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RESUMEN

Las infecciones y las enfermedades infecciosas son una amenaza para la salud humana. La
transmision y propagacion de microorganismos en instalaciones hospitalarias es un gran problema de
salud a nivel mundial, agravado por la resistencia a los antibidticos que estan desarrollando las
bacterias. Por todo ello, en el presente trabajo se plantea una estrategia para desarrollar una superficie
autodesinfectante, capaz de matar agentes patdogenos al entrar en contacto con ella. Para ello, se han
depositado nanoparticulas de plata sobre superficies de acero inoxidable mediante Electrospraying,
una técnica de electropulverizacion que permite realizar una deposicion homogénea de las
nanoparticulas.

Palabras clave: recubrimiento, nanoparticula de plata, Electrospray, microorganismo, biofilm

ABSTRACT

Infections and infectious diseases are a threat to human health. The transmission and spread of
microorganisms in hospital facilities is a major health problem worldwide, aggravated by the
resistance to antibiotics that bacteria are developing. Therefore, this work proposes a strategy to
develop a self-disinfecting surface, capable of killing pathogens on contact with it. For this purpose,
silver nanoparticles have been deposited on stainless steel surfaces by electrospraying, an
electrospraying technique that allows a homogeneous deposition of the nanoparticles.

Keywords: coating, silver nanoparticle, Electrospray, microorganism, biofilm



1. INTRODUCCION

1.1 Justificacion

Es bien sabido que nuestro planeta estd gobernado por microorganismos, como bacterias, virus y
hongos. Sin embargo, en ocasiones es necesario tener cierto control sobre la poblacion microbiana,
especialmente en el ambito médico.

Cuando un paciente ingresado en un hospital adquiere una infeccion durante su estancia, sin que la
infeccidn estuviera presente ni en periodo de incubacion a su llegada, se considera que ha adquirido
una infeccion nosocomial (IN). Segin el Estudio de Prevalencia de Infecciones Nosocomiales
(EPINE), la prevalencia de las IN en Espaia en 2021 fue del 7,81% [1] y aunque los datos muestren
una tendencia descendente con el paso de los afos, este tipo de infecciones siguen siendo una
problematica importante del Sistema Mundial de Salud. Esto se debe principalmente a que son
infecciones que generan altas tasas de mortalidad y morbilidad, prolongan la estancia hospitalaria del
paciente y aumentan notablemente los costes asistenciales.

Tal y como se observa en la Figura I, los microorganismos se pueden transmitir a través de gotas
(5-500pm), aerosoles (<5um) y por contacto (directo o indirecto). El contacto indirecto es la via de
transmision mas comun en el ambito hospitalario [2], en el que existe un elemento intermediario
(fomite) que transmite la infeccion desde la fuente hasta el huésped. El instrumental médico o las
superficies hospitalarias son ejemplos de posibles fomites. Es por ello, que en la actualidad existen
numerosos protocolos de limpieza para minimizar la transmisién de microbios, como es la
desinfeccion periodica de objetos y superficies. Estos métodos, a pesar de ser efectivos, acaban siendo
tareas tediosas, que ademas, incluyen la produccion de contaminantes ambientales.
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Figura 1 - Esquema de las vias de transmision de los microorganismos [3]



A esto se le suma la problematica que existe en relacion a la formacion de biofilms bacterianos en
dispositivos médicos. Las bacterias pueden estar en dos estados diferentes, el estado planctonico
(libres flotando en un fluido), y el estado sésil (adheridas a una superficie). Cuando se introduce un
dispositivo médico implantable y/o protésico en el interior de un organismo, las bacterias cambian su
estado y comienzan a adherirse a la superficie, creando agrupaciones y formando colonias (Figura 2).
Ademas, secretan un material polimérico extracelular (EPS) que produce una barrera protectora que
las protege del sistema de defensa del organismo y de agentes externos como los antibioticos, lo que
dificulta su eliminacion. Como consecuencia, se pueden dar infecciones graves infecciones y fallos en
los dispositivos.
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Figura 2 - Esquema de formacion de biofilms bacterianos en dispositivos médicos implantables [4, 5]

Por todo ello, el proyecto planteado propone el desarrollo de recubrimientos con propiedades
biocidas, destinados a ser empleados en el ambito médico. Estos recubrimientos limitarian la
transmision y propagacion de microorganismos a través de superficies y objetivos, siendo una
alternativa mas eficaz a los protocolos de desinfeccion presentes en la actualidad y evitando la
formacion de biofilms bacterianos.

Para ello, y teniendo en cuenta las propiedades fisico-quimicas que contienen ciertos nanomateriales,
se van a producir recubrimientos poliméricos dopados con nanoparticulas de plata (AgNPs), que van a
ser las encargadas de proporcionar el caracter biocida al recubrimiento. Para su fabricacion, se va a
emplear la técnica de Electrospraying, una técnica de electropulverizacion que permite realizar una
deposicién homogénea de las nanoparticulas. Ademas, considerando que el acero inoxidable es un
material ampliamente utilizado en el ambito médico, parte de la metodologia propuesta esta
especificamente orientada para este material, por lo que los recubrimientos desarrollados estan
enfocados al uso sobre superficies de acero inoxidable.



1.2 Origen del proyecto

El proyecto se ha desarrollado durante una estancia en la Universidad de Malaga, gracias al programa
de movilidad nacional SICUE. En concreto, el trabajo se ha realizado en colaboracion con el grupo de
investigacion de Mecanica de Fluidos de la Escuela de Ingenierias Industriales de dicha universidad,
dirigido por Ignacio Loscertales.

Durante el comienzo de la pandemia producida por el virus COVID-19, las vias de transmision del
virus no eran conocidas e incluso se afirmaba que el virus podia ser facilmente transmitido a través de
las superficies. Es por ello, por lo que el grupo de investigadores mencionado planted disefiar y
desarrollar unos recubrimientos antivirales depositando nanoparticulas de plata mediante
Electrospraying, técnica muy empleada en su laboratorio. Estos recubrimientos estarian destinados al
empleo en hospitales, ya que, como se ha comentado, son un potente foco de infeccion. El proyecto
fue nombrado como el proyecto KILLVIR. Finalmente, por diversos motivos el proyecto no pudo salir
adelante. Por ello, en el presente trabajo se propone hacer uso de la metodologia planteada para
desarrollar recubrimientos antimicrobianos de amplio espectro, orientados a recubrir superficies de
acero inoxidable.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Superficies biocidas

La funcién principal de las superficies biocidas en el ambito médico es prevenir infecciones, ya que
ponen en riesgo la salud del individuo y su tratamiento eleva en gran medida los costes médicos.
Mientras que las primeras tecnologias usadas anteriormente se centraban en tener un efecto biocida a
corto plazo, las tecnologias recientes estan cambiando su enfoque con el objetivo de obtener
funcionalidad a més largo plazo [6].

Por lo general, se pueden clasificar en dos categorias: los recubrimientos que utilizan farmacos
embebidos en una matriz polimérica, y los que consiguen capacidad antimicrobiana sin el uso de
farmacos.

Recubrimientos liberadores de farmacos

Los recubrimientos liberadores de farmacos estin constituidos por una matriz polimérica cargada
con el principio activo (un antibidtico o un farmaco antifungico). Los fdrmacos se encuentran
encapsulados y producen un efecto antimicrobiano local mediante su liberacion.

