k”), y 2 funciones para el material en la coraza de la NP (de igual manera para la parte real e

imaginaria del indice de refraccidn). En cada funcion se importan las respectivas tablas en archivo “.txt”.

De acuerdo a Grand y Le Ru (2020), se consideran las ecuaciones (13) - (17) para calcular las secciones
transversales de absorcidn y esparcimiento, donde primero definimos el campo incidente (en COMSOL

llamado “back-ground electric field”) como
Einc = Eoexp (—ikz)e,, (13)
conk = 2”//1 , (14)

es decir, una onda que se propaga en la direccién z con polarizacién en la direccion x. En COMSOL, la

ecuacion se escribira EO*exp(-j*2*pi/(lambda)*z).

La seccidn transversal de esparcimiento es calculada integrando el flujo del vector de Poynting complejo

del campo disperso S a través de la superficie de la nanoparticula:

05c = 5. flyp Re (Ssc-m) dS, (15)

2

con Sy = (16)

Lo
27y’

siendo Z, la impedancia caracteristica en el vacio y S, el parametro definido en la Tabla 6 como S_in.

La seccidn transversal de absorcidn es calculada a partir de la integral de volumen de la densidad de

disipacion de potencia total dentro de la NP:
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Oans = 5 [lypQndV. (17)

Por lo tanto, en COMSOL, se debe crear dos funciones de integracién; una llamada intop_vol, la cual serd
la integral de volumen dentro de toda la nanoparticula, y otra funcién llamada intop_surf para la integral

de superficie en la superficie de la nanoparticula. Después, se procede a definir las variables de la Tabla 6:

Tabla 6. Variables definidas para la simulacion de una nanoparticula nucleo-coraza.

Nombre Expresion Unidad Descripcion

nrelPoav nx*emw.relPoavx+ny*emw.relPoavy+nz*emw.relPoavz ~ W/m?  Vector de Poynting

Seccién transversal

Sigma_sc intop_surf(nrelPoav)/s_in m .
de esparcimiento
, Seccion transversal
sigma_abs intop_vol(emw.Qh)/s_in m o
de absorcion
, Seccién transversal
sigma_ext sigma_sc+sigma_abs m

de extincion

Por ultimo, después de crear la geometria y asignar las correspondientes ecuaciones al modelo, el
siguiente paso es construir el mallado, que es parte de la discretizacién para el calculo por medio del

Método de Elementos Finitos.

3.5 Caracterizacion de las nanoparticulas

Una vez obtenidas las nanoparticulas en las soluciones coloidales, se procedié a su caracterizacidn. Para

dicho fin, se utilizaron las siguientes técnicas:
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e Microscopia electrdénica de transmision de alta resolucion (HRTEM, por sus siglas en inglés, High
Resolution Transmission Electron Microscopy), para evaluar las caracteristicas morfoldgicas y

estructurales de las NPs;

e Espectroscopia micro-Raman, para estudiar la forma estructural y composicidén quimica;

e Espectroscopia UV-VIS-IR, para estudiar la absorcién éptica de las soluciones coloidales en un

rango espectral de ultravioleta al infrarrojo cercano (200- 1100 nm);

e Medicion de Potencial Zeta, para mediciones de la distribucién de tamanos y la estabilidad de las

soluciones coloidales.

3.5.1 Espectroscopia UV-VIS-IR

En las mediciones por medio de espectroscopia UV-VIS-IR (ultraviolet-visible-infrarred light), la absorcion
de la luz como funcién de la longitud de onda nos provee informacion sobre las transiciones electrénicas
qgue ocurren en el material sujeto de caracterizacidon. También nos permite identificar la longitud de onda
de la resonancia plasmdnica del material, esta longitud de onda de resonancia varia dependiendo del
material del que esta hecho la NP, asi como de su tamafo y forma. La fraccidn de luz transmitida a través
de una muestra coloidal de NPs se describe mediante la ley de Beer-Lambert, la cual establece que la
fraccion de luz transmitida (medida después de su interaccion con la muestra) tiene una dependencia

exponencial decreciente de la siguiente forma (Di Capua, Offi y Fontana, 2014):

I, = Igetal,

donde I; es la intensidad transmitida, I, es la intensidad incidente, p. es el coeficiente de absorcidn de la

solucidn coloidal y [ es el camino dptico.

La absorbancia de la solucién coloidal estd dada por el producto del coeficiente de absorcién por el camino
Optico y ésta a su vez se puede describir en funcién del coeficiente de absortividad molar y la

concentracién de las nanoparticulas de la siguiente manera (Chen, Dinh y Miller, 2013):
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1
A =zcl=-logy ()

donde:
A: absorbancia
€: coeficiente de absortividad molar
c: concentracién de las especies absorbentes
l: camino éptico de la luz a través de la muestra.

En este trabajo se utilizé un espectrémetro UV-VIS-IR (StellarNet SL5-DH como la fuente de luz, StellarNet

BLACK-Comet-SR como el detector) en el rango de 200 a 1000 nm (Figura 18).

Sujetador de cubeta
con la muestra

Black-Comet -

o ——— Cables de fibra optica
Fuente de |uz

Figura 18. Diagrama de configuracién del espectrometro UV-VIS-IR StellarNet.

