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Glosario
Compósito. Material constituido por dos o más integrantes heterogéneos para obtener

propiedades no existentes en los materiales componentes.

Contraelectrodo. En electroquímica, el electrodo auxiliar, a menudo también llamado

contraelectrodo, es un electrodo utilizado en una celda electroquímica de tres electrodos

para análisis voltamétrico u otras reacciones en las que se espera que fluya una corriente

eléctrica.

Dopaje. En la producción de semiconductores, se le denomina dopaje al proceso

intencional de agregar impurezas en un semiconductor extremadamente puro con el fin

de cambiar sus propiedades fisicoquímicas.

Electrospray. Se denomina electrospray al dispositivo que emplea electricidad (altos y

bajos voltajes) para dispersar un líquido o para denominar al aerosol que resulta de

dicho proceso.

Espectroscopia. La espectroscopia  es el estudio de la interacción entre la radiación

electromagnética y la materia, con absorción o emisión de energía radiante.

Funcionalización. La funcionalización es un proceso químico que inserta grupos

funcionales en una sustancia modelo.

Inóculo. En microbiología se refiere a la concentración de microorganismos empleada

para realizar cultivo microbiano.

Microorganismo modelo. Un microorganismo modelo es aquel microorganismo cuyas

características morfológicas le permiten ser empleado como modelo de estudio (in vitro,

in vivo, ex vivo, etc) para entender fenómenos biológicos particulares que puedan

darnos una idea de cómo funcionan esos procesos en otros microorganismos similares.

Síntesis. Síntesis química es el proceso por el cual se producen compuestos químicos a

partir de compuestos simples o precursores químicos.

Nanoestructura. Una nanoestructura es una estructura con un tamaño intermedio entre

las estructuras moleculares y microscópicas.

Nanopartícula. Una nanopartícula es una partícula que posee las tres dimensiones

menores que 100 nm.

Nanotecnología. La nanotecnología comprende el estudio, diseño, creación, síntesis,

manipulación y aplicación de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del

control de la materia a nanoescala, y la explotación de fenómenos y propiedades de la

materia a nanoescala.
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Resumen
Síntesis, caracterización, actividad electroquímica y antimicrobiana de
materiales nanoestructurados: nanotubos de carbono y nanoestructuras
de agua.

La alta tasa de brotes de enfermedades infecciosas derivadas de patógenos
causantes de enfermedades ha sido motivo de gran preocupación en los últimos años.
Como resultado de esto la nanotecnología se ha visto impulsada a investigar nuevos
agentes antimicrobianos potentes para frenar la propagación de microorganismos
causantes de enfermedades. El interés en el uso de estos materiales surge de las
propiedades fisicoquímicas, como área superficial, volumen, forma, tamaño, entre otras
que les han permitido desarrollar un amplio potencial antimicrobiano.

El presente trabajo de tesis busca explorar la síntesis de materiales
nanoestructurados poco comunes para el estudio de sus propiedades antimicrobianas.
Con la finalidad de explorar alternativas libres de residuos inorgánicos se eligieron
como modelos de este estudio el uso de nanotubos de carbono dopados con nitrógeno
(N-MWCNT) y de nanoestructuras de agua diseñadas (EWNS). Los resultados
experimentales obtenidos en el presente trabajo de investigación se centran en las
características morfológicas, físicas y químicas de las nanoestructuras, así como en
modificaciones puntuales que pueden alterar sus interacciones con sistemas biológicos.

Se realizó un estudio sistemático sobre la síntesis e incorporación de dopaje con
nitrógeno en la estructura de los N-MWCNT a través del proceso de síntesis mediante la
técnica de deposición química de vapor asistida por aerosol (AACVD). Se utilizaron
mezclas de NN-dimetilformamida (DMF) y tolueno con ferroceno como precursores de
carbono y catalizador respectivamente. En este sentido, se analizó el efecto del dopaje
de los nanotubos de carbono sobre las características fisicoquímicas de las muestras
mediante técnicas como DRX, SEM, TEM, TGA, FTIR, EELS, XPS entre otras.
Similarmente se evaluó la la actividad electroquímica mediante estudios de
voltamperometría cíclica (CV), espectroscopia de impedancia electroquímica (EIS) y
resistencia eléctrica (ER), mientras que también se analizó el efecto antimicrobiano de
los N-MWCNT en compositos de Agar/N-MWCNT sobre el crecimiento de hongos
oportunistas. Los resultados mostraron que los N-MWCNT exhiben una estructura
tubular de bambú que no está presente en muestras sin DMF. Las concentraciones de
nitrógeno obtenidas alcanzaron hasta el 2.5% at. según lo evaluado por XPS. El
aumento de la incorporación de nitrógeno en N-MWCNT también aumentó la
conductividad de las muestras en las caracterizaciones electroquímicas demostrando su
reactividad así como su potencial en aplicaciones electroquímicas relacionados con su
uso semiconductores y transistores. Finalmente, se observó que los N-MWCNT tenían

ii



efecto antimicrobiano inhibiendo la proliferación de microorganismos oportunistas de
manera mejorada (69.23% de eficiencia) en comparación de los nanotubos de carbono
sin dopaje.

Posteriormente, se desarrolló un sistema de electro-nanospray para la síntesis de
EWNS para la descontaminación de superficies comunes como el metal, el plástico, la
madera y el concreto. La eficacia del sistema EWNS para inactivar E. coli se evaluó con
diferentes condiciones operativas, como el voltaje aplicado, el tiempo de exposición y la
distancia entre el contraelectrodo y la superficie tratada. Se caracterizaron las diferentes
superficies mediante microscopía electrónica de barrido, y ángulo de contacto para
comprender los diferentes comportamientos entre las muestras. Entre los parámetros
operativos probados, el tiempo de exposición fue el parámetro operativo más influyente,
lo que llevó a una reducción logarítmica de E. coli de 2,66 log (99.78% de eficiencia de
descontaminación) después de 40 minutos de exposición. Por otro lado, para las
eficiencias de desactivación de las superficies analizadas, la eficiencia de
descontaminación fue mayor para la madera, seguido del concreto, el metal y el plástico
con una reducción logarítmica de 2,96, 2,80, 2,20 y 1,63 log respectivamente. Estos
resultados muestran el potencial de la tecnología EWNS como método de
descontaminación microbiana para el tratamiento de superficies en instalaciones de
confinamiento de animales. Sin embargo, se necesitan pruebas para la implementación
de estos sistemas.

La principal contribución de este trabajo de investigación fue reportar la síntesis
y caracterización de dos tipos de nanoestructuras N-MWCNT y EWNS. Los resultados
obtenidos mostraron que el uso de los materiales nanoestructurados como N-MWCNT y
EWNS para la descontaminación de superficies tiene potencial aprovechable para
diversas aplicaciones biotecnológicas. Además, las caracterizaciones electroquímicas
revelaron que las muestras de N-MWCNTs tienen un uso potencial en aplicaciones de
semiconductores.

PALABRAS CLAVE: Bio-nanotecnología, dopaje, antimicrobiano, electroquímica.
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Abstract
Synthesis, characterization, electrochemical and antimicrobial activity of
nanostructured materials: Carbon nanotubes and water nanostructures.

The high rate of infectious disease outbreaks arising from disease-causing
pathogens has been of great concern in recent years. As a result of this, nanotechnology
has been driven to investigate new powerful antimicrobial agents to stop the spread of
disease-causing microorganisms. The interest in the use of these materials arises from
the physicochemical properties, such as surface area, volume, shape, size, among others,
which have allowed them to develop broad antimicrobial potential.

The present thesis seeks to explore the synthesis of unusual nanostructured
materials for the study of their antimicrobial properties. In order to explore alternatives
free of inorganic residues, the use of nitrogen-doped carbon nanotubes (N-MWCNT)
and engineered water nanostructures (EWNS) were chosen as models for this study. The
experimental results obtained in the present research work focus on the morphological,
physical and chemical characteristics of the nanostructures, as well as specific
modifications that can alter their interactions with biological systems.