Esta liberacion debe producirse de manera controlada para evitar una toxicidad local elevada. Puede
darse de 3 formas (Figura 3): liberacion desde la superficie, difusion a través de la matriz polimérica
y liberacion debido a la erosion del polimero.

Mdatriz polimérica
cargada de
fanmaco

Farticulas de farmaco

(a) (k) (c)

Figura 3 - Mecanismos de liberacion de farmacos en recubrimientos biocidas liberadores de farmacos
a) Liberacion superficial, b) Liberacion por difusion, c¢) Liberacion por erosion [7]



Recubrimientos no _liberadores de farmacos

Se basan en alcanzar la capacidad biocida sin utilizar farmacos, utilizando las propiedades intrinsecas
del material. Resultan especialmente ventajosos porque evitan fomentar la resistencia a los
antibidticos de las bacterias y tienen actividad biocida a largo plazo.

Se pueden dividir en:

- Recubrimientos metalicos: han mostrado tener gran éxito los formados por nanoparticulas
de plata, titanio, zinc y cobre [8-11].

- Recubrimientos poliméricos: se han desarrollado con éxito muchos recubrimientos basados
en polimeros utilizando diferentes sales de amonio cuaternario y polimeros cationicos [12].
Funcionan principalmente a través de una disrupcion de la membrana plasmatica utilizando
cargas catidnicas o interacciones hidrofobicas que repelen la adherencia a la superficie.

(a) Non-drug-eluting antimicrobial coatings: mechanisms of action
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Figura 4 - Esquema de los principales recubrimientos biocidas no liberadores de farmacos [6]
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Métodos de deposicion

Los principales métodos de deposicion de recubrimientos poliméricos se pueden clasificar en métodos
a partir de fase gaseosa y de fase liquida.

Entre los métodos a partir de fase gaseosa, se encuentran:

Deposiciéon quimica de vapor (CVD): se basa en la reaccion quimica de una mezcla de
vapores con un sustrato, en un reactor CVD. Para que se de la reaccion debe haber un sistema
de activacion: calentamiento, activacion por plasma, activacion por fotones...

Reactor CVD
M ]
Reactivos Producto de reaccion
= e
N
Sustrato Depodsito

Figura 5 - Esquema de la técnica de deposicion quimica de vapor [13]

Deposicion fisica de vapor (PVD): se basa en el empleo de medios fisicos para obtener el
material que se quiere depositar, en fase vapor. Posteriormente, vuelve a la fase condensada,
formando una delgada pelicula. Existen numerosos tipos, algunos ejemplos son:

o Electron beam: un anodo es bombardeado con un haz de electrones formado por un
filamento cargado en condiciones de alto vacio. Esto produce la evaporacion de los
atomos del material, que precipitan en forma soélida sobre toda la cdmara de vacio,
formando la deposicion de una fina capa de material.

o Pulverizacion catddica: proceso fisico en el que se bombardea mediante iones
energéticos el material que desea depositarse, produciendo la vaporizacién del
material y, como consecuencia, su deposicion.

Electron-beam Pulverizacion catddica

Direction of
Sublimated

Camara<— | l
Pancve de vacio
election beam
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Ar —] R Iy
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delgada
I Plasma
+
Magnetic Field Ar—j
(out of the screen) | e
Water Cooled Holder Anod
V<0
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-D7—> Sistema de vacio
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enfriamiento
Figura 6 - Electron-beam [14] Figura 7 - Pulverizacion catodica [15]
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Entre los métodos a partir de fase liquida, se encuentran:

e Dip Coating: por inmersion. Se sumerge la superficie que se quiere recubrir en un tanque con
el material y se vuelve a sacar al exterior.

Figura 8 - Dip Coating [16]

e Spin Coating: por centrifugacion. Se deposita una pequefia cantidad de disolucion en el
centro y se comienza a girar el sustrato a gran velocidad. La disolucion se va extendiendo
uniformemente por la superficie gracias a la aceleracion centripeta.

@
@
S

Figura 9 - Spin Coating [16]

e Spray Coating: por pulverizacion. Se pulveriza la disolucioén con la que se quiere generar el
recubrimiento. Es una técnica muy ventajosa porque podemos controlar mas facilmente el
espesor.

Figura 10 - Spray Coating [16]
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2.2 Electrospraying

Otras técnicas eficientes y que estdn tomando relevancia en la fabricacion de los recubrimientos
biocidas son las técnicas de Electrospinning y Electrospraying.

Estas técnicas, se basan en establecer una diferencia de potencial entre un inyector (que contiene la
disolucion) y un colector (que contiene el sustrato a recubrir) para realizar deposiciones.

Dependiendo de las propiedades de la disolucion, se pueden conseguir distintos tipos de deposicion.
En el caso del Electrospinning, como producto final se producen fibras poliméricas de diametro
nanométrico, mientras que en el caso del Electrospraying, se producen nanoparticulas (Figura 11).

Electrospinning Electrospraying

Polymer solution

| X Electrosprayed
Highl - High o / particles

Voltage

Figura 11 - Electrospinning y electrospraying [17]
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Fundamento tedrico del Electrospray

La técnica se basa en aplicar un campo eléctrico lo suficientemente intenso al menisco de un liquido
conductor que pende de un tubo capilar. En las condiciones adecuadas, el menisco adopta una forma
conocida como cono de Taylor (Figura 12)y de la punta emerge un chorro de liquido que se disgrega
en gotas cargadas eléctricamente debido a inestabilidades.

Droplet no-electrical Taylor cone
charge electrical charge
Taylar cone
Jet
Croplets

Figura 12 - Formacion régimen cono-chorro [18]

En este régimen, las fuerzas eléctricas (tanto de Coulomb como dieléctricas) se equilibran con la
tension superficial, asi como con la fuerza ejercida por la viscosidad del liquido.
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Figura 13 - Fuerzas que actuan en la elongacion del menisco [19]

Las gotas cargadas eléctricamente se repelen entre si, formando un spray de gran expansion. En su
camino hasta el colector, el disolvente se va evaporando y las gotas se fisionan (explosion de
Coulomb), generando gotas de menor tamafio. Si el contraelectrodo se pone a la distancia adecuada,
como resultado, se obtienen deposiciones de nanoparticulas con una cantidad de disolvente minima.

Taylor Solvent Coulombic Deasition ! |
++q;um: +* 4 evaporation explosion e «
® os' L
% e 0 :- % 0 &% 0
Sl - 4"}»
+ +
- 4t
Charged droplet

Figura 14 - Evolucion de las gotas desde el chorro hasta el colector [20]
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El montaje del equipamiento es el siguiente:

(A) Conveying hose

N

Syringe with
solution
Pos Process:
. - electrode T
RN e : Taylor cone
H formation
[o7n= geocc ) i Solvent
— 1 volatilization
Pump -
| Obrtaining
1 particles
1 ———
i Particle

_“t-]:‘—' ™ LES e ‘_ Collection

Figura 15 - Esquema de montaje del equipo de Electrospraying [21]

Existen varios parametros que afectan en la morfologia de las nanoparticulas y que deben ser
controlados. Se dividen en: parametros del equipo de Electrospraying, pardmetros de la disolucion y
parametros ambientales.