La fuente de luz es una ldmpara haldégena de tungsteno y deuterio. La ldmpara combina el espectro del

deuterio con el espectro del halégeno de tungsteno para formar un solo camino éptico, el cual se
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direcciona hacia la muestra a través de un cable de fibra dptica. La luz que no es absorbida en la muestra,
es decir, la luz transmitida, es direccionada mediante otra fibra éptica hacia el detector del espectrémetro,
en donde la luz incide sobre una rejilla de difraccidn y la luz difractada se detecta en una cdmara CCD.
Finalmente, a través del software del equipo, se realiza el procesamiento de datos de la absorbancia y/o

transmitancia.

3.5.2 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica que nos proporciona informacién sobre la estructura quimica,
modos vibracionales y fase cristalina del material de interés. Se basa en la dispersién inelastica de fotones,
conocida como dispersién Raman. Se usa una fuente de luz monocromadtica, generalmente de un ldser en
el rango visible, infrarrojo cercano o ultravioleta cercano. La luz laser interactia con vibraciones
moleculares, fonones u otras excitaciones en el sistema, lo que hace que la energia de los fotones laser
incidentes se incremente o disminuya ligeramente. El cambio de energia proporciona informacién sobre
los modos vibracionales del sistema. Cuando el fotén esparcido tiene una energia menor a la del fotén
incidente, se dice que tenemos esparcimiento Stokes, y por el contrario si el fotédn esparcido tiene una

energia mayor que la del fotdn incidente se dice que tenemos esparcimiento Anti-Stokes.

Rejilla de

difraccion /t—
ot Detector

Distancia focal x
— CCD

Filtro notch o
monocromador [

Muestra

Figura 19. Esquema basico de un espectrometro Raman. Imagen tomada y adaptada de StellarNet.
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Como se muestra en la Figura 19, normalmente, el material de interés se ilumina con un haz laser. La luz
esparcida se recoge con una lente y se envia a una rejilla de difraccidn. La luz dispersada eldsticamente
que conserva la longitud de onda correspondiente a la linea laser (dispersién de Rayleigh) se filtra
mediante un filtro notch o un filtro pasa bandas, mientras que el resto de la luz recolectada se envia a un

detector (usualmente un arreglo lineal CCD).

Para este estudio se utilizé el equipo micro-Raman Lambda Solutions P2, equipado con un laser CW Nd-
YAG de 50mW con una longitud de onda de 532 nm y un microscopio Olympus BX-41. Se usé un objetivo
de 100X para enfocar el haz laser en la muestra, con un tamafio de cintura de 3um. Para realizar las
mediciones Raman se prepararon las muestras secando a temperatura ambiente unas gotas de la
suspension coloidal de NPs sobre un portaobjetos de vidrio. Los espectros Raman se capturaron para 20

adquisiciones con duracién de 1s cada una, en el rango de 160 a 1200 cm™.

3.5.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Esta técnica de caracterizacidn se usé con el propdsito de conocer e identificar el patron morfolégico de
las nanoparticulas. Se tomaron imagenes con el microscopio TEM en la modalidad de alta resolucion, o
HRTEM (High Resolution Transmission Electron Microscopy, por sus siglas en inglés), ya que esta permite

obtener informacién de los planos atdmicos de los elementos que conforman las nanoparticulas.

Basicamente, un haz de electrones se transmite a través de una muestra ultradelgada, interactuando con
la muestra a medida que la atraviesa. Se forma una imagen a partir de la interaccién de los electrones
transmitidos a través de la muestra; la imagen se amplia y se enfoca en un dispositivo de formacién de
imagenes, como una pantalla fluorescente, en una pelicula fotogréfica o se detecta mediante un sensor
como una cdmara CCD. En la Figura 20 se muestra el diagrama bdasico de un microscopio TEM. Los
microscopios TEM son capaces de obtener imagenes con una resolucidn significativamente mas alta que
los microscopios dpticos, debido a la pequefia longitud de onda de De Broglie de los electrones. Esto
permite al usuario del instrumento examinar detalles finos, incluso tan pequefios como una sola columna
de atomos, que es miles de veces mas pequeia que el objeto mas pequefio que se puede resolver en un

microscopio éptico.
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Figura 20. Diagrama bdsico de un microscopio electrénico de transmisidn. Tomada y adaptada de la referencia
(Bradbury et al., 2019).

La morfologia, el tamano, la forma y la estructura cristalina de las NP de cobre se investigaron mediante
microscopia electrénica de transmision (TEM) utilizando un microscopio Hitachi H-7500 y uno JEOL 2100,
este ultimo en su modalidad de alta resolucion (HRTEM), ambos operan a un voltaje de aceleracion de 120
kV con un filamento LaB6. La muestra se prepard colocando una gota del coloide directamente sobre una
rejilla de cobre recubierta de carbdn y dejando que el liquido se evaporara a temperatura ambiente. Las
imagenes TEM fueron procesadas por el software Image J para obtener la distribucién de tamanos de las

NPs de Cu.
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3.5.4 Medicidn del potencial zeta

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsidn o atraccidn electrostatica (o de carga) entre
las nanoparticulas, y es uno de los pardmetros fundamentales que se sabe que afectan la estabilidad. Su
medicién aporta informacién detallada de las causas de la dispersién, agregacion o floculacién, y se puede
aplicar para mejorar la formulacion de dispersiones, emulsiones y suspensiones. Los coloides con un alto
potencial zeta, tanto positivo como negativo, son mas estables eléctricamente, mientras que los coloides
con un bajo potencial zeta tienden a aglomerarse o coagularse, lo que da lugar a una estabilidad coloidal

deficiente.