A systematic study was carried out on the synthesis and incorporation of
nitrogen doping into the structure of N-MWCNTs through the synthesis process using
the aerosol-assisted chemical vapor deposition (AACVD) technique. Mixtures of
NN-dimethylformamide (DMF) and toluene with ferrocene were used as carbon
precursors and catalyst, respectively. In this sense, the effect of carbon nanotube doping
on the physicochemical characteristics of the samples was analyzed using techniques
such as XRD, SEM, TEM, TGA, FTIR, EELS, XPS among others. Similarly,
electrochemical activity was evaluated through cyclic voltammetry (CV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and electrical resistance (ER) studies,
while the antimicrobial effect of N-MWCNTs in Agar/N-MWCNT composites on the
growth of opportunistic fungi was also analyzed. The results showed that N-MWCNTs
exhibit a bamboo tubular structure that is not present in samples without DMF. The
nitrogen concentrations obtained reached up to 2.5% at. as evaluated by XPS. The
increase in the incorporation of nitrogen into N-MWCNT also increased the
conductivity of the samples in the electrochemical characterizations, demonstrating their
reactivity as well as their potential in electrochemical applications related to their use in
semiconductors and transistors. Finally, it was observed that N-MWCNTs had an
antimicrobial effect, inhibiting the proliferation of opportunistic microorganisms in an
improved way (69.23% efficiency) compared to undoped carbon nanotubes.
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Subsequently, an electro-nanospray system was developed for the synthesis of
EWNS for the decontamination of common surfaces such as metal, plastic, wood, and
concrete. The effectiveness of the EWNS system in inactivating E. coli was evaluated
with different operating conditions, such as applied voltage, exposure time, and distance
between the counter electrode and the treated surface. The different surfaces were
characterized by scanning electron microscopy and contact angle to understand the
different behaviors between the samples. Among the operational parameters tested,
exposure time was the most influential operational parameter, leading to a log E. coli
reduction of 2.66 log (99.78% decontamination efficiency) after 40 minutes of
exposure. On the other hand, for the deactivation efficiencies of the surfaces analyzed,
the decontamination efficiency was highest for wood, followed by concrete, metal and
plastic with a logarithmic reduction of 2.96, 2.80, 2.20 and 1.63 log respectively. These
results show the potential of EWNS technology as a microbial decontamination method
for surface treatment in animal confinement facilities. However, more testing is needed
for the implementation of these systems.

The main contribution of this research work was to report the synthesis and
characterization of two types of nanostructures N-MWCNT and EWNS. The results
obtained showed that the use of nanostructured materials such as N-MWCNT and
EWNS for surface decontamination has potential for various biotechnological
applications. Furthermore, electrochemical characterizations revealed that the
N-MWCNTs samples have potential use in semiconductor applications.

KEYWORDS: Bio-nanotechnology, doping, antimicrobial, electrochemistry.
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Introducción
La alta tasa de brotes de enfermedades infecciosas derivadas de patógenos

causantes de enfermedades ha sido motivo de gran preocupación en los últimos años
especialmente tras la pandemia de COVID-19 en 2020. Las consecuencias de estos
brotes conllevan altos costos en las actividades diarias, recesión económica y hasta
casos graves de muerte. Esto se ha convertido en un grave problema de salud pública,
resultado de la propagación prolífica de estas enfermedades, especialmente por la falta
de antimicrobianos adecuados para abordar el problema.

De esta manera, la nanotecnología se ha visto impulsada a investigar nuevos
agentes antibacterianos potentes para frenar la propagación de enfermedades resistentes
a los antibióticos. Recientemente, el control de bacterias utilizando materiales
antimicrobianos como nanopartículas ha llamado la atención de investigadores en todo
el mundo. El interés en el uso de estos materiales surge de las propiedades morfológicas
y fisicoquímicas, como área superficial, volumen, propiedades físicas y químicas que se
han utilizado con éxito en diversas aplicaciones así como su potencial antimicrobiano
hacia un amplio espectro de patógenos.

El presente trabajo de tesis busca explorar la síntesis de materiales
nanoestructurados poco comunes para el estudio de sus propiedades antimicrobianas.
Por lo general los nanomateriales más comunes con propiedades antimicrobianas, están
basados en el uso de nanopartículas metálicas como cobre, titanio, plata y oro. No
obstante con el aumento de las aplicaciones de este tipo de nanomateriales surge la
necesidad de buscar nuevas alternativas que limiten la cantidad de residuos inorgánicos
que este tipo de nanopartículas generan. En este sentido el presente trabajo se buscó
evaluar las propiedades antimicrobianas en nanomateriales poco comunes y de
limitados residuos inorgánicos como los nanotubos de carbono dopados con nitrógeno
(N-MWCNT) y las nanoestructuras de agua diseñadas (EWNS).

Materiales nanoestructurados, como las MWCNT han tenido un gran impulso
resultado de sus continuos y sorprendentes desarrollos. Destacando en aplicaciones
biomédicas y biotecnológicas en la búsqueda de nuevas alternativas contra la
propagación de enfermedades. Por otro lado, novedosas nanoestructuras como las
EWNS están emergiendo como una alternativa libre de residuos inorgánicos para la
desinfección de superficies que aprovechando las propiedades del agua a escala
nanométrica, promueve su uso en aplicaciones industriales y biomédicas.
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. En esta tesis se presenta un estudio a profundidad de la síntesis y
caracterización de N-MWCNT y de las EWNS para su uso en aplicaciones
antimicrobianas y electroquímicas.

Este trabajo se estructura en seis capítulos en los que se describen los
antecedentes e investigaciones realizadas, además de apéndices donde se aborda los
aspectos teóricos de las técnicas de caracterización de materiales así como algunos
resultados adicionales.

En el Capítulo 1, titulado “Materiales nanoestructurados y sus aplicaciones
antimicrobianas” se aborda una descripción general de los nanomateriales, su
clasificación, así como una introducción a el uso de los nanomateriales como agentes
antimicrobianos, los mecanismos básicos de actividad antimicrobiana de estos así como
las aplicaciones más comunes de estos materiales en el área biotecnológica. Finalmente
también se presentan la justificación, hipótesis y objetivos del trabajo aquí presentado.

En el Capítulo 2, titulado “Actividad antimicrobiana de nanotubos de carbono”
se aborda a modo de revisión bibliográfica de manera extensa y específica el uso de
estos materiales nanoestructurados en sus aplicaciones en bionanotecnología para la
desinfección de superficies. A lo largo del capítulo se abordan temas como la actividad
antimicrobiana en función de las características fisicoquímicas, los mecanismos de
actividad antimicrobiana de estos, así como algunas perspectivas de su uso en sistemas
biológicos.

El Capítulo 3, titulado “Síntesis y Caracterización de nanotubos de carbono
dopados con nitrógeno, actividad electroquímica y antimicrobiana” presenta uno de los
aportes principales del presente trabajo de investigación. En este se aborda un estudio
experimental sistemático sobre la síntesis de nanotubos de carbono dopados con
nitrógeno a partir de mezclas de Tolueno/DMF con ferroceno. Se analizó el efecto del
precursor de nitrógeno DMF sobre las características morfológicas, físicas, químicas y
espectroscópicas del material sintetizado. Además se presentan resultados de la
actividad antimicrobiana y electroquímica observada de nuestros materiales.

En el Capítulo 4, titulado “Actividad antimicrobiana de nanoestructuras de agua
diseñadas” se aborda a modo de revisión bibliográfica de manera específica el uso de las
EWNS para aplicaciones en bionanotecnología para la desinfección de superficies. A lo
largo del capítulo se abordan temas como la actividad antimicrobiana en función de las
características fisicoquímicas y los mecanismos de actividad antimicrobiana de estos
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En el Capítulo 5, titulado “Síntesis y actividad antimicrobiana de
nanoestructuras de agua diseñadas” presenta el segundo gran aporte del presente trabajo
de investigación. En este se aborda un estudio experimental y sistemático sobre el
desarrollo de un sistema de electro-nanosprayer para la síntesis de EWNS y su uso
como agente descontaminante en superficies de granero inoculadas con E. coli. Se
variaron las diferentes condiciones del setup experimental para analizar el efecto de
condiciones como el voltaje, el tiempo de exposición y el tipo de superficie. Además se
realizó la caracterización de las superficies utilizadas para entender las interacciones
entre las EWNS y los microorganismos.

Finalmente, en el Capítulo 6, titulado “Conclusiones y perspectivas” se
presentan de manera concisa un resumen de los más relevantes resultados, así como las
más conclusiones específicas, las perspectivas y los alcances del trabajo aquí
presentado.
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Capítulo 1: Materiales nanoestructurados y sus
aplicaciones antimicrobianas.

1.1 Resumen
La nanotecnología, por definición, es la manipulación de la materia a una escala

nanométrica. En los últimos años y debido a sus propiedades únicas los nanomateriales
han extendido sus horizontes de aplicación en bioingeniería, biomedicina e industria.
Esto gracias a los avances tecnológicos que han permitido la producción en masa de
estas nanoestructuras cubriendo la demanda actual. Como resultado, diversas ramas de
investigación multi- e interdisciplinarias se han generado a fin de aprovechar al máximo
las propiedades particulares que ofrecen las nanoestructuras con el fin de ser empleadas
de una manera más eficiente en diversas aplicaciones, principalmente en aplicaciones
biomédicas como imagenología, farmacología, diagnóstico y escrutinio de fármacos,
ingeniería de tejidos, por mencionar algunas. En este sentido, se ha demostrado que los
nanomateriales exhiben potencia antimicrobiana contra varios tipos de patógenos
debido a su tamaño y capacidad de dañar las células a través de diversos mecanismos.
En el presente capítulo se introduce a la ciencia de los nanomateriales así como se
revisa los avances recientes logrados en el uso de nanomateriales diseñados para
aplicaciones antimicrobianas y el mecanismo que los hace altamente efectivos.

