Vivimos un mundo en el que la nanotec-
nologia se empieza a mezclar con cada
aspecto de nuestras vidas, un mundo
que se puede ver revolucionado por la
nanotecnologia, tal cémo ocurrié ante-
riormente con las maquinas a vapor. Hoy
en dia las nanoestructuras presentan un
sinfin de aplicaciones, y al que mas nos
dedicamos a estudiar en el laboratorio de
WWW.NANOSINTESIS.CL es el

comportamiento magnético con apli-

caciones en la tecnologia de informa-
cién. No es dificil imaginar que una sola
drea de estudio no puede resolver los
problemas actuales; por lo que el mun-
do se mueve a una revolucién de apli-
caciones multidisciplinarias, y en este
contexto presentamos el siguiente estu-
dio que busca una mejora de las capa-
cidades antimicrobianas de materiales
que naturalmente son antimicrobianos.
Esta mejora se obtiene mediante la na-

noestructuraciéon de los materiales, por
medio de técnicas muy complejas pero
escalables para la produccién industrial.

En este articulo se presenta un estudio
cientifico que fue publicado en la revista
Nanomaterials (Nanomaterials 2018, 8,
128; doi:10.3390/nan08020128), acerca
de nanotubos de 6xido de titanio, sinteti-
zados por medio de deposicién de capas
atémicas en nanofibras de polimero y su
andlisis en la capacidad antimicrobiana.
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La busqueda de nuevas substancias antimicrobianas a aumentado los Ultimos afos. Las nanoestructuras
antimicrobianas son unas de las alternativas méas prometedoras. En este trabajo, se obtuvieron nanotubos de
diéxido de titanio por medio de deposiciéon de capas atdmicas (Atomic Layer Deposition, ALD) sobre nanofibras
de polivinyl alcohol (PVN) preparadas por electrospinning* (una forma de traducirlo es decir: electrohilado,
pero no representa la mejor alternativa como una palabra que describa bien el proceso, por lo que utilizaremos
la palabra en inglés para referirnos al proceso) a diferentes temperaturas para asi obtener nanoestructuras con
diferentes areas especificas. Los parametrios en cada experimento de Electrospinning y ALD, se estudiaron
para obtener los menores didmetros de tubos y las tasas de deposiciones mas altas, respectivamente. La
temperatura de la cdmara de deposicion en ALD es un factor clave, y se alcanzé una tasa de deposicién
Optima a 200°C. Subsecuentemente, se analizé la morfologia de las muestras por medio de microscopia de
electrones, tanto de electrones transmitidos como de electrones retrodispersados (microscopia electronica
de transmisién TEM, y microscopia electrénica de barrido SEM), las que revelaron la formacion de nanotubos
huecos después de un proceso de calcinacién y reduccién de oxigeno a 600°C. Esta temperatura permite
remover el polimero de la muestra y afecta positivamente a las propiedades antimicrobianas. El analisis de
rayos X confirmé el cambio de la fase de didxido de titanio con estructura amorfa a una fase de anatasa
cristalina en los nanotubos. Estas nuevas estructuras tienen una superficie muy grande que resulta en una
actividad antimicrobiana contra las bacterias del tipo Gram-positiva y Gram-negativa.
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En el pasado reciente, las enfermedades
transmitidas por los alimentos y las infec-
ciones nosocomiales ocurridas durante la
hospitalizacién se han identificado como
dos problemas principales que han pro-
ducido muchas pérdidas econdémicas y
humanas. Las infecciones nosocomiales
representan alrededor de 1,4 millones
de infecciones cada afo [1,2]. Ademas,
varios estudios han demostrado que el
uso generalizado de antibiéticos ha lleva-
do a la resistencia de las bacterias a casi
todos los antibidticos. Estos problemas
han inducido la necesidad y el interés de
la sociedad cientifica en la busqueda de
sustancias antimicrobianas poderosas.
Recientemente, la nanotecnologia se
considera una tecnologia util en el trata-
miento de infecciones bacterianas, ya que
el modo de accién de las nanoparticulas
estd en contacto directo con la pared ce-
lular de las bacterias sin la necesidad de
penetrarlas, siendo menos propensos a
promover resistencia en Las bacterias que
los antibidticos. El desarrollo de nuevos
y eficaces agentes antimicrobianos de
base nanotecnolégica es una de las dreas
prioritarias en la investigacién biomédica
[3-5]. Varias nanoparticulas (NP) han de-
mostrado propiedades antibacterianas de
amplio espectro contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, principal-
mente NP de plata, NP de éxido de zinc,
nanotubos de carbono y NP de 6xido de
hierro [6-8]. El control de la morfologia
y la estructura de los NP es un factor
importante porque el rendimiento anti-
microbiano esta muy influenciado por la
morfologia, la forma y el tamaiio de las
particulas [9,10]. El aumento en el area
de superficie o el disefio de una nano-
particula de tamaiio y forma apropiada
con propiedades de superficie desea-
bles puede conducir a una mejora de la
actividad bactericida. Algunos trabajos
ya han demostrado que los NP de pla-
ta interactian con bacterias, hongos y
virus de una manera dependiente de la
forma [11-15]. En consecuencia, el desa-
rrollo de nuevas nanoestructuras con di-
ferentes morfologias ha atraido una gran
atencién recientemente. En este trabajo,
las tecnologias de electrospinning (EP) y
de deposicion de capa atdomica (ALD) se
combinaron con el objetivo de desarrollar
nuevos nanotubos antimicrobianos con
paredes a nanoescala bien definidas com-
puestas de dioxido de titanio.