Las particulas o coloides dispersos pueden tener carga eléctrica positiva o negativa debido a los iones que
las rodean, por lo que se busca maximizar las fuerzas repulsivas entre ellos para producir suspensiones
estables. Las repulsiones mutuas entre particulas adyacentes impiden la unién de grandes y rdpidas

sedimentaciones de aglomerados, tal como se observa en la Figura 21.
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Figura 21. Representacion grafica de NPs en un coloide. a) Particulas con cargas se repelen. b) Particulas sin cargas
se aglomeran. Tomado de la referencia (Rojas, 2013).

Para llevar a cabo este andlisis se utiliza un dispositivo llamado Zeta Seizer, el cual nos ayuda a medir tanto
tamafios de NPs, como el potencial zeta del coloide. El equipo realiza mediciones de tamafo mediante un
proceso llamado dispersién dinamica de luz (DLS). La dispersion dindmica de luz (también conocida como

PCS-Espectroscopia de correlacion de fotones) mide el movimiento browniano y lo relaciona con el
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tamafio de las particulas. Para ello, ilumina las particulas con un laser y analiza las fluctuaciones de

intensidad de la luz dispersada.
Para el calculo del potencial zeta, se determina la movilidad electroforética realizando un experimento de
electroforesis en la muestra y midiendo la velocidad de las particulas usando velocimetria laser Doppler

(LDV).

Electrical double layer

Stern Diffuse
layer layer

Slipping plane

Surface potential
Zeta potential

Distance from particle surface

Figura 22. Diagrama del modelo de Doble Capa, mostrando una nanoparticula cargada y la distribucién de iones
positivos y negativos alrededor del coloide. Tomado de la referencia (Rojas, 2013).

Usualmente se utiliza el modelo de Doble Capa (Figura 22) para visualizar la atmdsfera idnica en la
proximidad del coloide cargado y para explicar como actuan las fuerzas de repulsidn. El desarrollo de una
carga neta en la superficie de la particula afecta la distribucidn de iones en la regidn interfacial circundante,
lo que resulta en una mayor concentracion de contraiones (iones de carga opuesta a la de la particula)
cerca de la superficie. La capa liquida que rodea la particula existe en dos partes; una regién interna,
llamada capa Stern, donde los iones estan fuertemente unidos y una regidn externa, la capa difusa, donde
estan menos firmemente unidos; por tanto, existe una doble capa eléctrica alrededor de cada particula.
Dentro de la capa difusa hay un limite tedrico dentro del cual los iones y particulas forman una entidad
estable. Cuando una particula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad), los iones dentro del limite

se mueven con ella, pero los iones mas alla del limite no viajan con la particula. Este limite se denomina
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superficie de cizallamiento hidrodindmico o plano de deslizamiento. El potencial que existe en este limite

seé conoce como potencial zeta.
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Figura 23. Grafico de una celda capilar, donde se dara a lugar el fendmeno de electroforesis. Tomado de la referencia
(Rojas, 2013).

Lo que se mide directamente es la movilidad electroforética, y la conversion a potencial zeta se infiere de
consideraciones tedricas. La esencia de un sistema clasico de microelectroforesis es una celda con
electrodos en cada extremo a la que se aplica un potencial (Figura 23). Las particulas se mueven hacia el
electrodo de carga opuesta, su velocidad se mide y se expresa en fuerza de campo unitaria como su

movilidad.

3.5.5 Determinacidn de la concentracion de nanoparticulas

El picndmetro, mostrado en la Figura 24, es un utensilio empleado en laboratorios que se utiliza para
medir el volumen o la densidad de un elemento o una solucion. Dicha herramienta nos ayuda a determinar
la cantidad de nanoparticulas sintetizadas en cierto volumen. Consta de un pequefio matraz con un

pequefio tapdn esmerilado con un capilar.
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Figura 24. Imagen de un picndmetro con volumen de 50 ml.

Para utilizarlo, se quita el tapdn esmerilado y se vierte la sustancia liquida en la vasija del picndmetro. Al
colocar de nuevo al tapdn, la sustancia subird a través del interior de la tapa hasta el capilar que tiene por
dentro. Se debe llenar toda la vasija de la sustancia hasta que se derrame un poco por encima al introducir

el tapdn, y es muy importante que no quede ninguna burbuja al realizar este procedimiento.
Para el calculo de la concentracién de nanoparticulas, la metodologia es la siguiente:

1. Se pesa en una balanza analitica el picndmetro con el coloide.

2. Se pesa el picndmetro con el medio liquido, en este caso, con el agua destilada.

3. Lladiferencia entre ambos pesos se divide entre el volumen que le cabe al picndmetro con todo y

el capilar (este dato viene grabado en el instrumento).

4. Una vez obtenido el resultado del volumen, se tendra el resultado final de cuél es la densidad de

la sustancia (g/ml).

El instrumento utilizado en este trabajo es un picnémetro de vidrio de 10 ml, calibrado, con un volumen

neto de 10.638 ml, de la marca ISOLAB Labware.
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3.6 Ensayos de inhibicion con E. coli

Para evaluar los efectos antibacteriales de las NPs de Cu, se tomd una muestra sintetizada en agua y se

siguieron los pasos siguientes:

1.

6.

Se expuso el coloide a luz UV para esterilizarlo.

Se prepararon dos series o muestras del coloide.

Se diluyé una muestra de 100 pl de coloide en 3 ml de medio de cultivo (LB) y se incubd el medio
a 37 °C por 24 horas; completado este lapso, se confirmd que las muestras no estuvieran

contaminadas.