1.2 Nanotecnología y nanomateriales
El prefijo "nano" deriva de la palabra griega "nanos" (es decir, "muy pequeño"),

que describe la nanoescala (1-100 nm) la cual se considera adecuada para partículas y
materiales. De manera general se entiende que cualquier material clasificado como
nanomaterial tiene un tamaño entre 1 y 100 nm en alguna de sus dimensiones, y sus
propiedades deberían ser diferentes o mejores comparados con aquellos en masa (bulk)
del cual provienen (Bayda et al., 2020). En la Figura 1.1 podemos observar una
comparativa de los tamaños de diversos objetos en relación a la escala nanométrica.
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Figura 1.1 Esquema comparativo de la escala de tamaño de los objetos en comparación
con el tamaño nanométrico. Tomado de (Barhoum et al., 2022).

La nanociencia combina disciplinas como la física, la química, la ciencia de
materiales y la biología para comprender la manipulación de los materiales a escala
atómica y molecular, describiendo el estudio físico y químico de lo nanomateriales,
enfocándose en las propiedades y sus características dependientes del tamaño de los
materiales en estado sólido (Bayda et al., 2020). Por otro lado, la nanotecnología es un
área de investigación que se centra en el estudio y aplicaciones de la materia a escala
nanométrica, combinando distintas disciplinas como la ingeniería, la química, la física,
la biología y la medicina con el objetivo final de modificar la materia a escala atómica.

El término nanotecnología entonces describe la manipulación de la materia en
esta escala. La manipulación de estos materiales se realiza usualmente por métodos
químicos, moleculares y supramoleculares, sintetizando nanopartículas, nanomateriales
y materiales nanoestructurados. Otro de los enfoques de la nanotecnología es el estudio
de las características específicas observadas tras la modificación del tamaño de las
nanopartículas (Barhoum et al., 2022). Las nanoparticulas exhiben propiedades
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exclusivas en comparación con el mismo material en bulk (granel). De la misma
manera, la reducción de tamaño altera drásticamente las características ópticas,
eléctricas y magnéticas del nanomaterial (Jeevanandam et al., 2018). Ejemplo de esto
tenemos a las nanopartículas de Au de 20 nm de diámetro entre cuyas propiedades se
observa una resonancia de plasmón superficial localizada a una longitud de onda de 520
nm en agua, cuyo rojo cambia a 600 nm a medida que el diámetro de las Au NP
aumenta a 100 nm (Jeevanandam et al., 2018). A día de hoy, la nanotecnología se
expande rápidamente con nuevas aplicaciones en innumerables campos de la ciencia.
Uno de estos campos es la nanoingeniería cuyas aplicaciones brindan nuevas
oportunidades para el progreso en la atención médica, la energía, la protección
ambiental, la construcción, el procesamiento de alimentos agrícolas y otros campos
mediante el desarrollo de nanomateriales y nanoestructuras.

De esta manera diferentes campos de investigación, desde la química orgánica hasta la
física de semiconductores, están implicados en la fabricación, diseño y regulación de
muchos y novedosos materiales nanoestructurados y nanopartículas, así como el uso de
estos en aplicaciones relacionadas. Los nanomateriales difieren en sus dimensiones,
formas, tamaños, composiciones, porosidad, fases y entre otras características, y
resultado de estos se han desarrollado varias clasificaciones con la finalidad de poderlos
categorizar de la mejor manera (Barhoum et al., 2022).

Una de las principales clasificaciones de los nanomateriales está dictada en función de
su origen, siendo estos nanomateriales naturales, incidentales, bioinspirados y diseñados
(Prasad et al., 2018). Los nanomateriales naturales son resultado de procesos
fisicoquímicos naturales, mientras que los nanomateriales incidentales, también
conocidos como partículas antropogénicas son aquellos cuya producción fue efecto
secundario resultado de procesos industriales creados por el hombre. Los
nanomateriales diseñados son aquellos que fueron fabricados directamente en el
laboratorio o la industria para obtener materiales con características específicas.
Finalmente los nanomateriales bioinspirados son aquellos diseñados cuyas propiedades
imitan las de los nanomateriales naturales o la materia viva.

No obstante, a pesar de las novedosas propiedades exclusivas, pocos nanomateriales
diseñados han sido aprobados y utilizados en la industria, debido a la necesidad de
procesos de producción y evaluación de riesgos a gran escala y a largo plazo.

1.3 Tipos y clasificación de nanomateriales
Debido a la diversidad de las nanoestructuras, diferentes clasificaciones han sido
propuestas. En términos generales, los nanomateriales pueden ser clasificados con base
en sus dimensiones, origen y/o composición (véase Figura 1.2).
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Figura 1.2 Clasificación de nanomateriales en función de su (a) dimensionalidad, (b)
origen, y (c) composición. Las abreviaturas corresponden a : Puntos cuánticos de
grafeno (GQD); Puntos cuánticos de carbono (CQD); BNNS: Nanohojas de nitruro de
boro; Dicalcogenuros de metales de transición monocapa (TMDC); Nanopartículas de
goma de semilla de albahaca (BSG); Puntos cuánticos (QD). (modificado de (Barhoum
et al., 2022).

1.3.1 Clasificación basada en su dimensionalidad
Una de las principales características de los nanomateriales y que ayudan a

diferenciarlos de los materiales macroscópicos es su dimensionalidad. Según su
dimensionalidad (es decir tamaño y morfología) estos se pueden categorizar en 4 tipos
principales de nanomateriales siendo estos: 0D, 1D, 2D y 3D, esto en función del
número de dimensiones que se encuentran fuera de la escala nanométrica en un
material. (Figura 1.3).

Nanomateriales de dimensión cero (0D): en estos materiales cada una de sus
tres dimensiones se encuentra dentro de la escala nanométrica (es decir, <100 nm).
Algunos ejemplos de estos nanomateriales son los puntos cuánticos de grafeno, los
puntos cuánticos de carbono, los fullerenos, las nanopartículas magnéticas, las
nanopartículas de metales nobles y las nanopartículas de polímeros. Como resultado de
sus propiedades relevantes en torno a su estabilidad óptica, fotoluminiscencia
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dependiente de la longitud de onda, inercia química, permeabilidad celular y
biocompatibilidad, los nanomateriales 0D son interesantes para aplicaciones
optoelectrónicas y biomédicas (Wang et al., 2020) .

Figura 1.3 Diferentes morfologías observadas en nanomateriales con diferente
dimensionalidad: (A) Nanopartículas de Au monodispersas no porosas 0D (0D); (B)
Nanorods de plata 1D; (C) Nanohojas de grafeno 2D; (D) Red de nanocables 3D de
WO3. (modificado de (Barhoum et al., 2022).

Nanomateriales unidimensionales (1D): la característica común de estos
materiales es que tienen una sola dimensión mayor a >100 nm. Entre estos los metales,
los óxidos metálicos y los nanomateriales 1D a base de carbono con una alta relación de
aspecto (por ejemplo, nanotubos, nanocables y nanofibras) han resaltado por sus
excelentes fuentes de electrones que emiten en un campos eléctrico bajos. Otros
materiales similares como las esteras, y redes de nanofibras poliméricas son NM 1D
cuyas características les otorgan de una gran relación superficie-volumen, una
porosidad elevada y poros pequeños que se explotan para aplicaciones en
descontaminación, catálisis, filtración y también para nanomateriales superabsorbentes
(Jeevanandam et al., 2020).

Nanomateriales bidimensionales (2D): en este tipo de materiales dos de sus
dimensiones se encuentran con medidas superiores a > 100 nm. Por lo general este tipo
de materiales tienen forma de placas y capas delgadas con un espesor de al menos una
capa atómica. Ejemplos de esto son materiales como el Grafeno/óxido de grafeno/óxido
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de grafeno reducido, arcillas de silicato, hidróxidos dobles en capas, dicalcogenuros de
metales de transición, nitruro de carbono grafítico, nitruro de boro hexagonal, nanohojas
de boro, entre otros son algunos ejemplos de nanomateriales 2D. Como resultado de sus
formas uniformes, su alta relación superficie-volumen (en contraste con el material en
bulk) y su carga superficial estos materiales tienen por lo general características físicas,
químicas, ópticas y biológicas únicas que son atractivas para novedosas aplicaciones
(Jin et al., 2018).

Nanomateriales tridimensionales (3D): como su descripción lo indica, estos
materiales poseen tres dimensiones con tamaños >100 nm; sin embargo, sus
constituyentes individuales son de tamaño nanométrico. En esta clase se incluye el
grafeno nanoestructurado, haces de nanocables y esponjas de nanotubos. En la última
década, diversos grupos de investigación a nivel mundial se han enfocado en el análisis
exhaustivo y sistemático que involucra los procesos de síntesis, producción a escala y la
caracterización de nanoestructuras 3D a fin de emplearlos como electrodos para la
conversión de energía electroquímica y como almacenes de energía (baterías y
supercondensadores). Este tipo de materiales con estructuras 3D complejas pueden
mostrar características deseables, como la resistencia mecánica elevada. Las estructuras
3D complejas son componentes importantes de sistemas microelectromecánicos,
dispositivos biomédicos, robótica y celdas solares. La integración sinérgica de
nanomateriales con tecnologías de impresión 3D permite la creación de arquitectura y
dispositivos con un nivel de integración funcional sin precedentes (Barhoum et al.,
2022).

1.3.2 Clasificación basada en su origen
Basados en su origen, los nanomateriales se pueden subclasificarse en cuatro

categorías: “nanomateriales naturales, incidentales, bioinspirados y diseñados” (Figura
1.2b).