Parametros del equipo de Electrospraying

e Diferencia de potencial: es el parametro mas importante. Con voltajes bajos (<10 kV) se ha
observado que se forman particulas de mayor tamafio, ya que el potencial eléctrico no es
suficiente para superar la tension superficial del liquido y producir fisiones. Con voltajes
grandes (10 kV>), en cambio, se obtienen particulas de menor tamafio, ya que las fuerzas de
Coulomb que se forman ganan a la tensiéon superficial y las gotas se fisionan, formando
particulas de menor tamaiio [22].

e Caudal (Q): un caudal elevado (ImL/h >) puede conducir a la formacion de particulas de
mayor tamafio, ya que la tasa de pulverizacion es alta y el disolvente no se volatiliza
completamente. En un caudal bajo (<1 mL/h), en cambio, hay una mayor volatilizacion del
disolvente, ya que la tasa de pulverizacion es menor. Por tanto, se pueden conseguir particulas
de menor tamafio [23,24].

e Distancia inyector-colector (L): se debe establecer una distancia suficiente para que se de la
evaporacion del disolvente, ya que si el spray llega himedo hay riesgo de que se de arrastre
de material y que la deposicion sea menos homogénea [25].
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Parametros controlables de la disolucion:

e Concentracion de polimero y viscosidad: las altas concentraciones producen disoluciones
mas viscosas que tienden a formar particulas mas grandes debido a la agregacion, por lo que
es dificil superar la tensidon superficial. Las concentraciones bajas, sin embargo, tienden a
formar particulas mas pequefias, ya que la tension superficial sera mas baja y sera mas facil de
superar mediante el voltaje aplicado [26].

e Densidad: la densidad estd directamente relacionada con la concentracion de polimero y la
viscosidad, a mayor concentracion de polimero y viscosidad, mayor densidad y viceversa.
Tiene un impacto crucial en el desarrollo del cono de Taylor. A mayor densidad, el cono de
Taylor tiende a formar gotas, mientras que a menor densidad el cono de Taylor a una densidad
mas baja, el cono de Taylor se desplaza hacia el modo de chorro o multichorro [27].

e Conductividad eléctrica: cuanto mayor sea la conductividad eléctrica, menor sera la tension
superficial y el diametro de las particulas. Mientras que si la conductividad eléctrica es baja,
mayor sera la tension superficial y el didmetro de las particulas [28].

Parametros ambientales

e Humedad relativa: juega un papel muy importante en el Electrospraying, ya que esta
directamente relacionada con la capacidad de evaporacion del disolvente. Con una humedad
alta, sera mas dificil que el disolvente se evapore completamente, por lo que obtendremos
particulas de mayor tamafio y de didmetro no uniforme. En estos casos se recomienda utilizar
un caudal bajo y/o utilizar una placa colectora para obtener una deposicion completamente
seca.

e Temperatura: no es un factor muy determinante, pero puede ayudar en la evaporacion del
disolvente.

Aplicaciones biomédicas

En comparacion con los demas métodos convencionales para producir particulas, presenta algunas
ventajas que la hacen atractiva para aplicaciones biomédicas. Por un lado, el proceso puede llevarse a
cabo en condiciones ambientales, lo que resulta beneficioso para trabajar con biomoléculas sensibles o
células vivas. Ademas, permite realizar encapsulaciones, por lo que es una via para producir
encapsulaciones de farmacos y para facilitar el transporte de sustancias por distintos medios. Y, por
ultimo, ajustando las caracteristicas de la disolucidon y las condiciones de Electrospray podemos
obtener particulas de morfologia variada.

Por ello es un método muy utilizado en aplicaciones relacionadas con la ingenieria de tejidos, los
sistemas drug delivery y la sintesis de recubrimientos biocidas.
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2.3 Plata como agente biocida

El efecto antimicrobiano de la plata es conocido desde la antigiiedad. El uso de cuencos de plata para
mantener el agua y otras bebidas libres de microorganismos era algo habitual en civilizaciones griegas
y romanas. Ademas, los avances cientificos de los siglos XVIII y XIX impulsaron el uso de la plata en
el ambito médico. Se empezaron a utilizar hilos de este material para realizar suturas o apdsitos para
la curacion y cicatrizacion de heridas. Sin embargo, fue perdiendo popularidad con el descubrimiento
de la penicilina y otros antibidticos [29]. Hoy en dia, en cambio, esta volviendo a ser una gran
alternativa como agente biocida, debido a la aparicion de cepas resistentes a los antibioticos [30].

Prophylactic environmental effect.
Silver NPs are added into antibacterial.
paints and disinfectants to ensure an
aseptic environment for the patient.

Prophylactic antibacterial effect.

coating for neurosurgical shunts
and venous catheters.

Prophylactic antibacterial effect.
Silver NPs are added to bone
cement and other implants.

Infection protection. Silver-
NP-impregnated wound dressings
prevent infection and enhance

Silver NPs are added as a surface

—— Cauterization. Silver nitrate used to
| stop epistaxis.

|' s>
| Antibacterial effect. First medical use:

i Crede's 1% silver nitrate eyedrops were
| used to prevent mother-to-child

— 4 transmission of gonococeal eye

= infection.

Inflammatory effect
(causes deliberate
adhesion). Silver
nitrate is used in
pleurodesis.

Regenerative effect. Silver sulfadiazine
| cream is used as a dressing for burns
| and uleers. It also improves skin re-
| generation.

— Cauterization. Silver nitrate is used to

wound healing.

stop the growth of post-traumatic
granulomas, or ‘wild flash’.

Figura 16 - Ejemplos de aplicaciones de la plata en el ambito médico [29]

En los ultimos afios, ha aumentado la demanda de las nanoparticulas de plata (AgNP) para
aplicaciones médicas. Las AgNP han demostrado una mayor capacidad antimicrobiana frente a otros
complejos de plata [31]. En primer lugar, debido a que tienen una mayor relacion superficie-volumen,
lo que les permite tener mayor contacto con el exterior. En segundo lugar, porque su tamafio
nanométrico (1-100 nm) les facilita la entrada al interior de algunos microorganismos, lo que facilita
el efecto biocida.

Figura 17 - Proporcion tamaiio-cantidad atomos en la superficie
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El mecanismo de accion de las AgNPs varia dependiendo del tipo de microorganismo. El mecanismo
de accidén antibacteriano puede resumirse en [32]:

1. Adhesion a la membrana celular: al adherirse a la membrana del microorganismo, provocan
su despolarizacion, seguida de una pérdida de integridad que, a su vez, conduce a la alteracion
del transporte, la interrupcion de la transduccion de energia, el desequilibrio de la respiracion
y, finalmente, la lisis y la muerte de la célula.

2. Entrada al interior de las células: puede producir el deterioro de organulos intracelulares
(mitocondrias, ribosomas...) y de biomoléculas (ADN, proteinas...).

3. Induccion de toxicidad celular y estrés oxidativo: debido a que producen radicales libres y
especies de oxigeno reactivo (ROS, reactive oxygen species).

4. Modulacién de las vias de transduccion de sefiales intracelulares

2) Penetration of the

®e
.. P ° AgNP and disrupt of the
° : intercellular molecule
1) Adhesion @ ° I I
to the °
. °
bacterial e o
membrane °
[ Single strand
o0
4) Interaction
ROS
between AgNP
and the
ROS fos bacterial DNA

3) Production of ROS
Figura 18 - Mecanismo de accion antibacteriano de las AgNP [32]

Las investigaciones sobre el mecanismo de accion antiviral son mas limitadas, debido a que los virus
presentan una estructura mas compleja que las bacterias. Se han propuesto dos posibles interacciones
entre los virus y las nanoparticulas [32-34]:

1. Las AgNP se unen a las glicoproteinas de membrana del virus, imposibilitando la
adhesion del virus a receptores celulares. De esta manera, el virus no puede replicar su
material genético.