Se separé el coloide con LB en tres tubos, con 0.5 ml, 1 ml y 1.5 ml, teniendo 9 tubos en total,

(dos series con 0.5 ml, dos de 1 mly dos de 1.5 ml, cada uno con sus respectivos controles).

Se agregd un volumen de 22 ul de E. coli en solucién liquida (~10,000 células) en cada tubo de

coloide.

Se incubaron las muestras a 37 °C por 15 horas.

Al final, cada muestra analizada consiste de coloide en agua + medio de cultivo LB + bacteria E. coli. Los

controles consisten en medio de cultivo LB + bacteria E. coli.
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Capitulo 4. Resultados y Discusion

4.1 Fluencia umbral de ablacion del cobre

Se realizd un matriz de ablacidn de 18 X 18 puntos (ver Figura 25), variando en las columnas el nimero
de pulsos y en los renglones la potencia promedio. Los puntos se repiten 9 veces para cada parametro (el

objetivo de repetirlo fue para obtener datos de incertidumbre en cada punto, debido a las variaciones de

punto a punto asociadas a un blanco de superficie rugosa).

3.2

3.5

Figura 25. Matriz de ablacion en cobre. Los recuadros con “x” indican que no hubo cambios significativos en el
material.
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Figura 26. Fluencia umbral de ablacién del cobre dependiente del nimero de pulsos. La linea continua roja

corresponde al ajuste.

Después de realizar los pasos en la metodologia descrita, se calculé que la fluencia umbral de ablacién por

pulso para el cobre es de Fy, 1.74 £ 0.063 J/cm? (Figura 26), valor que es acorde con lo que se ha reportado

en la literatura; por ejemplo, Byskov-Nielsen, Savolainen, Christensen, y Balling (2010), reportaron que el

umbral de ablacién para el cobre es de 1.7 +0.3 J/cm?.

4.2 Resultados de espectroscopia UV-VIS-IR

Una vez sintetizados los coloides utilizando una fluencia por pulso de 250 J/cm? (es decir,

aproximadamente 143 veces la fluencia umbral de ablacidn),

se procedidé a caracterizarlos
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inmediatamente después de la ablacidn, monitoreando su evolucién por varios dias posterior a la sintesis.
En el caso de los coloides en agua, los cuales se observan en la Figura 27, las NPs son mas estables que en
el caso de los coloides en acetona (Figura 28) conservando su morfologia y composicién quimica hasta
por una semana posterior a la sintesis. Para las NPs sintetizadas en acetona, la estabilidad del coloide es

muy corta, ya que la precipitacién de éstas comienza al cabo de unas horas.

Figura 27. Soluciones coloidales de NPs de Cu en agua destilada. Cada muestra fue sintetizada bajo distintos
parametros de irradiacion.

"

09.03 o
B10

Figura 28. Soluciones coloidales de NPs de Cu en acetona. Cada muestra fue sintetizada bajo distintos parametros
de irradiacion.

Por simplicidad, se tomd la muestra mas representativa y 6ptima de cada medio liquido (una de agua y
otra de acetona) respecto a la formacién de las nanoparticulas tipo nucleo-coraza del coloide y a la
concentracién obtenida para su caracterizaciéon. Los espectros UV-VIS del coloide se midieron

inmediatamente después de la sintesis y nuevamente a los 3 dias de la misma. La Figura 29 muestra los
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espectros de absorcidon de nanoparticulas de cobre sintetizadas en agua, en el recuadro se observa que
después de la sintesis la solucion coloidal tiene una tonalidad azul oscuro. El espectro de absorcién esta
caracterizado por una banda de absorcidn centrada en la longitud de onda alrededor de 600 nm, la cual
estd asociada a la resonancia del plasmdn superficial de las NPs de cobre en el agua. Por otro lado, en el
UV la absorbancia alcanza valores muy altos. Al evolucionar la solucion coloidal, 3 dias posterior a la
sintesis, la banda de resonancia plasmdnica en 600 nm se mantiene, registrando un ligero corrimiento de
12 nm hacia el rojo, mientras que en el UV la absorbancia disminuye y se forma una banda bien definida
y centrada alrededor de 220 nm. La Figura 30 muestra los espectros de absorcién de las NPs de cobre
sintetizadas en acetona, el coloide tiene una tonalidad marrén claro, como se muestra en el recuadro de
la figura; esta tonalidad corresponde a la solucién coloidal el dia de la sintesis y 3 dias posteriores a la
misma. El maximo de la banda de absorcidn se ubica centrado a 575 nm, la absorbancia de la solucion
coloidal disminuye con el tiempo, la banda en 575 nm decrece en magnitud en el periodo de monitoreo
de 3 dias, sin embargo, no se presentd ninglin desplazamiento. La posicién en longitud de onda de la banda
de absorcion en acetona sugiere que el tamafo promedio de las NPs sintetizadas en acetona es menor

gue el de las NPs sintetizadas en agua.

4.0
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Figura 29. Espectros UV-VIS de los coloides sintetizados en agua.
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Figura 30. Espectros UV-VIS de los coloides sintetizados en acetona.

De acuerdo a la teoria de Mie, la presencia de un solo pico de extincién indica que las particulas tienen
forma esférica o cuasi esférica segun la literatura (Tilaki et al., 2007). Asimismo, el pico alrededor de 300
nm esta relacionado con 6xidos de cobre (Jayaprakash et al., 2014; Kumar et al., 2017; Arreguin-Campos
et al., 2018). Con base en esta informacién, fue posible simular el tamafio principal de las NPs en las

muestras.