El EP es considerado como una de las
técnicas mas extendidas que ofrece una
fabricacion rapida, econémica, simple,
efectiva y relativamente a gran escala
para estructuras fibrosas. Se aplica un
potencial eléctrico entre una gota de una
solucion de polimero contenida en el ex-
tremo de un tubo capilar y un objetivo
conectado a tierra, y cuando el campo
eléctrico aplicado supera la tensién su-

perficial de la gota, se expulsa un chorro
cargado de solucion de polimero y se con-
trola mediante el Campo eléctrico [16,17].
Por otro lado, la ALD ha sido reconocida
como una tecnologia clave para la modifi-
cacion de la superficie y la fabricacion de
materiales de nanoestructuras porque es
la Unica técnica aplicable para la deposi-
cién de peliculas delgadas conformes y
homogéneas [18]. Ademds, esta técnica
permite depositar peliculas delgadas en
estructuras con geometrias complejas
que permiten sintetizar nanoestructuras
de alta relacion de aspecto sin efectos de
sombra [19]. La ALD se basa en una reac-
ciéon entre los materiales precursores que
se separan en reacciones superficiales su-
cesivas separadas por una etapa de purga
para eliminar los precursores sin reaccio-
nar y el subproducto. La deposicion de
6xidos metalicos implica la reaccion entre
un complejo metalico (por ejemplo, halu-
ro metdlico, alcéxido metalico, etc.) y una
fuente de oxigeno (agua, ozono o perdxi-
do de oxigeno).

Otros trabajos ya han informado de esta
combinacion de técnicas como una estra-
tegia atractiva para obtener nuevas na-
noestructuras con aplicaciones foténicas,
electronicas, cataliticas, nanofluidicas y
de administracion de farmacos [20-22]. Se
han desarrollado diferentes nanotubos de
oxido metalico utilizando diferentes me-
todologias, precursores y fibras. Especifi-
camente, los nanotubos de diéxido de ti-
tanio se han obtenido utilizando técnicas
ALD y EP, pero estos trabajos se centraron
principalmente en su caracterizacion [23-
25]. Sin embargo, no se ha realizado nin-
gun desarrollo con fines antimicrobianos.