2. Las AgNP se unen al material genético de la célula, lo que bloquea también la replicacion
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Figura 19 - Mecanismo de accion antiviral de las AgNPs [34]
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2.4 Nanoparticulas en el ambito médico

Las nanoparticulas son estructuras que tienen las tres dimensiones en el rango entre 1-100 nm,
teniendo una mayor relacion superficie-volumen que las particulas de mayor escala. Esta propiedad,
entre otras, las hace muy interesantes para ser aplicadas en el ambito médico, en campos como la
administracidon de farmacos, la ingenieria de tejidos o la terapia del cancer [35].

El desarrollo de nanoparticulas estables, en cambio, requiere un profundo conocimiento de las
caracteristicas fisico-quimicas de los nanomateriales.

Existen en la actualidad diversos métodos para sintetizar nanoparticulas y que se pueden clasificar en
procesos de sintesis fisica, sintesis quimica y sintesis bioldgica. Los procesos de sintesis fisica se
basan en la logica “top-down”, ya que consisten en ir descomponiendo fragmentos de material de
mayores dimensiones hasta conseguir las nanoparticulas. Los procesos de sintesis quimica y
biologica, en cambio, se basan en la logica “bottom-up”, ya que se centran en construir las
nanoparticulas a través de la union de componentes atomicos y moleculares (Figura 20). Dependiendo
del método escogido se obtienen nanoparticulas con una morfologia y propiedades, por lo que es
preciso escoger el método que mas se adecua a cada objetivo.

—— - ————

Figura 20 - Logicas “top-down” y “bottom up” en la sintesis de nanoparticulas [36]

El uso de las nanoparticulas en el ambito médico, sin embargo, esta limitado, ya que la toxicidad que
pueden ejercer sobre los organismos vivos es objeto de investigacion. La cantidad de nanoparticulas,
su acumulacion, distribucion y eliminacion son factores directamente relacionados con la toxicidad
que pueden ejercer [37]. Por lo tanto, a pesar de ser muy utiles para muchas aplicaciones biomédicas
debido a sus caracteristicas, se debe estudiar el grado de toxicidad que pueden tener.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo es:

Desarrollar  recubrimientos  poliméricos mediante Electrospraying, dopados con

nanoparticulas de plata

3.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos han sido:

Sintetizar nanoparticulas de plata a través de sintesis quimica

Encontrar condiciones de Electrospraying para realizar las deposiciones

Pretratar las superficies de acero para mejorar la adhesion acero-recubrimiento

Depositar las nanoparticulas de plata sobre las probetas de acero, mediante Electrospraying

Analizar los recubrimientos desarrollados mediante técnicas de caracterizacion
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4. METODOLOGIA

4.1 Desarrollo del recubrimiento

El proceso de desarrollo del recubrimiento puede ser dividido en 3 etapas. Por un lado, se realiza el
pretratamiento de las probetas de acero. A continuacion, se sintetizan las nanoparticulas de plata en
disolucion. Y, finalmente, se realiza la deposicion del recubrimiento sobre el acero inoxidable
pretratado.

4.1.1 Eleccion y pretratamiento del sustrato

Durante el presente trabajo se han realizado deposiciones sobre dos sustratos. En un primer momento,
con el objetivo de comenzar a familiarizarse con la toma de muestras y obtener un margen de
optimizacion de parametros se utilizaron probetas de acero AISI 304. Posteriormente, una vez
optimizado el proceso, se realizaron deposiciones sobre acero inoxidable AISI 316, acero mas
empleado en el entorno médico, debido a que presenta mayor resistencia a la corrosion. Las probetas
de acero AISI 316 fueron redimensionadas mediante un proceso de corte realizado en el Taller de
Mecanizado del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de Malaga

SUSTRATO DIMENSIONES DE LAS PROBETAS

Acero AISI 304 Didmetro: 3 cm
Espesor: 0.1 cm

Acero AISI 316 lecmx1ecmx0.1 cm

Tabla 1 - Dimensiones y sustratos empleados
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Pretratamiento

Con el objetivo de optimizar la fijacion de las AgNPs a las probetas de acero inoxidable se realiza un
pretratamiento siguiendo la metodologia seguida por Limei Chen y colaboradores [38]. Se emplea
(3-Aminopropyl)triethoxysilane (APTES), un aminosilano frecuentemente utilizado en la
funcionalizacion de superficies.

Figura 21 -Formula quimica del APTES

En primer lugar, se realiza un lavado de las probetas introduciéndolas en una disolucion 50%
acetona/50% etanol y sometiéndolas a un bafio de ultrasonidos durante 15 minutos. A continuacion, se
realizan 3 lavados con agua desionizada y se secan las probetas. De esta manera, nos aseguramos de
desengrasar el acero y eliminar posibles restos de suciedad.

Por ultimo, se sumergen en una disolucion al 1% de APTES. Antes de sumergirlas, se reajusta el pH
de la disoluciéon a pH=5, para ello haciendo uso de 4cido acético (CH;COOH). Una vez estamos en el
rango de pH optimo se sumergen las probetas en la disolucion de APTES al 1% durante 1h y 30min.

Figura 22 -Inmersion de las probetas de acero AISI 316 en la disolucion de APTES al 1%

22



4.1.2 Sintesis de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

A continuacion, se van a sintetizar las nanoparticulas de plata, que posteriormente seran depositadas
sobre las probetas de acero pretratadas. En nuestro caso se ha escogido un proceso de sintesis quimica
en disolucion, ya que es un proceso facil de realizar, de bajo coste y de alto rendimiento.
Concretamente, se ha empleado nitrato de plata (AgNO;) como precursor metalico y etilenglicol
(C,H40,) como agente reductor, obteniendo una reaccion quimica en la que el nitrato de plata va a
tender a reducirse ante la presencia del etilenglicol.

Ag'+e —Ag°
Figura 23 - Reduccion de plata ionica a plata metdlica

Ademas, se ha incluido un agente estabilizante en la reaccion, en nuestro caso, polivinilpirrolidona de
1300 kDa (PVP). Este polimero evita que se generen acimulos en la disolucidon y permite tener un
mayor control sobre la morfologia y tamafio de las nanoparticulas.

El mecanismo de formacion de las nanoparticulas consta de tres etapas (véase Figura 24):

1. Prenucleacion (etapa I): a medida que se va afadiendo el etilenglicol, el nitrato de plata
comienza a reducirse, ddndose un aumento progresivo de Ag’ hasta llegar a la concentracion
minima de nucleacion (C,,;,™).

2. Nucleacion (etapa II): una vez sobrepasada la concentracion minima de nucleacién, se van a
empezar a formar los primeros niicleos, que van a ser agregaciones de atomos libres de Ag® .

3. Crecimiento (etapa III): debido a la nucleacion, la concentracion de solutos vuelve a ser

inferior a C,;,™" , por lo que la formaciéon de nucleos se detiene. En esta etapa se da el

crecimiento de los niicleos generados en la etapa anterior.

Nugleacion
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e Sobresaturacion nudl
N T min
N

o] Crecimiento

.
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Figura 24 - Proceso de nucleacion y crecimiento de las AgNPs
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Figura 25 - Esquema de las etapas de formacion de AgNPs
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Los pasos para realizar la disolucion han sido los siguientes [38]:

1. Se pesan 17 mg de AgNOs;. Se anaden 10 mL de etilenglicol y seguidamente se lleva a
agitacion magnética durante 10 minutos.