4.3 Calculo de la seccion transversal de absorcion

Los resultados demuestran el impacto del tamafio de las nanoparticulas y la composicidn del
recubrimiento de la superficie en la respuesta a los fendmenos dpticos. Se realizaron simulaciones de NPs
de cobre metdlico puro, de CuO y de Cu,0O con didmetro de 5-70 nm, sin embargo, estos espectros no
mostraron relacién con los resultados experimentales. Posteriormente se simularon NPs de tipo nucleo-

coraza con nucleo de Cu y capa de CuO, Cu,0 y C (carbono), variando los didmetros y espesores de la
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coraza. Finalmente, se observo que al considerar nanoparticulas con nicleo de cobre y coraza de CuO, las

secciones transversales calculadas describen bien a los espectros de absorcidn obtenidos

experimentalmente (Figura 31).

En la Figura 31 (a) se muestra la simulacién de la seccién transversal de absorcidon de una nanoparticula
tipo nucleo-coraza, con un diametro de nucleo de cobre de 15 nm y un espesor de coraza de 7 nm. En la
parte inferior se compara con el espectro UV-VIS de la muestra de NPs de Cu sintetizadas en agua
destilada. Se puede observar la banda de resonancia plasmadnica cercana a los 600 nm, coincidiendo con
la simulacién y presentando un aspecto similar en la forma del espectro. Por otro lado, en la Figura 31(b),
en la parte superior, se presenta una simulacidn de la secciéon transversal de absorciéon de una
nanoparticula tipo nucleo-coraza con un nucleo de cobre de 16 nm y una coraza de 4 nm, la cual coincide

con la banda de absorcion maxima a 580 nm con la muestra de las NPs sintetizadas en acetona.
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Figura 31. Seccidn transversal de absorcién de una nanoparticula tipo nucleo-coraza Cu@CuO calculada para (a)
agua (b) acetona, con sus respectivos espectros experimentales.
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En ambos casos de sintesis, la banda de resonancia plasmdnica mds representativa de los espectros UV-
VIS corresponde a una nanoparticula de tipo nucleo-coraza con un nucleo de Cu y una capa de CuO; las

simulaciones en las que se propuso una capa de Cu,0 o carbono no coincidian con la forma del espectro.

4.4 Resultados del estudio del efecto de oxidacion en NPs de Cu

El efecto del proceso de oxidacién en las propiedades dpticas de las nanoparticulas fue analizado
tedricamente considerando nanoparticulas tipo nucleo-coraza y variando el espesor de la capa de oxido,
representada por la coraza. En la Figura 32 se muestran los resultados del cdlculo de la seccién transversal
de absorcidn para una nanoparticula nucleo-coraza en agua destilada, con un nucleo de Cu y una capa de
CuO, variando el grosor de la capa desde 2 nm hasta 8 nm y considerando dos radios de nucleo, de 10 nm
de radio y de 50 nm radio, para su comparativa. Para el caso de una nanoparticula de 10 nm de radio,
iniciamos con un grosor de capa de 2 nm, observando dos bandas de resonancia plasmaénica caracteristicas
en 300 nmy 570 nm. Al incrementar dicho grosor, se observa una disminucidn en la absorcion, esto debido
a que la diferencia de tamafio entre el nucleo y la coraza es cada vez mds estrecha, por lo que llega un
momento en que el grosor de la capa de 6xido se asemeja al didmetro del nucleo de la nanoparticula,
resultando en que la banda de absorcidén perteneciente al cobre sea apantallada por la coraza de dxido

cada vez mas.

Por otro lado, para una nanoparticula de 50 nm de radio, se observan las bandas plasménicas
caracteristicas del cobre. Observamos que, dado que se tiene una capa muy delgada de d6xido en
comparacion con el tamafo del nucleo, al incrementarse el grosor de la coraza, ocurre un pequefio

desplazamiento del plasmén hacia el rojo y que disminuye su intensidad.
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Figura 32. Simulacién en agua destilada de una nanoparticula nucleo-coraza con un nucleo de cobre y una capa de
Oxido cuprico. En la parte superior, un nucleo de 10 nm de radio. En la parte inferior, un nicleo de 50 nm de radio.

La Figura 33 muestra las secciones transversales de absorcidn calculadas para una nanoparticula de cobre
con recubrimiento de Cu;0. Al igual que en la figura anterior, se tomaron dos radios de nanoparticulas (10
nm y 50 nm) y se vario el grosor de la coraza de 6xido cuproso. Observamos la presencia de las bandas en
220 nm, 590 nm, 630 nm y 660 nm para el caso de un nucleo de 10 nm, y las bandas plasmdnicas en 250
nm, 600 nm y 660 nm para un nucleo de 50 nm. El corrimiento de las bandas y su atenuacién se explica
de la misma manera que el andlisis anterior, en donde se tenia una capa de CuO. Habra un punto en donde
la capa de dxido crecera tanto que apantallara los efectos plasmdnicos de la nanoparticula. También hay
gue notar que, al variar el grosor de la coraza, podemos sintonizar la resonancia plasmdnica a una longitud
de onda deseada, incluso incrementar la ganancia de esta, tal como lo mencionan Pefia-Rodriguez y Pal

(2011).
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Figura 33. Simulacién en agua destilada de una nanoparticula nucleo-coraza con un nucleo de cobre y una capa de
oxido cuproso. En la parte inferior, un nucleo de 10 nm de radio. En la parte inferior, un nicleo de 50 nm de radio.