Por otro lado, el diéxido de titanio (TiO,)
es un compuesto quimico térmicamente
estable y biocompatible con alta activi-
dad fotocatalitica y ha presentado bue-
nos resultados contra la contaminacion
bacteriana [26,27]. El TiO, también se ha
convertido en el fotocatalizador preferido
por una variedad de razones, que inclu-
yen su bajo costo, estabilidad quimica, no
toxicidad y efectividad bajo la luz ultravio-
leta cercana (300-400 nm). Es uno de los
nanomateriales mas aplicados y se utiliza
ampliamente como aditivo en aplicacio-
nes alimentarias y no alimentarias [28-30].
Otras nanoestructuras de TiO, ya se han
desarrollado con objetivos antimicrobia-
nos. Los nanotubos de TiO, obtenidos
a través de un método de anodizacién
electroquimica a base de cloro cuando
se expusieron a luz UV durante 24 h pre-
sentaron aproximadamente una y tres re-
ducciones logaritmicas contra E. coliy S.
aureus, respectivamente, con soluciones
de trabajo bacterianas de inicio a 103 ufc
/ ml. Recientemente, Jian et al. han desa-
rrollado agentes antibacterianos de TiO,
y TiO, cargados de plata a través del mé-
todo de ensayo “sol-assay” con valores de

concentraciéon de inhibicién minima de
alrededor de 1,6 mg/ ml [31,32].

Como se muestra en la figura 1 a,e, se ob-
tuvo satisfactoriamente fibras de PVN que
presentan un didmetro de 164.5 +- 24.7
nm y que exhiben una superficie suave.
Estas fibras se recubren con TiO, por me-
dio de ALD con diferentes temperaturas.
La figura 1 b-d muestra los resultados
para las muestras “PVN_150, PVN_200 y
PVN150/250" que presentan diferentes
colores a simple vista. Adicionalmente las
imagenes SEM demuestran que la estruc-
tura de fibras se mantiene durante todas
las sintesis realizadas. La muestra depo-
sitada a 150°C presenta un color beige, y
la tercera muestra depositada a 150°C y
luego a 250°C presenta un color mds ama-
rillento. La muestra depositada a 200°C
presenta un color azulado. La diferencia
de los colores de las muestras radica en
la interferencia dptica que producen las
capas con la superposicion de las dife-
rentes capas de el material depositado
[34]. En contraste con lo expuesto, no solo
los ciclos depositados hacen que cam-
bien las tonalidades de colores, ya que
también los cambios de temperatura en
la cdmara de deposicién pueden cambiar
este efecto.

Posteriormente, la muestra que presentd
la mayor tasa de deposicion (PVN_200, se-
gun el andlisis térmico en la Seccién 3.2)
sufrié procesos de eliminacion de polime-
ros que se llevaron a cabo con el propé-
sito de obtener nanotubos de diéxido de
titanio para mejorar el area de superficie
especifica de las nanoestructuras. La Figu-
ra 2 muestra el color y las morfologias de
los nanotubos de diéxido de titanio (TDN)
obtenidos mediante el uso de diferentes
metodologias para eliminar el PVN. En
todos los casos, las imagenes SEM y TEM
revelaron que la deposicién de TiO, pro-
tegid la morfologia de los procesos de eli-
minacién y las nanofibras sirvieron como
una“plantilla” eficiente en la sintesis de los
nanotubos de diéxido de titanio.

El proceso de eliminacion del polimero
por lavado mantuvo el color inicial (mues-
traTDN_A que se muestra en la Figura 2a).
Inesperadamente, cuando la muestra se
calentd a 400° C, la muestra TDN_B400, el
color de los nanotubos comenzé a cam-
biar de azul (Figura 1¢) a blanco (Figura
2b), obteniendo el cambio total a blanco
a 600° C (Figura 2c), muestra TDN_B600.
Ciertamente, este cambio de color se aso-
cié con los cambios cristalinos de TiO, de
la fase cristalina amorfa a la estructura
cristalina anatasa. Con respecto al grosor
de la deposiciéon de TiO,, como muestra
la Figura 2g-i, las muestras obtenidas des-
pués de diferentes procesos de remocion
de polimeros presentaron valores simila-
res. Los resultados obtenidos después de
la medicién de 50 nanotubos fueron: (19.3



Fotografias de fibras electrohiladas (PVN) (a) y muestras depositadas con TiO2 a diferentes
temperaturas: (b) PVN_150, (c) PVN_200; (d) PYN_150/250; e imdgenes SEM de: (e) PVN, (f) PVN_150,
(g) PVN_200; (h) PYN_150/ 250.