2. Se pesan 33 mg de PVP 1300 kDa. Se anaden 10 mL de etilenglicol y seguidamente se lleva a
agitacion magnética durante 10 minutos.

3. Tras la agitacion, se comprueba que ambos solidos estan bien disueltos.

4. Se va anadiendo gota a gota la disolucion de AgNO; a la disolucion de PVP. Durante este
proceso el bote de PVP debe estar en agitacion magnética lenta, para facilitar la mezcla entre
ambos compuestos.

5. Ladisolucion se deja 4h en agitacion magnética.

Como consecuencia de esta reaccion se obtienen disoluciones coloidales, en las que tendremos las
nanoparticulas de plata unidas a la polivinilpirrolidona y suspendidas en el etilenglicol.

Una vez preparada la disolucion, se observa que ha adoptado un ligero color amarillo-marrén (Figura
26).

Figura 26 -Disoluciones de AgNPs en las que se aprecia el color amarillo-marron

Esto se debe al efecto de resonancia de plasmoén de superficie (SPR), el cual nos asegura la presencia
de nanoparticulas en la disolucion. Este fenomeno ocurre debido a que las nanoparticulas de nuestra
disolucion tienen un tamafio igual o menor a la longitud de onda de la luz incidente. En estos casos,
los electrones de la superficie de la nanoparticula metalica interaccionan con la onda
electromagnética, absorbiendo su energia y formando un momento dipolar en el que la nube de
electrones se aleja de los picos de la onda. La energia no absorbida es reflejada, produciendo la vision
de un color especifico del espectro electromagnético. Dependiendo del tamafio de la nanoparticula el
color de la disolucion varia.

Electric Field

Electron Cloud

Manoparticle

Time

Figura 27 -Esquema del efecto de resonancia de plasmon de superficie (LSR) [39]
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4.1.3 Deposicion mediante Electrospraying

Tal y como se ha comentado, la técnica escogida para depositar las nanoparticulas ha sido el
Electrospraying, una técnica de electropulverizacion.

El equipamiento empleado ha sido un equipamiento casero, formado principalmente por dos fuentes
de alto voltaje, una bomba inyectora, un colector, un inyector y un sistema de visualizacion del
extremo del tubo capilar para controlar la deposicion (Figura 29).

Se introduce la disolucion de AgNPs en una aguja y se coloca sobre una bomba inyectora. Esta bomba
inyectora va a ir bombeando el fluido hasta el inyector a un caudal determinado. A su vez, se
establece una diferencia de potencial, que en las condiciones adecuadas va a formar un cono de Taylor
estable (Figura 28). En este régimen se produce un chorro desde el apice del cono, que se disgrega en
gotas cargadas que se repelen y forman la pulverizacion. El disolvente se va evaporando por el camino
y, como resultado, tenemos una deposicion homogénea de nanoparticulas sobre el colector.

Figura 28 - Cono de Taylor estable

Figura 29 -Equipamiento de Electrospraying empleado
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4.2 Técnicas de caracterizacion

4.2.1. Microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM)

Para estudiar la morfologia superficial de nuestro recubrimiento se hace uso de la microscopia
electronica de barrido de emision de campo (FESEM).

Esta técnica tiene la misma base que la microscopia electronica de barrido convencional (SEM), pero
permite obtener imagenes con mayor resolucion y con un rango de energia mayor. El microscopio
emite un haz de electrones que incide sobre la muestra, interactuando con la superficie. De la
interaccion haz-muestra surgen varias sefiales, entre las que destacan: emision de electrones
secundarios, emisién de electrones retrodispersados y emision de rayos X. Estas sefales son
capturadas por distintos detectores y forman una imagen.

Los electrones secundarios se producen cuando un electron del haz impacta con un electrén de un
atomo de la muestra, aportandole suficiente energia para sacarlo de la muestra. Las imagenes
obtenidas a partir de la deteccion de estos electrones, aportan informacion de textura y topografia. Por
otro lado, los electrones retrodispersados, se producen cuando un electron del haz impacta con el
ntcleo de un atomo de la muestra. El nucleo repele el electron y produce un cambio en su trayectoria.
El efecto de repulsion depende del ntimero atémico del elemento, apareciendo con un color mas claro
los elementos con mayor peso atdmico. Por lo tanto, esta imagen aporta informacién de la
composicion de la muestra.

El microscopio utilizado es el modelo Helios NanoLab 650 de FEI Company (Figura 30), presente
en la Unidad de Nanotecnologia del Edificio de Bioinnovacion, ubicado en el Parque Tecnologico de
Andalucia (Malaga).

Figura 30 -Microscopio Helios Nanolab 650
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4.2.2 Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS)

La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) es una técnica de caracterizacion que nos
permite conocer la composicion elemental de nuestra muestra, obteniendo informacion a través de la
deteccion de rayos X.

Cuando un electrén secundario sale disparado del 4tomo, deja un hueco libre en el orbital. En estos
casos, un electron de nivel de energia superior pasa a ocupar su lugar, liberando la diferencia de
energia como un rayo X. Cada rayo X es caracteristico de su 4&tomo, por lo que se puede conocer la
composicion quimica de la muestra.

Este analisis se ha realizado con el mismo equipo que la microscopia FESEM, es decir, con el
microscopio Helios NanoLab 650 de FEI Company (Figura 30).

4.2.3 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Las muestras fueron analizadas mediante microscopia de fuerza atomica (AFM), lo que nos
proporciona imagenes topograficas de la superficie.

El microscopio contiene un cantiléver con una punta afilada en uno de los extremos. Esta punta va
rastreando la muestra y va registrando la fuerza que se da entre la muestra y el cantiléver, lo que
produce que este ultimo se vaya flexionando y doblando. Se registran estos movimientos y se
reproduce una imagen topografica de la superficie de la muestra, en 2D o 3D.

Dependiendo de la interaccion punta-muestra se pueden diferenciar 3 tipos de AFM: de contacto, de
contacto intermitente (Tapping mode) y de no-contacto.

El microscopio AFM - Nanoscope V de Veeco Instruments ha sido el empleado, perteneciente al
Servicio Central de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de Malaga.

Figura 31 -Microscopio AFM - Nanoscope V
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4.2.4 Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) nos permite realizar un andlisis de composicion
de la muestra, incluyendo informacion sobre los estados de oxidacion de los elementos presentes.

La técnica se basa en el efecto fotoeléctrico. Se bombardea la muestra con un haz de rayos X. Cuando
un fotén impacta con la superficie de la muestra, su energia puede ser absorbida por electrones
presentes en un atomo de la muestra, produciendo la ionizacién del atomo y la emision de un
fotoelectron. La energia cinética con la que sale cada fotoelectron estd relacionada con la energia de
enlace del electron expulsado, por lo que es caracteristica de cada elemento quimico.

Para ello, se utiliza el espectrometro MultiL.ab 2000 de la empresa Thermo Fisher Scientific.

Figura 32 -Espectrometro MultiLab 2000
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la caracterizacion de los recubrimientos se han realizado dos tandas de recubrimientos. La
primera tanda se realizd con el objetivo de obtener una primera primera toma de contacto con las
propiedades de nuestro recubrimiento. Para ello, se utilizaron probetas de acero AISI 304. Se
emplearon la microscopia FESEM vy el andlisis EDS para estudiar tanto la morfologia superficial
como la composicion de las muestras.