4.5 Resultados de caracterizacion TEM/HRTEM

La morfologia, el tamafo y la estructura cristalina de las NPs resultantes preparadas usando agua y

acetona se estudiaron mediante TEM y HRTEM, tomando varias imagenes de los coloides y promediando

los valores obtenidos en todas las micrografias. En la Figura 34 se muestran las imagenes mas

representativas de las NPs obtenidas. En la Figura 34 (a) se puede observar que las NPs sintetizadas en

agua son predominantemente esféricas y el pico de la distribucién de tamafos abarca de 10 a 25 nm

(Figura 34 (b)); estas NPs presentan una amplia distribucion de tamafos con un ancho medio de 20 nm.

La Figura 34 (c) muestra las NPs sintetizadas en acetona, donde, al igual que las sintetizadas en agua, éstas

presentan una morfologia predominantemente esférica; sin embargo, en este caso el pico de la
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distribucién de tamafios medios se centra en 15 nm (Figura 34 (d)), y el ancho medio de la distribucidn es

de 8 nm.
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Figura 34. Micrografias HRTEM de NPs de Cu sintetizadas en agua (a), y en acetona (b), ademds de sus
correspondientes histogramas de distribucién de tamaiios (b) y (d).

La distribucidn de tamafios de las NPs obtenida por TEM, muestra que la eleccion del tamaiio de las NPs
en la simulacién de la seccién transversal de absorcidn de NP es adecuada para las NPs sintetizadas en
agua (~ 20 nm) pero difiere un poco con el tamafio principal de las muestras sintetizadas en acetona (~ 10

nm).

La sintesis en ambos medios liquidos produce NPs tipo nucleo-coraza. En la Figura 35 (a) y (c) se muestran
micrografias de las NPs sintetizadas en agua; éstas NPs presentan una coraza que es muy facil de identificar

dada la diferencia de contraste entre el nucleo y la coraza. Por otro lado, en la Figura 35 (b) y (d) las NPs
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sintetizadas en acetona no muestran las mismas caracteristicas, solo en algunos casos se observo la coraza,

mientras que la mayoria de las NPs parecen carecer de esta.

Se realizaron mediciones de diametro de nucleo y espesor de coraza, y se determind que, en el caso de
coloide en agua, la coraza promedio corresponde al 20% del didmetro total de las NPs. En el caso del
coloide en acetona, el espesor de la coraza no esta consistentemente correlacionado con el tamaiio total

de las NPs ya que se encontraron espesores muy variados.

Figura 35. Nanoparticulas tipo nucleo-coraza sintetizadas en a) agua, y b) acetona, siendo c) y d) imagenes
magnificadas de las NPs sintetizadas en agua y acetona, respectivamente.

Con las micrografias HRTEM fue posible determinar la estructura cristalina de las NPs. En la Figura 36 (a)
se analizan las distancias interplanares para una NP de Cu sintetizada en agua, las cuales corresponden a
la estructura monoclinica de CuO. Estas distancias pertenecen a los planos cristalinos (111), (200) y (202),

asi como al plano (111) de cobre metalico de una estructura cristalina cubica. En la parte central de la
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nanoparticula, se determind la existencia del plano (111) del Cu,0 de estructura cristalina cubica. En la
Figura 36 (b) se muestra una imagen de la transformada de Fourier de la micrografia de HRTEM, donde se
observan los planos (111), (202) y (111) del CuO y (200) y (111) del Cu,O. En la micrografia TEM de la
Figura 36 (c) se aprecian una variedad de NPs aisladas, cuya composicién corresponde al cobre metalico
orientado en el plano (111) y otras correspondientes al CuO orientado en el plano (202); en el recuadro se
puede observar el patrén de difraccion de electrones. En el caso de la Figura 36 (d) de HRTEM se

observaron los planos (111) y (110) correspondientes a Cu,0 para la nanoparticula analizada.
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CuO (111)

% CuyO (200)
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Figura 36. Micrografias HRTEM. a) Nanoparticula con nucleo de Cu y coraza de distintos éxidos. b) Imagen de la FFT.
c) Nanoparticulas de Cu y CuO. d) Nanoparticula de Cu>0.
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Se observa que las nanoparticulas estan compuestas por una mezcla de cobre metdlico, CuO en su mayoria
y Cu20 en menor cantidad. Este resultado da soporte a los resultados obtenidos en las simulaciones para
la absorcién dptica de las NPs, donde el espectro simulado que describe de la manera mas cercana al

espectro experimental corresponde al de una NP de Cu@CuO.

4.6 Resultados de caracterizacion Raman

Las mediciones de espectroscopia Raman sugieren que una mezcla de fases CuO y Cu,O coexisten en la

estructura de las nanoparticulas sintetizadas para la sintesis en agua y también para la sintesis en acetona.
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Figura 37. Espectros Raman de nanoparticulas de CuO y Cu20 en (a) agua y (b) acetona.
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En la Figura 37 (a) las NPs sintetizadas en agua muestran las bandas correspondientes a las fases de éxido
de cobre CuO y Cu;0. En la Figura 37 (b) las NPs sintetizadas en acetona también presentan la misma
mezcla de fases. Las bandas caracteristicas de los espectros para ambas muestras de NPs se muestran en

la Tabla 7 junto con el origen de cada banda y la posicidn de estas bandas segln se reporta en la literatura.