Nanomateriales naturales: son producidos principalmente mediante procesos
biogeoquímicos o mecánicos naturales, sin que exista algún vínculo directo con
actividades/procesos antropogénicos. Ejemplos de esto tenemos a las estructuras de
foraminíferos (principalmente tiza), los virus (cápsides, proteínas), los cristales de cera
que recubre las hojas de loto, las espátulas de las patas de los geckos, algunas escamas
de las alas de las mariposas, los coloides (leche, sangre), el nácar, los corales y las
matrices óseas. Los nanomateriales inorgánicos naturales se producen por crecimiento
de cristales. Como ejemplo de esto tenemos que resultado de la anisotropía de su
estructura cristalina, las arcillas muestran nanoestructuras complejas. De manera
similar, la actividad volcánica puede conducir a la formación de ópalos, un ejemplo de
cristales fotónicos naturales resultado de su estructura a nanoescala. Algunas de las
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principales fuentes naturales de nanomateriales incluyen incendios forestales, cenizas
volcánicas, y la erosión de rocas que contienen metales (Shalan et al., 2018).

Nanomateriales incidentales: este tipo de materiales nanoestructurados se
producen involuntariamente a través de influencias humanas directas o indirectas o
procesos antropogénicos, como los gases de escape de los vehículos, los gases de
soldadura, y en general los procesos de combustión. Los incendios forestales generan
una amplia gama de nanomateriales (por ejemplo, pigmentos, cemento) y
nanomateriales atmosféricos incidentales, podrían aumentar la contaminación del aire.
Los nanomateriales incidentales son pues subproductos de las actividades humanas,
generalmente tienen tamaños y formas mal controlados. Los nanomateriales
incidentales tienen altos impactos ambientales y deben considerarse en relación con los
nanomateriales diseñados (Barhoum et al., 2022).

Nanomateriales bioinspirados: este tipo de nanomateriales son diseñados con
propiedades que imitan aquellas de los nanomateriales naturales o la materia viva.
Mediante el uso de avanzadas tecnologías se pueden fabricar muchos nanomateriales
bioinspirados con funciones específicas modulando sus estructuras. Por ejemplo, se han
diseñado elastómeros mecanocrómicos que imitan la estructura fotónica de las células
iridóforas del camaleón. En estos sensores, los nanocristales rígidos de sílice están
incrustados en una matriz elastomérica para formar cristales no compactos. Estos
sensores muestran un cambio de color de rojo a azul bajo estiramiento y de rojo a verde
bajo compresión (Rasouli et al., 2018).

Nanomateriales diseñados: Los nanomateriales diseñados son todos aquellos
tipos de nanopartículas y materiales nanoestructurados producidos por el hombre para
aplicaciones específicas. Estos nanomateriales se caracterizan de manera exhaustiva
para reducir sus efectos negativos no planificados. Entre los primeros nanomateriales
comerciales encontramos las primeras nanoesferas de sílice que se sintetizaron a partir
de soluciones acuosas en la década de 1960. Por lo general, las nanopartículas diseñadas
tienen formas regulares, como anillos, esferas, tubos, etc. Nanoestructuras de carbono
diseñadas como fullerenos, nanotubos de carbono y grafeno se destacan al poseer una
forma y estructura bastante más regular en comparación con la del carbón natural
(Barhoum et al., 2022).

1.3.3 Clasificación basada en su composición
En función de su composición química, los nanomateriales se pueden catalogar en 4
grandes subgrupos: a base de carbono, los inorgánicos, los orgánicos y los híbridos. Este
tipo de nanomateriales normalmente se producen utilizando una variedad de métodos y
pueden incluir uno o más componentes.
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Nanomateriales de carbono: Este tipo de nanomateriales están formados por
átomos de carbono unidos por enlaces sp2. Incluyen nanodiamantes, fullerenos, grafeno,
nanotubos de carbono de pared simple y múltiple, nanofibras de carbono, nanocuernos,
nanocebollas, nanografito entre otros (Thostenson et al., 2001). Entre los métodos de
síntesis de este tipo de nanomateriales a base de carbono tenemos la deposición química
de vapor (CVD), la ablación con láser y la descarga en arco (Butler and Sumant,
2008). Este tipo de nanomateriales se clasifica de forma específica debido a la gran
variedad de formas alotrópicas del carbono, aun cuando estos podrían considerarse
como nanomateriales orgánicos debido a que su constituyente principal incluye la
presencia de enlaces C-C. Por otro lado aquí también se incluyen materiales con átomos
de carbono sin hibridación sp2 como lo son, nanodiamantes, y el carbón activado. Este
tipo de materiales se puede obtener a su vez mediante procesos como la molienda
mecánica o crecer mediante una técnica de crecimiento por semilla (por ejemplo, CVD
para nanodiamantes) (Barhoum et al., 2020). Los nanomateriales a base de carbono son
cruciales para las actividades humanas (por ejemplo, combustibles, materiales
compuestos, pigmentos, materiales de refuerzo). Entre algunas de las aplicaciones
destacables encontramos su uso en el campo de la energía sustentable (Oschatz et al.,
2016), por ejemplo, los bloques de grafito forman parte de los reactores nucleares como
reflectores y moderadores; mientras que los nanomateriales de carbono son
generalmente empleados como electrodos en baterías recargables de iones de litio y
condensadores eléctricos de doble capa (Khan et al., 2019).

Nanomateriales orgánicos: este tipo de materiales tienen propiedades
funcionales debido a la asociación química de su constituyente principal (el carbono)
con otros elementos que le aportan funcionalidades específicas a la arquitectura
nanoestructurada de estos. En esta clase de materiales se incluyen nanopartículas de
lípidos y polímeros. Este tipo de nanopartículas por lo general tienen forma de
nanoesferas o tienen una forma nanoencapsulada que oscila entre 10 y 1000 nm.
Ejemplos de este tipo de nanopartículas orgánicas son los dendrímeros, las micelas, y
los liposomas. Se consideran nanopartículas biodegradables y no tóxicas. Las películas
de bicapa lipídica son autoensamblajes formados por lípidos polares que se encuentran
en las membranas celulares, algunos microorganismos y virus. Estas películas
fabricadas ensamblan micelas nanoparticuladas, liposomas y películas de una o dos
capas aprovechando hidrofílicas e hidrofóbicas de los lípidos (Ramsden, 2011).

Nanomateriales inorgánicos: este tipo de nanomateriales están formados a
partir de elementos distintos del carbono, como metales, óxidos metálicos y sales
metálicas. Tienen diferentes formas (esferas, cilindros, oblatos, elipsoides, cubos y
estrellas) en función del empaquetamiento de sus átomos, conservando por lo general la
naturaleza cristalina de los compuestos. No obstante, también existen nanopartículas
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inorgánicas amorfas. Sus superficies son altamente reactivas y sensibles debido a los
enlaces disponibles de los átomos en la superficie lo que facilita su funcionalización..
Entre los nanomateriales inorgánicos más comunes tenemos los puntos cuánticos a base
de metales (1 a 10 nm), los cuales muestran propiedades antimicrobianas excepcionales
debido a la etapa de transición entre la masa y unos pocos átomos (Travlou et al.,
2018). Las nanopartículas magnéticas como la magnetita (Fe3O4) y el γ-Fe2O3 también
son fascinantes debido a sus elevados campos coercitivos y su comportamiento
superparamagnético a nanoescala. Otros materiales como las nanoarcillas son
empleadas en el refuerzo y barreras de polímeros, revestimientos de membranas,
adsorción de toxinas y como materiales antibacterianos y esterilizantes debido a su baja
toxicidad (Essawy et al., 2018).

Nanocompuestos híbridos: estos incluyen materiales multifásicos con al menos
un componente nanométrico (1-100 nm), o con separación de fases nanométricas. Este
tipo de nanocompuestos se basan en una matriz, y la matriz puede ser conformada por
un polímero, una cerámica, un hidrogel o un metal. Los nanomateriales orgánicos o
inorgánicos utilizados como refuerzo otorgan propiedades específicas al compuesto. Los
hidrogeles muestran propiedades bioactivas adaptables a entornos precisos (por
ejemplo, ingeniería de tejidos), combinadas con la fácil interacción entre cadenas
poliméricas y nanoestructuras. Por ejemplo, compositos de nanotubos de carbono y agar
se han realizado para su uso como agente antimicrobiano (Akasaka et al., 2010).

1.4 Nanomateriales antimicrobianos
La alta tasa de brotes de enfermedades infecciosas derivadas de patógenos

causantes de enfermedades ha sido motivo de gran preocupación en los últimos años.
Las consecuencias de estos brotes conllevan altos costos en las actividades diarias,
recesión económica y hasta casos graves de muerte. Aun cuando se ha logrado la
erradicación de algunas de estas enfermedades infecciosas, se ha observado la
reaparición de enfermedades que se creían erradicadas, con cepas resistentes a la
medicina moderna (Kyriacou et al., 2004). Los microbios resistentes a los
antimicrobianos surgen debido al mal uso de las dosis de antimicrobianos como
antibióticos, antifúngicos, y antivirales, lo que lleva a que estos patógenos ganen
resistencia determinados antimicrobianos.