Una vez realizado este primer analisis se realizd un proceso de optimizacidon de las condiciones de
Electrospraying y se prepard una segunda tanda de recubrimientos. En este caso, una vez optimizado
el proceso y teniendo un mayor manejo de la técnica de Electrospraying, se utilizaron probetas de
acero AISI 316, ya que como se ha comentado es un sustrato mas empleado en el dambito médico.
Estas muestras fueron caracterizadas mediante las técnicas comentadas anteriormente, y a estas se le
sumaron, la microscopia AFM y el ensayo XPS. De esta manera, se obtiene informacion sobre la
rugosidad y espesor del recubrimiento y sobre los elementos quimicos presentes en la muestra y su
estado de oxidacion.

5.1 Tanda 1

La primera tanda se ha realizado bajo condiciones ambientales de 22,1°C y humedad relativa del
35%.

Antes de comenzar con la deposicion, se ha medido la tension superficial de la disolucion y se han
obtenido valores de 47,32 mN/m en la primera medida y 47,2 mN/m en la segunda medida (para
conocer el modo de medida véase Anexo I). Son valores adecuados para poder hacer Electrospraying,
ya que nuestro equipo nos permite establecer una diferencia de potencial capaz de superar ese valor de
tension superficial. Ademas, vemos que el valor obtenido es similar a la tension superficial del
etilenglicol, que es aproximadamente de 47 mN/m, valor esperado ya que se trata de nuestro
disolvente.

En relacion a los parametros de Electrospray, se ha escogido el caudal de 0,5 mL/h para realizar las
deposiciones, ya que era un caudal que permitia formar un cono de Taylor estable. La formacion del
cono se da usando una diferencia de potencial de 23 kV (15 kV voltaje positivo y 8 kV voltaje
negativo). Se ha puesto voltaje en el contraelectrodo ya que la distancia inyector-colector es de 36
cm, mientras que distancias como inyector-cimara rondan los 20 cm. De esta manera, conseguimos
focalizar més la direccion del spray hacia el colector y evitamos arcos eléctricos. La distancia de 36
cm es la maxima distancia a la que se ha podido subir el inyector, limitada por el brazo utilizado para
sujetarlo. A pesar de ello, cabe recalcar que, a pesar de usar la maxima distancia inyector-colector
posible, el spray llegaba hiimedo al colector. Por ello, se van a emplear tiempos de deposicion
relativamente bajos (<10 minutos), ya que si la muestra se moja en exceso puede haber problemas de
arrastre de material. En este caso, tratandose de una primera caracterizacion, se va a hacer uso de
probetas de acero AISI 304, de 4 cm de diametro y 0.1 cm de espesor.

29



Resumen de las condiciones de deposicion (TANDA 1):

e Temperatura y humedad relativa: 22,1°C y 35%

e Caracteristicas de la disolucion:

o

Tension superficial: 47,32 mN/m (1° medida) y 47,2 mN/m (2° medida).

e Parametros de electrospray:

o

o O O O

o

Caudal: 0,5 mL/h

Voltaje positivo: 15 kV

Voltaje negativo: 8 kV

Intensidad: 240 nA

Distancia inyector-colector: 36 cm
Colector: circular, diametro de 6 cm

e Probetas: discos de acero inoxidable AISI 304 (d=3cm, espesor=0.1cm)

Muestras:

Muestra Tiempo de deposicion

SEM_0 0 min
SEM_1 5 min
SEM_2 10 min

Tabla 2 - Reparto de muestras para microscopia FESEM (Tanda 1)

Como el recubrimiento estd llegando hiimedo al colector, ya que el etilenglicol no ha podido
evaporarse en su totalidad, se van a analizar 2 tiempos de deposicion diferentes (Smin y 10 min), para

estudiar como afecta esta condicion e intentar optimizar este parametro.

Recordamos que esta primera tanda va a ser analizada por microscopia FESEM y analisis EDS.
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5.1.1 Microscopia electronica de barrido de emisién de campo (FESEM)

En primer lugar, con un aumento de 350X, se observa como al utilizar un tiempo de deposicion de 10
minutos, se han ido formando pequefias lagunas de polimero, a causa del arrastre del etilenglicol. Esto
se debe a que nuestro spray estaba llegando mojado al colector, por lo que son rastros de las gotas que
se han ido formando. Ademas, en la muestra de 10 minutos, destacan estructuras brillantes de mayor
tamafio, lo que puede suponer que se hayan generado agregaciones de nanoparticulas de plata,
minimizando la homogeneidad de las nanoparticulas presentes en el recubrimiento. Al utilizar un
tiempo de deposicion de 5 minutos, en cambio, las lagunas no son tan prominentes y no se han
formado agregaciones de tal tamafio, por lo que forma un recubrimiento mas homogéneo y uniforme.

—— 100 pm ——

;-.F HY WD HRAW g dwel — 100 pm —— o HY WD HRW S iwel
A 500k | 4.9 mm | 592 ym Ci X DUALUMA 225,00V 5.0mm | 502 ym ° DUALUMA

a) Tiempo deposicion: 0 min b) Tiempo deposicién: 5 min

¢) Tiempo deposicion: 10 min

Figura 33 - Imagenes FESEM de electrones retrodispersados, obtenidas con aumento 350x, ante
muestras con distintos tiempos de deposicion
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El siguiente paso ha sido analizar las estructuras brillantes con mayor aumento. Al estar ante imagenes
realizadas con el detector de electrones retrodispersados, las estructuras brillantes son las de mayor
peso molecular, en el caso de nuestra muestra, la plata. Por lo tanto, son agrupaciones de
nanoparticulas de plata.

SEM_1: Acero AISI 304 con APTES y nanoparticulas de plata estabilizadas con PVP (tiempo de
deposicion 5 minutos, tanda 1)

HY WD HRW mor e bias = mag 3 ——1pm I\ n del ias nag c —1pm
500kV  5.1mm | 4.14 um | Al S | OV 50000 DUALUMA .00 k) g X 0° DUALUMA

HY WD et |bias mag B tilt [——
500kV 54 mm | 592 pm CBS |0V 35000x 30ps |D° DUALUMA

Figura 34 - Imagenes FESEM de electrones retrodispersados (SEM 1)
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SEM_2: Acero AISI 304 con APTES y nanoparticulas de plata estabilizadas con PVP (tiempo de
deposicion 10 minutos, tanda 1)

;{:F HY WD HRW mode | det | bias mag H3  dwel | tit [— 1 'L} ;€:F HY WD HRW mode | det | biass mag FH

%% 10.00KV_ 5.0mm  8.29um | All | CBS | OV 16667x 30us [0° DUALUMA > 10,00kV_ 50mm | 8.29um | Al | CBS | OV _ 25000x ° DUALUMA

HV WD mode | det | bias mag EH
10.00k¥ S5.1mm 207 pm @ All CBS | OV 10000 x

Figura 35 - Imagenes FESEM de electrones retrodispersados (SEM_2)

Por lo general, en la muestra SEM_1 se observan particulas de aproximadamente 1 pm, mientras que
en la muestra SEM_2, presentan un tamafio mayor a 2 um, lo que puede deberse a la agregacion de
nanoparticulas debida a las gotas.
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5.1.2 Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS)

Para asegurar que las estructuras analizadas presentan nanoparticulas de plata, se ha acompafiado el
analisis con un ensayo EDS, que nos va a hacer un mapeo de los elementos quimicos que hay
presentes en la muestra.