Tabla 7. Posicion de las bandas Raman identificadas en las NPs sintetizadas en agua y acetona; se incluye la fase del
oxido de cobre al que pertenecen y la posicidn para estas bandas de acuerdo a la literatura.

Muestra en agua Muestra en Modo de Sistema Pico de referencia (cm™)
(cm™) acetona (cm™) vibracional
167 Cu0 154 (lvanda et al., 1997)
218 (Deng et al., 2016)
217 213 2Eu Cuz0
220 (Singhal et al., 2013)
262 Ag CuO 260 (Dizajghorbani et al., 2019)
327 (Dizajghorbani et al., 2019)
340 (Toparli et al., 2017)
348 321 Bg1 CuO 343 (Tran y Nguyen, 2014)
346 (Debbichi et al., 2012)
347 (Deng et al., 2016)
400-490 (Toparli et al., 2017)
432 Multifonén Cu,0
436 (lvanda et al., 1997)
515 (lvanda et al., 1997)
535 513 Cu0 520 (Dizajghorbani et al., 2019)
523 (Deng et al., 2016)
593 CuO 591 (Deng et al., 2016)
629 (Tran y Nguyen, 2014)
Bgz CuO
630-634 (Toparli et al., 2017)
632 626
631 (Debbichi et al., 2012)
Tlu CUZO
635 (Toparli et al., 2017)
715 Cu,0
933
998 CuO
1065 Multifonén CuO 1000-1200 (Tran y Nguyen, 2014)

1090 CuO
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4.7 Andlisis del potencial zeta

Se realizé la caracterizacidon del potencial zeta de las NPs sintetizadas, pues el potencial zeta estd
relacionado en cierta medida con la capacidad bactericida de las NPs. Se sintetizaron nuevos coloides, uno
en agua y uno en acetona, se usaron los mismos parametros de irradiacién utilizados para las muestras
tomadas para los andlisis anteriores; esto porque las muestras se deterioran con el tiempo y es necesario
para una buena caracterizacidn sintetizar coloides nuevos. De igual manera se caracterizaron por UV-VIS
para comprobar que tuvieran las mismas propiedades dpticas que las muestras anteriores, corroborando
el factor de reproducibilidad del experimento. También se sintetizd un nuevo coloide en la mezcla de agua
destilada con acido alfa-lipoico. Esto con la intencion de recubrir a las NPs con el acido alfa-lipoico y asi
evitar su aglomeracidon. Cabe mencionar ademas que el acido alfa-lipoico se utiliza en aplicaciones
biomédicas para ciertas funciones especificas como prevencién de dafios celulares, mejoramiento de la
conduccién neuronal, como antioxidante y en suplementos alimenticios, ademds que se ha estudiado

desde el punto de vista clinico para el tratamiento de la diabetes e hipertension arterial.

Para el estudio del potencial zeta, se tomaron las cantidades mostradas en la Tabla 8:

Tabla 8. Volumenes de muestra tomados para la disolucidn del coloide para llevar a cabo el analisis de potencial zeta.

Coloide Buffer Ph 7.4
(ut) (ml)
Muestra en agua 400 800
Muestra en acetona 400 800
Agua con acido lipoico 400 800

Para el caso de la muestra sintetizada en acetona, se desea remover las NPs del medio liquido, ya que la
acetona es extremamente dafiina para las bacterias debido a su naturaleza corrosiva, por lo que se
centrifugd por 15 minutos a 12k RPM y se removié por completo el liquido, quedando un pellet de NPs.
Seguidamente, se tomo el pellet y se mezcld con la cantidad de buffer mostrada en la Tabla 8, sonicando

la muestra para la dispersidn de las NPs. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Tamafio promedio de las NPs y su respectivo potencial zeta.

Tamaio promedio = Potencial zeta (mV)

de NP (nm)
Muestra en agua 140 -13.1
Muestra en acetona 300 -13.4
Agua con acido lipoico 100 -15.8
35.3
9.67

Los tamafios obtenidos de las NPs indican la posible aglomeraciéon de éstas, ya que difieren con los
obtenidos en los estudios realizados mediante TEM. Los resultados para los coloides en agua y acetona
muestran un bajo potencial zeta alrededor de -13 mV, lo cual podria explicar la aglomeracidon de NPs, ya
gue segun la literatura (Kumar et al., 2017), para tener una estabilidad coloidal moderada, el potencial
zeta deberd estar entre 30 a +40 mV . Sin embargo, para la muestra sintetizada en agua con 4cido
lipoico se obtienen tres distintas mediciones, es decir, hay NPs con tres valores de cargas en su mayoria,
entre ellas un valor de 35 mV, el cual es un indicador de una buena estabilidad coloidal. Esta es una
caracteristica que beneficia a la inactivacion bacteriana debido a que las NPs se mantendran en tamanos
nanométricos, penetrando la pared celular de la bacteria con mayor facilidad y repercutiendo en el

organismo de la misma debido a los efectos bactericidas mencionados anteriormente.

4.8 Resultados de la concentracion de NPs de Cu

Es de interés conocer la concentracidon de NPs obtenida en la sintesis, por lo tanto, llevando a cabo la
metodologia descrita en el capitulo 3, se pesaron los volimenes del coloide y el agua destilada contenidos

en el picnédmetro con el capilar. Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Datos obtenidos para los distintos medios liquidos.