Esto se ha convertido en un grave problema de salud pública, resultado de la
propagación prolífica de estas enfermedades, especialmente por la falta de
antimicrobianos adecuados para abordar el problema. Los antibióticos, los
desinfectantes químicos y otras formas de biocidas microbianos son muy eficaces contra
los microorganismos. Sin embargo, estos efectos son temporales ya que desaparecen
con bastante rapidez o disminuyen en un corto período de tiempo. Por lo tanto, es de
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suma importancia eliminar la propagación y el crecimiento de microbios en las
instalaciones, equipos y superficies en general. De esta manera, la nanotecnología se ha
visto impulsada a investigar nuevos agentes antibacterianos potentes para frenar la
propagación de enfermedades resistentes a los antibióticos. Recientemente, el control de
bacterias utilizando materiales antimicrobianos como nanopartículas ha llamado la
atención de investigadores de todo el mundo (Ogunsona et al., 2020).

El interés en el uso de estos materiales surge de las propiedades morfológicas y
fisicoquímicas, como área superficial, volumen, propiedades físicas y químicas que se
han utilizado con éxito en diversas aplicaciones (Ogunsona et al., 2018; Panchal et al.,
2019), así como su potencial antimicrobiano hacia un amplio espectro de patógenos (J.
S. Kim et al., 2007; Morones et al., 2005). Además, la carga superficial de estas
nanopartículas puede facilitar la unión a la carga superficial opuesta de las bacterias, lo
que lleva a actividades antimicrobianas efectivas (Pal et al., 2007). Asimismo, la
longevidad y durabilidad de estas nanopartículas al usarse en aplicaciones
antimicrobianas son prometedoras debido a su limitada solubilidad (Weir et al., 2008),
así como a su interacción con las membranas microbianas (Allaker, 2010). Se ha
demostrado que una nanopartículas (1 a 10 nm) poseen excelentes propiedades
antimicrobianas debido al aumento del área de contacto con las bacterias (Morones et
al., 2005).

En este sentido, se han desarrollado nanopartículas con dimensiones cada vez
más pequeñas, por ejemplo, nanopartículas metálicas con propiedades biocidas que
incluyen plata, cobre, zinc, dióxido de titanio; nanotubos de carbono y las
bionanopartículas como el quitosano son algunas de las nanopartículas antimicrobianas
que actualmente se encuentran bajo investigación exhaustiva (Suppi et al., 2015). Estas
nanopartículas muestran excelentes propiedades biocidas contra diversos
microorganismos sin la limitación de desarrollar cepas resistentes (Pal et al., 2007). La
aplicación de nanopartículas antimicrobianas y su mecanismo contra los microbios ha
sido bien investigada. Así pues, a continuación revisaremos los avances actuales en las
aplicaciones de nanopartículas antimicrobianas en aplicaciones como la medicina.

1.4.1 Actividad antimicrobiana de nanomateriales
Las bacterias están constituidas con una estructura de pared celular externa que

se utiliza para determinar su clasificación; se clasifican como grampositivos o
gramnegativos. Las bacterias grampositivas tienen una capa más gruesa de
peptidoglicano en sus paredes celulares que las bacterias gramnegativas, mientras que
carecen de una membrana externa de lipopolisacárido que tienen las bacterias
gramnegativas. Es decir, las bacterias gramnegativas tienen una capa adicional
intercalada entre la capa externa y la membrana plasmática, como se muestra en la
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Figura 1.4. Sin embargo, esta capa es más delgada en comparación con la de las
bacterias grampositivas y, por tanto, susceptible a la penetración y, la destrucción de la
célula cuando se expone a nanopartículas antimicrobianas (Cavassin et al., 2015; Kim
et al., 2012). En la Figura 1.4 se representa esquemáticamente un resumen de los
probable mecanismo antimicrobianos en bacterias de las nanopartículas,
particularmente para los iones metálicos. De manera similar, los modos generales de
acción se resumen a través de los siguientes mecanismos que se describen a
continuación:

1. Efectos antibacterianos por generación de especies reactivas de oxígeno
(ROS): las ROS (aniones superóxido, radicales hidroxilo y peróxido de
hidrógeno) se producen después de la exposición a nanomateriales como óxidos
metálicos. Estas ROS pueden inducir la peroxidación de los fosfolípidos en las
células bacterianas para dañar el ADN y causar la muerte celular (Choi and Hu,
2008).

2. Efectos antimicrobianos por daño físico: las membranas de la pared celular
bacteriana pueden dañarse al interactuar con bordes afilados de los materiales
nanoestructurados (Akhavan and Ghaderi, 2010).

3. Efectos antimicrobianos por unión: los materiales con la capacidad de unirse a
la pared celular bacteriana pueden provocar la pérdida de la integridad de la
membrana celular y la salida de materiales citoplasmáticos (Parandhaman et
al., 2015).

4. Efectos antimicrobianos por liberación de iones metálicos: los iones
metálicos liberados por los nanomateriales en los medios de cultivo pueden
inhibir la producción de ATP y la replicación del ADN lo que conlleva a la
destrucción de las estructuras celulares y con ello la muerte celular (Gunawan
et al., 2011).

1.5 Aplicaciones de materiales antimicrobianos
La capacidad de las bacterias para sobrevivir en las superficies es un factor

importante en la propagación de enfermedades infecciosas. Las prácticas de higiene
inadecuadas pueden provocar el aumento de la resistencia microbiana a los
desinfectantes, la aparición de enfermedades transmitidas por los alimentos y pérdidas
financieras. Por lo tanto, la prevalencia de enfermedades transmitidas relacionadas con
la resistencia bacteriana es un problema urgente de salud pública que requiere especial
atención (Freeland et al., 2023).

Las enfermedades infecciosas causadas por virus y bacterias esperados e
inesperados se tratan en gran medida mediante el uso de nanotecnología. Generalmente,
los agentes antimicrobianos son compuestos químicos que son polímeros bioactivos o
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polímeros sintetizados, solos o en combinación con nanopartículas (NP) (Goel et al.,
2020). Muchas sustancias orgánicas, incluidos polímeros y biopolímeros, han
demostrado recientemente ser prometedoras como medicamentos antivirales y
antibacterianos para tratar enfermedades provocadas por bacterias y virus peligrosos
(Ates et al., 2020).

Figura 1.4 (a) Comparación entre las estructuras de la pared celular de bacterias
grampositivas y negativas y (b) representación esquemática de los mecanismos
antimicrobianos de iones metálicos (adaptado y modificado (Josset et al., 2008;
Wyszogrodzka et al., 2016).

Entre estos tenemos los recubrimientos biocidas se forman utilizando superficies
repulsivas patógenas pasivas y antimicrobianos activos, micro y nanoestructurados con
modificaciones químicas (Imani et al., 2020). Singh y cols. (Singh and Mijakovic,
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2022) destacaron la importancia de los métodos para la producción de nanopartículas a
partir de síntesis verde. Bukhari et al. (Bukhari et al., 2021) respaldaron la síntesis
verde de nanopartículas de metales y óxidos metálicos utilizando componentes de varias
plantas para obtener propiedades anticancerígenas y antibacterianas.

También se han investigado estrategias para mejorar la capacidad antibacteriana
de las nanopartículas mediante la modificación de la superficie y su potencial como
sistema de administración de antibióticos. Barabadi et al. fabricaron nanopartículas de
plata (AgNP) obtenidas de Zataria multiflora y compararon sus propiedades
antibacterianas con las de las AgNP (C-AgNP) comerciales contra Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Barabadi et al., 2021). La Figura 1.5 muestra imágenes de
AgNP biosintetizadas, la caracterización de AgNP y también la actividad
antimicrobiana e inhibidora de biopelículas de AgNP.

Figura 1.5 Biosíntesis, caracterización y actividad antibacteriana de AgNP. (tomado de
(Barabadi et al., 2021)).

Nandhini y col (Nandhini et al., 2023), revisaron los avances recientes en la
síntesis verde de nanopartículas para el tratamiento de heridas y bacterias. Dado que la
síntesis verde no utiliza productos químicos tóxicos, se prefiere sobre otros métodos de
creación de nanopartículas. Se han empleado soluciones de extractos de plantas,
hongos, algas y cianobacterias como agentes de nucleación en el proceso para producir
nanomateriales eficaces para aplicaciones médicas. Las nanopartículas sintetizadas
mostraron propiedades antibacterianas, anticancerígenas y anti fúngicas para la curación
de heridas, como se muestra en la Figura 1.6.
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Figura 1.6. Efectividad de cicatrización de heridas in vitro de CV-AgNP y BE-AgNP a
2,50 g/mL y 1,25 g/mL durante 24 y 48 h en la línea celular L929 (tomado de
(Nandhini et al., 2023)).