SEM_1: Acero AISI 304 con APTES y nanoparticulas de plata estabilizadas con PVP (tiempo de
deposicion 5 minutos, tanda 1)

Tum

Fe Lal 2 C Kal 2 Ag Lal

1pm 1pm

Figura 36 - Analisis EDS de una estructura brillante de la muestra SEM 1

El hierro proviene del sustrato, en este caso, acero. La sombra presente en la imagen de Fe, se produce
debido a que el polimero y la plata estan tapando el hierro, pero sigue estando el sustrato. Al tratarse
de acero inoxidable, su concentracion de carbono sera baja, por lo que la mayor parte de carbono que
se observa viene del polimero. Vemos como el polimero no se limita a la estructura, sino que se
deposita también en los alrededores. Por tltimo, la plata viene en su totalidad del nitrato de plata
incluido en la disolucion.
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SEM_2: Acero AISI 304 con APTES y nanoparticulas de plata estabilizadas con PVP (tiempo de
deposicion 10 minutos, tanda 1)

Electron Image 1 EDS Layered Image 2

250m 25um

Fe Lal 2 Ag Lal CKal 2

r S 1 r S 1
2.5um 2.5um 'T‘

Figura 37 - Andlisis EDS de una estructura brillante de la muestra SEM 2

El hierro vuelve a provenir del acero, el carbono en su mayoria del polimero y la plata también viene
en su totalidad del nitrato de plata incluido en la disolucion. En este caso, el polimero parece que coge
mas area del alrededor de la estructura. Puede ser otra vez debido a que se ha arrastrado parte del
polimero mediante las gotas de etilenglicol.

Como conclusion de la caracterizacion de la tanda 1, se ha podido concluir que es preferible utilizar
tiempos de deposicion cercanos a 5 minutos, ya que se han observado deposiciones uniformes y
homogéneas (véase Figura X) y agrupaciones de menor tamaio (aproximadamente 1 pm). Ademas, se
ha observado que dichas estructuras estan formadas principalmente por agrupaciones del polimero y
nanoparticulas de plata.
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5.2 Tanda 2

La segunda tanda se ha realizado bajo condiciones ambientales de 28,2°C y humedad relativa del
52%.

Se ha realizado la caracterizacion de la disolucion mediante la medida de la tension superficial
(obteniendo valores de 47,3 mN/m y 47,16 mN/m) y de la conductividad eléctrica (obteniendo el
valor de 0.00456 + 0,00105 S/m). Para conocer los métodos de medida véase Anexo I para la medida
de la tension superficial y véase Anexo Il para la medida de la conductividad.

En relacion a los pardmetros de Electrospray, se han optimizado varios parametros para intentar que el
spray llegue seco al colector. Por un lado, se ha bajado el caudal a 0,3 mL/h, minimo caudal con el
que se monta el cono de Taylor para nuestra disolucion, ya que al utilizar un caudal menor la tasa de
pulverizacion es menor, por lo que el etilenglicol tiene mayor facilidad de evaporacion. Por otro lado,
se ha podido aumentar ligeramente la distancia inyector-colector a 40 cm, aumentando el recorrido
del disolvente y facilitando de ese modo también su evaporacion. Por tltimo, el tiempo de deposicion
se ha fijado en 5 minutos, para evitar la formacion de lagunas presentadas en la tanda 1.

La formacidn del cono para el caudal establecido, se da usando una diferencia de potencial de 21 kV
(11 kV voltaje positivo y 10 kV voltaje negativo). Recordamos que el voltaje en el contraelectrodo
sirve para focalizar mas el spray y evitar arcos eléctricos.

En este caso, se van a emplear probetas de acero AISI 316 de 1em? x 0.1 cm , ya que es un acero mas
utilizado en instalaciones hospitalarias.

Ademas, en esta tanda se han realizado 3 tipos de muestra:

- Acero AISI 316 pretratado con APTES

- Acero AISI 316 pretratado con APTES y con deposicion de PVP

- Acero AISI 316 pretratado con APTES y con deposicion de nanoparticulas de plata
estabilizadas con PVP

El reparto se ha realizado asi con la intencion de realizar ensayos biocidas. En este caso, es necesario
ver como varia la capacidad biocida del recubrimiento con cada elemento, para poder atribuir la
propiedad biocida.

< 6 APTES

30 APTES + PVP +
AgNP

< 6 APTES + PVP

Figura 38 - Tanda 2
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Resumen de las condiciones de deposiciéon (TANDA 2)

e Temperatura y humedad relativa: 28,2°C y 52%

e Caracteristicas de la disolucion:

o Tension superficial: 47,3 mN/m (1° medida) y 47,16 mN/m (2° medida). Para conocer

el modo de medida véase Anexo 1.
o Conductividad: 0.00456 + 0,00105 S/m. Para conocer el modo de medida véase

Anexo I1.
e Parametros de electrospray:
Caudal: 0,3 mL/h

o Voltaje positivo: 11 kV
o Voltaje negativo: 10 kV
o Intensidad:

> Disolucion con AgNP: 190 nA (se observa el caracter conductor de la plata)

> Disolucion sin AgNP: 50 nA
o Distancia inyector-colector: 38 cm

o Colector: rectangular, 30 cm x 20 cm
e Probetas: acero inoxidable AISI 316 (Icm? x 0.1cm)

Muestras:

Muestra Tipo de muestra
AFM 1 APTES+PVP+AgNO,
XPS_1 APTES+PVP+AgNO,

Tabla 3 - Tipo de muestra empleada para la caracterizacion mediante AFM y XPS (Tanda 2)

El resto de recubrimientos desarrollados van a ser empleados en futuros analisis.
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5.2.1 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

AFM_1: Acero AISI 316 con APTES y nanoparticulas de plata estabilizadas con PVP
Para analizar la rugosidad de la muestra se analizan distintas zonas de la misma muestra.

1° zona:

4.2nm

4.2nm

0.0nm

500 nm

-4.2 nm

Height 500.0 nm

2° zona:

4.3nm 4.3 nm

-0.2 nm

-4.7 nm

Height 1.0 um

3° zona:

7.2nm

-7.4 nm

Height 5.0 yum

Figura 39 - Imagenes AFM de distintas secciones de la muestra AFM 1 (izquierda: imagen 3D, derecha:

imagen 2D desde vista superior), obtenidas en tapping mode
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Analisis de la rugosidad:

1° zona 2° zona 3° zona
RMS roughness 1,16 1,34 1,77
(nm)
Maximum peak 3 3,72 6,21
Height (nm)
Surface area 0,25 1 25
(nm?)

Siendo:

Tabla 4 - Andlisis de rugosidad de 3 zonas de la muestra AFM_1

RMS roughness: media cuadratica de las desviaciones de altura tomadas del plano medio de
datos de la imagen, calculado como:

£2(2)"

RMS = \|—

Z; = altura de cada punto

N = namero de puntos en la region

Maximum Peak Height: altura méaxima del pico dentro de la zona analizada con respecto al
plano medio de datos.
Surface area: area analizada.