Peso (g) Volumen (ml)
Coloide 10.486 -
Agua destilada 10.482 -

Volumen neto en el picnémetro - 10.638
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Con los datos de la Tabla 10, ahora se procede a calcular la concentraciéon de NPs de Cu de la siguiente

manera:

(10.4869) — (10.4829) mg
10.638 ml =376.010 ==

La concentracién obtenida es de 376.010 mg/I para el coloide de NPs de Cu sintetizada en agua.

4.9 Resultados de los ensayos de inhibicion con E. coli

Una vez realizados los pasos correspondientes a los ensayos de inhibicidon con E. coli, se estudiaron los
efectos antibacteriales de las NPs de Cu sintetizadas en este trabajo. Los resultados se muestran en la

Tabla 11 y se observan en la Figura 38.
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2.0 1 A

1.8+

164 A

1.4 4 A ®m  Primer muestra
] ® Segunda muestra
A Control

1.2+

1.0+

Absorbancia

0.8

0.6 1

0.4

0.5 1.0 1.5
Coloide en agua (ml)

Figura 38. Absorbancia para las distintas muestras y para el control.
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Tabla 11. Valores de absorbancia para cada una de las muestras.

Coloide Primer Segunda Control Diferencia entre Diferencia entre
en agua muestra muestra (absorbancia) primer muestra y segunda muestray
(ml) (absorbancia) (absorbancia) control (absorbancia) control (absorbancia)
0.5 1.334 1.366 1.571 0.237 0.205
1 0.868 0.949 1.399 0.531 0.45
1.5 0.398 0.457 1.969 1.571 1.512

En la Figura 38, podemos examinar el efecto inhibitorio de las NPs de Cu sobre la bacteria de E. coli, cuyos
valores de absorbancia para los distintas muestras se encuentran en la Tabla 11. Se observa que, para un
volumen de coloide de 0.5 ml mezclado con la bacteria, ambas series exhiben una pequefia diferencia en
absorbancia en comparacién con el control, correspondiente a un 15% de inhibicion para la primera
muestra y un 13% para la segunda muestra. Sin embargo, si se aumenta el volumen del coloide, es decir,
para una mayor concentracién de nanoparticulas, la diferencia entre la absorbancia del control y el coloide
con E. coli es mucho mas notoria, obteniendo un 38% y 32% de inhibicién para la primer y segunda muestra
de 1 ml de coloide, respectivamente. El mejor resultado corresponde al coloide con el volumen de 1.5 ml
para las dos series, en donde se alcanzd hasta el 80% de inhibicidon en la primera muestra y 77% de

inhibicidn en la segunda muestra.

Aungque estos resultados son preliminares, demuestran el potencial de las NPs de Cu, Cu@CuO y Cu@Cu,0
sintetizadas por ALSL para la inhibicion de E. coli. Sin embargo, es necesario implementar un mayor

numero de experimentos de inhibicién para confirmar los efectos bactericidas de nuestras nanoparticulas.



65

Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo, se pudo demostrar exitosamente la sintesis de nanoparticulas de cobre por medio de la
técnica de ablacion laser de sdélidos en liquidos. Se determinaron los parametros de irradiacién dptimos
para obtener nanoparticulas de cobre tipo nucleo-coraza, consiguiendo recubrimientos de dxido cuprico

(Cu0) y 6xido cuproso (Cu,0).

Encontramos que, para nanoparticulas sintetizadas en agua, la morfologia de éstas es esférica con
tamafios desde 20 nm hasta 70 nm en su mayoria. En el caso de las nanoparticulas sintetizadas en acetona,
sus formas son cuasi esféricas, ya que la coraza no se forma de manera homogénea, y tenemos una

distribucién de tamafios que alcanza su maximo entre 5y 15 nm aproximadamente.

El andlisis del estudio UV-VIS nos ayudd a identificar la resonancia plasmdnica caracteristica del cobre, la
cual se encuentra alrededor de 600 nm, y al estudiar el comportamiento del corrimiento en las bandas de
resonancia obtenidos para ambos medios liquidos cuando se sintetizan nanoparticulas de tipo nucleo-

coraza.

Las simulaciones de la seccidn transversal de absorcion nos brindaron una herramienta para analizar las
propiedades dpticas de los diferentes dxidos, asi como la contribucion de los mismos en la coraza de la

nanoparticula, y estimar el tamafio del nucleo de cobre y el espesor de la coraza de éxido de cobre.

La caracterizaciéon mediante TEM y Raman indican la presencia de CuO y Cu,0, sin embargo, segun los

espectros UV-VIS, la fase del 6xido dominante en las nanoparticulas es el CuO.

Los ensayos preliminares de inhibicion demuestran el efecto bactericida de estas nanoparticulas nucleo-
coraza de Cu@CuO siendo los resultados acordes a lo esperado. Esto marca una directriz de trabajo a

futuro en este tema.

5.1. Trabajo a futuro

e Se propone estudiar de manera sistematica el efecto inhibitorio de las NPs de Cu sintetizadas en

agua vy acetona.
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Explorar alternativas que permitan lograr el recubrimiento adecuado de las nanoparticulas con el

objetivo de evitar su aglomeracién, maximizando el potencial zeta.

Sintetizar nanoparticulas de cobre bajo otros medios liquidos como agua oxigenada, alcohol

etilico, alcohol metilico, entre otros, e identificar las diferencias entre ellas.
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