La presencia de cepas bacterianas resistentes pueden provocar infecciones en las
heridas. En este sentido nanoparticulas con actividad antibacteriana que están presentes
en apósitos médicos son un fantástico sustituto del alcohol y antibióticos. La plata (Ag)
se utiliza cada vez más como agente antimicrobiano. Con excelentes resultados
antiinflamatorios, las AgNP se han aplicado en varios métodos para tratar heridas
(Ferdous and Nemmar, 2020). No obstante las AgNP pueden acumularse en el cuerpo
humano, son muy costosas, y frecuentemente inestables en diversos entornos (Ferdous
and Nemmar, 2020).

Dado que el ZnO y el TiO2 no tienen ningún impacto en las células humanas, las
soluciones para el cuidado de heridas basadas en estas nanopartículas son relativamente
nuevas y seguras de emplear como agentes antibacterianos. Veselova et al. investigó la
eficacia antimicrobiana en textiles recubiertos con nanopartículas de ZnO y TiO2 en un
ambiente tropical (Veselova et al., 2022). Se observó que vendajes de algodón con
Ag-NP y ZnO-NP y Ag-ZnO-NP y una mezcla de Ag/ZnO-NP muestran actividad
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antimicrobiana contra Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Khatami
et al., 2018). Recientemente se han sintetizado nanopartículas de cobre (CuNP) con
propiedades antibacterianas mejoradas. Se ha determinado la efectividad y mecanismos
de la actividad antimicrobiana del cobre. El cobre tiene una capacidad inherente para
luchar contra hongos, virus y bacterias. El tamaño y la concentración de las CuNP
parecen tener un mayor impacto en su actividad; cuanto más pequeñas las
nanopartículas, más eficiente su actividad antimicrobiana (Kaweeteerawat et al.,
2017). A las nanopartículas de pequeño tamaño les resulta más fácil penetrar en las
células. Esto sugiere que la membrana plasmática se ve debilitada por las interacciones
de las CuNP con la pared celular. Salah et al. revisaron los avances recientes en el uso
del cobre como agente antimicrobiano (Salah et al., 2021). Los mecanismos principales
por los cuales las nanopartículas de cobre provocan la muerte de diferentes
microorganismos se muestran en la Figura 1.7.

Figura 1.7. Las nanopartículas de cobre son la principal causa de muerte en varias
bacterias. (modificado de (Salah et al., 2021)).

1.6 Justificación
El presente trabajo de tesis busca explorar la síntesis de materiales

nanoestructurados poco comunes para el estudio de sus propiedades antimicrobianas.
Por lo general los nanomateriales más comunes con propiedades antimicrobianas como
se revisó anteriormente, está basado en el uso de nanopartículas metálicas como cobre,
titanio, plata y oro, resultado de sus atractivas propiedades fisicoquímicas. No obstante
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con el aumento de las aplicaciones de este tipo de nanomateriales surge la necesidad de
buscar nuevas alternativas que limiten la cantidad de residuos inorgánicos que este tipo
de nanopartículas generan. En este sentido el presente trabajo se buscó evaluar las
propiedades antimicrobianas en nanomateriales poco comunes y de limitados residuos
inorgánicos como los nanotubos de carbono dopados con nitrógeno (N-MWCNT) y las
nanoestructuras de agua diseñadas (EWNS).

Asi pues, la optimización de métodos para la síntesis y mecanismos de
modificación de las propiedades fisicoquímicas de N-MWCNT y EWNS nos permitirán
generar las bases científicas para entender las propiedades antimicrobianas de estos
materiales en función de sus características con la finalidad de desarrollar nuevos
nanomateriales con propiedades anti-microbianas para su uso contra patógenos.

1.7 Hipótesis
La síntesis de materiales nanoestructurados como N-MWCNT y EWNS, de la

mano de la modificación de sus propiedades fisicoquímicas nos permitirá obtener
nanomateriales con prometedoras propiedades electroquímicas y antimicrobianas para
aplicaciones biotecnológicas y médicas.

1.8 Objetivo

1.8.1 Objetivos General
Sintetizar y caracterizar N-MWCNTs y EWNS para evaluar el efecto de las

propiedades fisicoquímicas sobre la actividad electroquímica y antimicrobiana de estas
nanoestructuras como emergentes nanomateriales para aplicaciones biotecnológicas.

1.8.2 Objetivos específicos
N-MWCNT

1. Síntesis de N-MWCNT mediante el método de deposición química de vapor
asistida por aerosol.

2. Caracterización de los N-MWCNT sintetizados mediante las técnicas de
espectroscopia Raman, análisis por difracción de rayos X (DRX) y
espectroscopia infrarroja por transformada de fourier (FT-IR).

3. Análisis de la actividad electroquímica de N-MWCNT.

4. Análisis de la actividad antimicrobiana de N-MWCNT

EWNS
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1. Desarrollo de sistema de electrospray para la síntesis de EWNS

2. Análisis de la actividad antimicrobiana de EWNS en función de las
características del sistema.

3. Caracterización de superficies mediante SEM y ángulo de contacto

4. Análisis de la actividad antimicrobiana de EWNS en función del tipo de
superficie.

1.9 Conclusiones
La nanotecnología es una disciplina multi e interdisciplinaria que involucra

ramas como la física aplicada, ciencia de materiales, ingeniería química, mecánica y
eléctrica. Los desarrollos basados en nanomateriales podrían ofrecer mayores
prestaciones a menores costos en el futuro. Los esfuerzos futuros deberían centrarse en
la mejora de las características de los nuevos nanomateriales para hacerlos adecuados
para diferentes aplicaciones. Entre las áreas de oportunidad de la investigación
nanotecnológica se encuentran las industrias biomédicas, ambientales, ingenieriles y
hasta cosméticas. Los desarrollos actuales de la nanotecnología han explotado
aplicaciones diversas, desde medicina, y biotecnología, hasta la electrónica, tecnologías
de descontaminación de agua y la educación. Los materiales nanoestructurados
producen características estructurales y funcionales nuevas, distintas de sus contrapartes
en bulk.

Además, se ha demostrado que los nanomateriales tienen un gran potencial para
actividades y aplicaciones antimicrobianas, especialmente debido a su gran superficie y
tamaño, lo que lleva a una mayor área de contacto con los microorganismos. En este
sentido, los mecanismos de resistencia a los antibióticos de los microorganismos son
irrelevantes para los nanomateriales, ya que los modos de acción de estas terminan en
contacto con la pared celular de los microorganismos y su destrucción. En este sentido
la utilización de la nanotecnología para seleccionar y diseñar nanomateriales con
aplicaciones antimicrobianas en diversos sectores ha dado como resultado la búsqueda
de aplicaciones prácticas, como la atención médica, el cuidado personal, el tratamiento
del agua, la gestión de alimentos, entre otros.

Finalmente el presente trabajo plantea la síntesis y caracterizaciones de
N-MWCNT y EWNS, así como la evaluación de sus propiedades electroquímicas y
antimicrobianas.
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Capítulo 2: Actividad antimicrobiana de
nanotubos de carbono

2.1 Resumen
La multifarmaco resistencia de paganos a los medicamentos, motiva la

investigación hacia los nanomateriales para disminuir a los microorganismos patógenos
y/o sus múltiples resistencias a los medicamentos. Estudios recientes muestran que los
nanomateriales poseen una potente actividad antimicrobiana contra diversos patógenos,
desde bacterias, hasta hongos e incluso protozoos. Los nanomateriales exhiben
propiedades únicas que pueden utilizarse para eludir la acción microbiana o incluso
eliminarlos. Diversos grupos de investigación han implementado rutas exitosas para
discriminar y categorizar los efectos de estos nanomateriales sobre organismos
patógenos en función de sus propiedades físicas o químicas. Así pues, en este capítulo
se analizan los avances en el estado del arte de la actividad antimicrobiana de nanotubos
de carbono en función de sus características fisicoquímicas.

2.2 Introducción
Recientes estudios han demostrado que los nanotubos de carbono se pueden

internalizar fácilmente en las células y, actuar como portadores de fármacos o moléculas
(Karimi et al., 2015), mientras que, sus propiedades electrónicas también han ofrecido
oportunidades para la detección y el tratamiento de enfermedades (Yang et al., 2007).
Sin embargo, la mayor parte del trabajo relacionado con las ramas biológicas se ha
centrado en su impacto en las células animales (Cui et al., 2010). No obstante, en los
últimos años con el auge de la nanomedicina y la nanobiotecnología, estrategias para el
uso de nanomateriales con propiedades antibacterianas han fomentado la investigación
de este tipo de materiales para caracterizar sus propiedades antimicrobianas. En
particular, varios estudios han demostrado que los nanotubos funcionalizados han
demostrado actividad antimicrobiana (Kang et al., 2008b; Zardini et al., 2012),
aunque también se han informado casos en los que nanotubos de carbono prístinos han
demostrado actividad antimicrobiana variada (Kang et al., 2007), así como también
diversos compuestos de nanotubos de carbono (Mocan et al., 2017).
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Los mecanismos por los que los CNT provocan daño celular a los
microorganismos patógenos están asociados principalmente a sus características físicas
como la longitud, el número de capas o la funcionalización. No obstante, estos
resultados muestran que el daño que producen en los microorganismos se produce
también mediante reacciones o mecanismos como el daño celular (Zhu et al., 2016), el
estrés oxidativo (Gurunathan et al., 2012) o la actividad fotocatalítica (J.-W. Kim et
al., 2007).