En las imagenes de la Figura 39 se puede observar que la muestra analizada es rugosa, ya que presenta
muchos desniveles en la superficie. Era algo esperado, ya que las nanoparticulas y el polimero no se

depositan de forma gradual sobre toda la superficie, sino que se dopan ciertas zonas. A pesar de ello,
si que se observa que la pulverizacion se da de manera uniforme, ya que las tres regiones analizadas
presentan una morfologia y espesor similares.
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5.2.2 Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

Esta técnica nos permite estudiar los elementos quimicos presentes en la muestra y observar su estado
de oxidacion. Nos interesa especialmente estudiar el estado de oxidacion de la plata, para ver si la
reduccion de plata idnica a plata metalica se esta dando correctamente.

XPS _1: Acero AISI 316 con APTES y nanoparticulas de plata estabilizadas con PVP

0
1400 1200 1000 800 600
Binding Energy (eV)

Figura 40 - Espectro XPS general de la muestra XPS 1
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En la Figura 40 se aprecian picos de carbono (C), nitrégeno (N), oxigeno (O), hierro (Fe), silicio (Si)
y plata (Ag), por lo que nos estd indicando la presencia de estos elementos en nuestra muestra.
Coincide con lo esperado, ya que el hierro proviene del acero, la plata viene del nitrato de plata
afiadido a la disolucion, el silicio viene del APTES y el resto de elementos (C, N y O) provienen tanto
del APTES como del PVP, ya que ambos compuestos son elementos organicos. Como tenemos
compuestos organicos unidos a un metal (la plata, Ag) estamos ante un compuesto organometalico.

Recordemos la estructura quimica de estos compuestos:

(A

\/O\Sl/\/\NHz N

@)

!
3
4

Figura 41 - Composicion quimica del APTES Figura 42 - Composicion quimica del PVP

El hidrégeno no aparece ya que esta técnica no es capaz de determinar ni el hidrogeno ni el helio.

Se ha realizado un zoom sobre los picos de C, N, O y Ag (Figura 43).

a) b)
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Figura 43 - Espectros de a) C, b) Ag, ¢c) Ny d) O de la muestra 3

Nos interesa especialmente, analizar el estado de oxidacion de la plata. Para ello, debemos fijarnos en
los picos 3d’ y 3d°. Ambos picos tienen muy poca amplitud, ya que no hay mucha proporcion de plata
en la muestra, concretamente un 0.06% (Figura 44). Por ello, es dificil analizar el estado de
oxidacion. Tras consultar la bibliografia se concluye que la mayor parte de plata esta en estado de
oxidacion 0, pero también existe plata en estado de oxidacion 1. Esta tltima puede venir del nitrato de
plata empleado en la disolucion, debido a que parte se ha quedado sin reducir. Otra alternativa es que
al llegar las deposiciones himedas al colector, la plata ha podido reaccionar.

Atomic Concentration Table

Cls Nls 0ls S1i2p Fe2p3 Ag3d

#.314 8.439 8.733 6.368 1.964 6.277
7.804 12.781 19.145 16.252 57.812 179.688

69,22 .38 15.96 8.95

Figura 44 - Tabla de concentracion atomica de la Muestra 3
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6. CONCLUSIONES

Mediante este trabajo se ha realizado la sintesis de recubrimientos poliméricos que contienen
nanoparticulas de plata, con el objetivo de crear recubrimientos biocidas sobre superficies de acero
inoxidable. Para ello, se propone el uso del Electrospraying, una técnica prometedora para la
deposicion de nanoparticulas que permite tener un mayor control en la dispersion de la disolucion.

Los ensayos realizados han mostrado una deposicion uniforme y homogénea de las nanoparticulas de
plata (AgNP) sobre las probetas de acero inoxidable, por lo que se puede afirmar que el
Electrospraying es una técnica util para realizar este tipo de deposiciones. Ademas, se ha observado
que las AgNPs estan unidas a la polivinilpirrolidona, formando estructuras de unas pocas micras.

Por otro lado, las imagenes AFM nos han afirmado que el recubrimiento desarrollado es rugoso,
debido a la pulverizacion de las nanoparticulas y el polimero. A pesar de ello, el espesor medio y la
rugosidad RMS tienen valores similares a lo largo de la muestra.

Por ultimo, se ha mostrado que existe tanto plata en estado de oxidacion 0 como en estado de
oxidacion 1. Esto es un factor a tener en cuenta ya que el efecto biocida de la plata puede variar segiin
el estado de oxidacion.

7. LINEAS FUTURAS

Todavia existe un largo camino en la realizacion de este proyecto. El objetivo principal es seguir
optimizando el proceso de Electrospraying, ya que todavia no se ha conseguido realizar una
deposicion que llegue seca al colector. Para ello, se plantea modificar ligeramente la disolucion o
utilizar una placa calefactora para ayudar en la evaporacion del disolvente. Otra alternativa es volver a
intentar realizar la deposicion cuando las condiciones de humedad relativa sean < 20%, ya que como
se ha comentado, es un parametro de gran impacto. Por otro lado, para confirmar la funcionalidad del
recubrimiento, es necesario realizar ensayos biocidas (bactericidas y virucidas principalmente). A
partir de los resultados obtenidos, se debera ir optimizando el proceso e ir definiendo la concentracion
de plata minima necesaria. Ademas, es necesario realizar también una caracterizaciéon mecanica.
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ANEXO I - Medida de la tension superficial mediante el método del anillo
de Du Nouy

El método del anillo de Du Noiiy se basa en medir la fuerza necesaria para separar un anillo (en
nuestro caso de platino) de la superficie de un liquido. Esta fuerza estd relacionada con la tension
superficial del liquido, tal y como se observa en la Ecuacion 1.

AF
Y = AnR (Ec. 1)

Para realizar la medida se coloca el anillo colgando de una balanza y se sumerge en el liquido. La
maquina va a ir extrayendo lentamente el anillo del liquido y el dinamémetro medira la fuerza AF
necesaria para ser separado de la superficie. Como el anillo tiene cierto espesor, la tension superficial
se produce en ambos lados del anillo, por lo que para el calculo se debe coger dos veces el factor 2nR.

1 2 T I ;4;'

Figura 45 - Etapas de la medida de la tension superficial

El tensiometro empleado ha sido el modelo Sigma 703D (véase Figura 46).

Figura 46 - Tensiometro Sigma 703D
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ANEXO 2 - Medida de la conductividad eléctrica de la disolucion

El objetivo es generar un circuito cerrado y aplicar una diferencia de potencial, generando de esta
manera una corriente eléctrica que atravesara el fluido del que queremos medir la conductividad
(Figura 47).

Rvoltimero Rfluido
AV M
1MEG

L

Figura 47 - Boceto del circuito montado

Midiendo la caida de tension que se da en el voltimetro (AV) y conociendo su resistencia interna
(Rvoltimetro=1MQ), mediante Ley de Ohm (Ec. 2) se calcula la corriente que tenemos en el circuito.

[ = —2 (Ec. 2)

Rvoltimetro

Como ambas resistencias estan en serie sabemos que la corriente que circula por ambas es la misma.
Conocida la I que circula por nuestro fluido y fijando una diferencia de potencial V1, podemos
calcular la resistencia de nuestro fluido (Rfluido).

V1-AV

Rfluido -

(Ec. 3)

Conocida la largura del tubo empleado y el area del tubo, calculamos la resistividad (Ec. 4).

. mDi’
_ _Rfluido-A _  Rfluido—
p = L = L (Ec. 4)

Conocida la proporcionalidad inversa entre la conductividad y la resistividad, despejamos la
conductividad (Ec. 5).

1
o = ? (Ec. 5)
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