(a, b) imdgenes SEM de TDN_B600; (c, d)
Imdgenes TEM de TDN_B600 (20,000 aumentos
y 60,000 aumentos, respectivamente).

Fotografias, imdgenes SEM y TEM de muestras después de procesos
de remocion. Fotografias de: (a) TDN_A; (b) TDN_B400; (c) TDN_
B600; Imdgenes SEM de: (d) TDN_A; (e) TDN_B400; (f) TDN_B600; e
imdgenes de TEM de: (g) TDN_A; (h) TDN_B400 y (i) TDN_B600.

+ 2.7) nm, (20.1 £ 2.4) nm y (19.4 £ 2.6)
nm para TDN_A, TDN_B400 y TDN_B600,
respectivamente. El espesor de TiO, no
presentd diferencias significativas entre
las muestras, lo que demuestra que la
deposicion ocurrié a 200 ° Cy mostré una
alta uniformidad. Ademas, a esta tempe-
ratura de la cdmara, se logré la mayor efi-
ciencia de ALD ya que el crecimiento por
ciclo (GPC) fue de aproximadamente 0.04
Angstroms / ciclo (de acuerdo con la rece-
ta del proveedor).

Este pequeno espesor de pared es muy
interesante ya que otros métodos han re-
sultado en nanoparticulas con un tamaro
de particula mas grande. Estos resultados

revelaron que, ademas de la temperatura,
el grosor de los nanotubos resultantes del
proceso ALD también depende claramen-
te de otros factores, principalmente el
sustrato y los precursores utilizados.

LOS RESULTADOS DE LAS ACTIVIDADES
ANTIMICROBIANAS

Los compuestos presentd capacidades
antimicrobianas interesantes y, como
era de esperar, la reduccion de todas las
concentraciones bacterianas aumenté a
medida que aumento la concentracién de
diéxido de titanio en los nanotubos. Las
concentraciones de TDN entre 150 y 400
pg / ml dieron como resultado una inhi-
bicidn altay, a veces, total de las bacterias
estudiadas.

En comparaciéon con otras nanoparticu-
las cuyas propiedades bactericidas se in-
formaron en trabajos anteriores, la TDN
presenté mayores capacidades antibacte-
rianas. Las concentraciones de nanoparti-
culas comunes utilizadas para inhibir las
bacterias grampositivas y gramnegativas
fueron notablemente mas altas que las
concentraciones de TDN utilizadas en este
trabajo. El rango de dosificacion aplicada
comun de diferentes nanoparticulas, tales
como NP de éxido de zing, plata, niquel y
NP de 6xido de cobre estuvo entre 0,35y
20mg/L.

Finalmente, esta investigacion ha de-
mostrado la combinacion de las técnicas
de electrospinning y la deposicion de la
capa atémica como una forma atractiva
de obtener nuevas nanoestructuras de
oxido metalico con prometedores pro-
poésitos antimicrobianos. Los nanotubos
de didxido de titanio se desarrollaron
satisfactoriamente a través de la depo-
sicion de capa atémica sobre nanofibras
electrohiladas de alcohol polivinilico. Los
mecanismos especificos que gobiernan
las actividades antimicrobianas de la TDN
no se estudiaron en esta investigacion vy,
al igual que con otras nanoparticulas, es
un gran desafio comprender las contri-
buciones individuales y sinérgicas de los
efectos fisicos, quimicos y eléctricos de las
nanoparticulas en las células. El andlisis
antimicrobiano revel6 que la TDN mostré
mayor poder bactericida contra Escheri-
chia coli que las nanoparticulas de TiO2
comerciales, pero menor actividad en el
caso de Staphylococcus aureus. Los re-
sultados evidenciados por las actividades
bactericidas son altamente dependientes
de muchos factores, incluidas las propie-
dades intrinsecas de los nanomateriales y
el tipo de bacteria.
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