Sin embargo, debido al aumento de aplicaciones en estas áreas, surge la
necesidad de analizar y comprender el impacto ambiental de los nanotubos de carbono
en el medio ambiente (Usenko et al., 2007), como sistemas acuáticos o biológicos (Liu
et al., 2018), por lo que el uso futuro de este tipo de nanomateriales enfrentará varios
desafíos.

En este capítulo nos centraremos en las propiedades fisicoquímicas de los CNTs
que se han reportado capaces de causar actividad antimicrobiana, los mecanismos de la
actividad antimicrobiana, así como las posibles aplicaciones y perspectivas sobre este
tipo de nanomateriales.

2.3 Nanotubos de carbono
Los nanotubos de carbono (CNT) son un tipo de nanomaterial cilíndrico y hueco,
constituyente de una o más capas de láminas de carbono compuestas por átomos de
carbono dispuestos de forma hexagonal (Dresselhaus, 1997) . Los nanotubos de
carbono se pueden clasificar en función de sus características físicas, por el número de
capas que los componen, pueden existir como nanotubos de carbono monocapa
(SWCNT), nanotubos de carbono de doble capa (DWCNT), así como nanotubos de
carbono multicapa (MWCNT) (Figura 2.1). Los CNT son nanomateriales que
generalmente se producen de forma sintética; sin embargo, este tipo de nanoestructuras
también se pueden encontrar en la naturaleza, como producto de incendios o en
fundiciones industriales.(Lara-Romero et al., 2017).. La síntesis de nanotubos de
carbono fue reportada por primera vez en 1991 por Sumio Iijima (Iijima, 1991), aunque
este tipo de nanoestructuras se observaron anteriormente sin estar completamente
caracterizadas (Radushkevich and Luk’yanovich, 1952). La síntesis se realiza
comúnmente a partir de especies de carbono provenientes de fuentes sólidas o gaseosas
que se organizan de forma termodinámicamente estable empleando altas temperaturas,
que oscilan entre los 700 y los 1000 °C. Los diámetros de este tipo de materiales varían
desde 0,4 nm a unos pocos cientos de nanómetros, siendo sus longitudes mas
prominentes que sus diametros (~100 nanómetros a centímetros) son mucho más largas
que sus diámetros. La mayoría de los estudios relacionados con los CNT se centran en
sus extraordinarias propiedades relacionadas con su conductividad eléctrica, resistencia
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mecánica, conductividad térmica, alta superficie y propiedades eléctricas en general
(Dai, 2002).

Figura 2.1 Representación esquemática de las estructuras de (a) SWCNT, (b) DWCNT,
y (c) MWCNT. (tomada de (Hassan et al., 2017)).

2.3.1 Propiedades de CNT
Los SWCNT, conformados por una sola capa bidimensional de grafito enrollada

formando un tubo (Colbert, 2003), se suelen agrupar en paquetes de diferentes radios y
longitudes. Por otro lado, los MWCNT están constituidos por varias capas de grafito o
bien por SWCNT concéntricos, separados radialmente por unos 0.34nm o 3.4 Å en su
espacio interlaminar y con un diámetro externo entre 10-100 nanómetros (Souza Filho
and Fagan, 2007).

Entre las propiedades de estos materiales (Tabla 2.1) destacan principalmente
las mecánicas, un módulo de Young de 1.2 TPa con un límite de resistencia cientos de
veces mayor que el acero (Dai, 2002) y presentan mayor conductividad térmica que el
diamante. Estas propiedades se consideran muy deseables para materiales compuestos
de refuerzo (Calvert, 1999). Además, entre otras de sus propiedades destacables
tenemos la estabilidad térmica de hasta 2800 °C en el vacío y hasta 750°C en aire. Su
transmisión de calor se predice que puede ser de hasta 6000 W/mK a temperatura
ambiente. Su estructura les confiere una gran elasticidad pudiéndose doblar a grandes
ángulos y volver a su estado original sin daño alguno (Al-Rabadi and Mousa, 2012).

Tabla 2.1 Propiedades de CNT de una sola capa (Modificado de (Al-Rabadi and Mousa,
2012))
Propiedad NTC de una sola capa En comparación
Tamaño 0.6-1.8 nm en diámetro La litografía de electrones puede

crear líneas de 50 nm de ancho y
pocos nm de grosor

Densidad 1.33 – 1.40 g/cm3 El aluminio tiene una densidad de
2.7 g/cm3
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Fuerza de tensión ≈45∙109 pascales Las aleaciones de acero de alta
dureza se rompen a ≈2∙109 pascales

Resistencia Se puede doblar en grandes ángulos y
volver a enderezar sin dañar.

Los Metales y fibras de carbono se
fracturan en los límites de grano

Capacidad de carga ≈1∙109 A/cm2 Los cables de cobre se queman a
≈1∙106 A/cm2

Emisión de campo Puede activar fósforos de 1-3 V si los
electrones están espaciados a 1 micra de
distancia.

Las puntas de molibdeno requieren
≈50-100 V/micrómetro con una
vida útil muy limitada

Transmisión de calor ≈6,000 W/m∙K a temperatura ambiente El diamante puro transmite ≈3,320
W/m∙K

Estabilidad térmica Estable hasta a 2800 °C en el vacío y
750°C en aire.

Los cables de metal en microchips
se funden a ≈600-1000 °C.

Costo ≈1500 $/gr El oro se vende por ≈40 $/gr
Preservación de las
propiedades cuánticas del
spin.

Óptimas: muy altas Bajas en conductores regulares

Consumo energético Muy bajo Alto en cables metálicos
Velocidad Muy alta ≥ 1∙1012 Hertz a escala

nanométrica
≥ de mil veces más rápido que los
procesadores disponibles hoy en día

Dispersión de electrones
(resistencia)

Casi ninguna Alta en cables de metal

Energía de banda prohibida
(Bandgap)

Fácil de ajustar; depende del diámetro de
la NTC y, por lo tanto, se puede obtener
una amplia gama de bandgaps: ≈0 (como
un metal), tan alto como el bandgap del
silicio, y casi en cualquier punto
intermedio

Ningún otro material conocido se
puede ajustar tan fácilmente
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2.3.2 Dopaje de CNT
Varias aplicaciones de CNT requieren su modificación química para ajustar /

controlar sus propiedades fisicoquímicas. Una forma de lograr este control es llevando a
cabo procesos de dopaje a través de los cuales los átomos y las moléculas interactúan
(covalentemente o no covalentemente) con las superficies de los nanotubos (Figura 2.2)
(Terrones et al., 2008).

Existen tres categorías principales de dopaje: dopaje exohédrico, dopaje
endohédrica y el dopaje en plano sustitucional.

Figura 2.2 Modelos moleculares representando esquemáticamente: a(dopaje
endohedral, (b) dopaje exohedral o intercalación y (c) dopaje en plano o sustitucional en
DWNT(nanotubos de doble capa) (modificado de (Terrones et al., 2008)).

Entre los dopajes más utilizados encontramos los de boro y de nitrógeno
(Golberg et al., 2000). Además entre las principales aplicaciones de este tipo de
materiales se encuentran, sensores de gases, baterías de litio (Endo et al., 2001) y
aplicaciones biológicas (Terrones et al., 2008).

2.3.3 Aplicaciones de CNTs
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Gracias a las propiedades antes descritas, este tipo de materiales se han utilizado
para diversos usos (Figura 2.3) que van desde su uso como nanorefuerzos en materiales
compuestos (Calvert, 1999), sensores (Baughman, 1999), emisores de campo (de
Heer et al., 1995), como electrodos, transistores, supercondensadores (Bachtold,
2001), como vehículos de transporte de fármacos (Jorio et al., 2008), películas
conductoras (Zhang et al., 2005), así como para la producción de biomateriales
(Martin and Kohli, 2003), biosensores, administración de fármacos, y en ingeniería de
tejidos (Yang et al., 2007).

Figura 2.3 Ejemplos de las aplicaciones potenciales a partir de compuestos de
nanotubos de carbono (modificado de (Chen et al., 2018).

2.4 Actividad antimicrobiana de CNT dependiente de
sus características fisicoquímicas
Las diferentes propiedades fisicoquímicas son cruciales para la actividad antimicrobiana
de los diferentes nanomateriales. Los nanotubos de carbono se prestan como un gran
modelo para explicar la importancia de las propiedades fisicoquímicas en su actividad
antibacteriana. En los últimos años se han estudiado las propiedades fisicoquímicas de
los nanotubos de carbono en relación con la actividad antimicrobiana, tales como:
Tamaño, propiedades electrónicas, número de capas, metalicidad, concentración,
funcionalización, química superficial, entre otras. De esta manera, se han desarrollado
varios protocolos para evaluar la actividad antibacteriana de los CNT, que incluyen:
ensayos de viabilidad bacteriana (Kang et al., 2008a), actividad metabólica (Créach et
al., 2003), el método de recuento de placas y las pruebas de turbidez (Yang et al., 2010)
(véase Figura 2.4). A continuación se describen los efectos más importantes
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relacionados con la actividad antimicrobiana para cada una de las propiedades
fisicoquímicas de los CNT.

Figura 2.4 Técnicas para la evaluación de la actividad antimicrobiana de CNT.

2.4.1 Tamaño: diámetro y longitud
Una de las principales propiedades que afectan los mecanismos de actividad

antimicrobiana de los nanotubos de carbono está relacionada con el diámetro y la
longitud de los nanotubos. En particular, con respecto a los diámetros, se ha observado
que los SWCNT de menor diámetro tienen una actividad antimicrobiana más eficaz en
comparación con la generada por los MWCNT de mayor diámetro, provocando una
reducción de la viabilidad celular resultante del daño en la integridad celular y la
actividad metabólica. En cultivos bacterianos de E. coli (Kang et al., 2008a),
observando que el daño causado por nanotubos de pequeño diámetro está asociado
principalmente al daño a la membrana celular a través de la interacción entre la
superficie del nanotubo y la célula (Figura 2.5). También se ha observado mediante
análisis de microscopía de fluorescencia y microscopía electrónica de barrido que los
nanotubos de diámetro reducido (~1,5 nm) se anclan a los extremos de los
microorganismos que actúan como agujas alrededor de la superficie celular, mientras
que los nanotubos cuyos diámetros eran más largos (~15-30 nm) interactúan
mayoritariamente a través de sus paredes, es decir, sin perforar la membrana celular
(Arias and Yang, 2009).
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Figura 2.5 Efecto del tamaño sobre la actividad antimicrobiana de CNTs. Imágenes de
microscopía SEM de E. coli expuestas a CNTs en células incubadas por 60 minutos. (a)
MWCNTs, (b) SWCNTs, (c) Pérdida de viabilidad celular mediante ensayos de
toxicidad celular (Imagen adaptada de (Kang et al., 2008a)).

En cuanto a la longitud, Yang et al. (Yang et al., 2010) compararon diferentes
muestras de SWCNT y encontraron que los SWCNT más largos tenían una mayor
actividad antimicrobiana con cepas de Salmonella typhimurium que aquellas muestras
con SWCNT más cortos, a la misma concentración de nanotubos de carbono por
concentración de peso (Figura 2.6). Sin embargo, este efecto basado en la longitud no
es universal. Aslan et al. (Aslan et al., 2010) informaron que los SWCNT más
pequeños mostraron una actividad antimicrobiana más fuerte contra E. coli y
Staphylococcus epidermidis, lo que indica que el efecto del tamaño bien puede
depender de la cepa contra la cual se evalúa el efecto antimicrobiano. Por otro lado,
longitudes más cortas pueden aumentar las posibilidades de interacción entre los
extremos abiertos de los nanotubos y los microorganismos, lo que puede provocar daños
adicionales a la membrana celular (Aslan et al., 2010). Adicionalmente, se ha
informado que cuando los MWCNT son más grandes (aproximadamente 50 um), el
tubo puede envolver la superficie de las células microbianas y, en consecuencia,
promover la lisis osmótica del microorganismo (Chen et al., 2013).

Figura 2.6 Efecto de la longitud sobre la actividad antimicrobiana de CNTs. (A) curvas
de crecimiento de cultivos de Salmonella que fueron tratados con SWCNT de diferentes
longitudes a una concentración de 100 µg/mL por una hora (B) Viabilidad celular de las
muestras control y las tratadas con SWCNTs de diferentes longitudes a una
concentración de 100 µg/mL por 1h (Tomado de (Yang et al., 2010)).

2.4.2 Número de capas

- 28 -

https://www.zotero.org/google-docs/?FpeB1W
https://www.zotero.org/google-docs/?ucEVYY
https://www.zotero.org/google-docs/?z0WRiE
https://www.zotero.org/google-docs/?kRNsGV
https://www.zotero.org/google-docs/?70rdKU
https://www.zotero.org/google-docs/?wDBpcK


En cuanto al número de capas de este tipo de nanomateriales, estas afectan los
bordes de los CNTs. El aumentar el número de capas conducirá a un aumento en el
espesor de los CNT, al mismo tiempo que disminuirá el efecto antimicrobiano resultante
de su espesor, provocando la aglomeración de agregados de CNT y disminuyendo las
interacciones CNT-microorganismo (Zou et al., 2016).

En general, los CNT más delgados pueden atravesar más fácilmente la bicapa
lipídica y la pared celular de los microorganismos, mostrando así una mayor actividad
antimicrobiana debido al daño mecánico de la célula. Este efecto se ha confirmado al
comparar la eficacia antibacteriana de muestras de CNT con diferente número de capas
(Kang et al., 2008a)

En materiales similares como el óxido de grafeno, se ha observado que el
aumento del número de capas resulta en una mayor actividad antimicrobiana frente a E.
coli, posiblemente como consecuencia de las propiedades superficiales derivadas del
número de capas (Mangadlao et al., 2015). Este mismo efecto podría ser similar en
CNT con propiedades que dependen del número de capas.

2.4.3 Morfología
A pesar de que la morfología estándar de los CNT es similar para las diferentes

variedades de estos, se ha descubierto que variaciones en su forma pueden influir en su
actividad antimicrobiana. Tipos similares de estructuras de CNT pero con diferentes
formas, como la presencia de rugosidad en la superficie, tienen un efecto en los estados
de las estructuras electrónicas del nanomaterial, lo que afecta la fuerza de interacción
con los microorganismos, influyendo así en el estrés oxidativo causado por transferencia
de electrones. Por ejemplo, se analizó la estructura metálica frente a la estructura
semiconductora de SWNTs con características similares, observando que los SWNT con
estructuras metálicas aumentaron la pérdida de viabilidad celular en cultivos de E. coli,
en comparación con aquellos con estructura semiconductora (Vecitis et al., 2010).

Este efecto de toxicidad de los CNT relacionado con la forma se ha observado
con MWCNT capaces de actuar sobre células animales de ratón, produciendo un efecto
similar al de los asbestos causando daño tisular (Poland et al., 2008). Aun cuando las
nanopartículas de Ag han mostrado actividad antimicrobiana, cabe mencionar que Li et
al. (Li et al., 2013) encontraron que los nanorollos de carbono decorados con
nanopartículas de plata (AgNP) permiten una actividad antimicrobiana mejorada contra
cepas de Candida albicans y Candida tropicalis.

Un estudio de simulación teórica realizado por Yang y Ma (Yang and Ma, 2010)
demostró que la forma de la nanopartícula es decisiva en la interacción entre las
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nanopartículas y las membranas lipídicas. Descubrieron que las estructuras estrechas
como los CNT podrían afectar la endocitosis celular y los procesos antimicrobianos. El
efecto de la forma de los CNT sobre la actividad antibacteriana es un tema abierto que
justifica su desarrollo (Zhang and Li, 2009).

2.4.4 Modificación superficial mediante funcionalización
Los CNT se pueden funcionalizar con diferentes grupos superficiales, este tipo

de grupos pueden cambiar sus propiedades, así como la actividad antimicrobiana de los
CNT. Por ejemplo, SWCNT funcionalizados (Arias and Yang, 2009) con diferentes
grupos funcionales (-OH, -COOH, -NH2) sobre una cepa de S. typhimurium, los
resultados mostraron que los tubos funcionalizados con grupos oxigeno (-OH, -COOH )
con diferentes grupos funcionales Se compararon los grupos (-OH, -COOH, -NH2) en
una cepa de S. typhimurium, los resultados mostraron que los tubos funcionalizados con
grupos oxígeno (-OH, -COOH) mostraron actividad antimicrobiana en
aproximadamente 50 µg/ml, mientras que los funcionalizados con -NH2 sólo mostró
actividad antimicrobiana en concentraciones más altas (Figura 2.7). Este mismo efecto
se ha observado en MWCNT funcionalizados con grupos -OH y -COOH producidos por
sonicación con ácidos H2SO4 y H2NO3, presentando una actividad antimicrobiana más
fuerte que los mismos CNT prístinos (Kang et al., 2008b). También se ha reportado que
estos grupos de oxígeno sirven como sitios capaces de generar estrés oxidativo en cepas
de Pseudomonas aeruginosa en materiales carbonosos como el óxido de grafeno
(Gurunathan et al., 2012).
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Figura 2.7 Efecto de la funcionalización superficial sobre la actividad antimicrobiana
de CNTs. Curvas de crecimiento obtenidas de Salmonella que fueron tratados con
SWCNT y luego cultivados a 37°C. (a) Exposicion a 50, 100, 150 y 200 µg/mL de
SWCNTs-OH por 1h, (b) Exposición a 50, 100, 150 y 200 µg/mL de SWCNTs-COOH
por 1h, (c) tratamiento con 100 µg/mL de SWCNT-OH por 30 min, 1.0 h y 1.5 h y 2.0
h, (d) tratamiento con 250 µg/mL de SWCNT-OH por 1, 5, 10, y 15 min (Tomado de
(Arias and Yang, 2009)).

Otro posible método de funcionalización es añadiendo moléculas especiales,
como aminoácidos, tensioactivos o proteínas, que permitan mantener los CNT
segregados, además de permitirles obtener propiedades biocompatibles pudiendo
funcionalizar mediante interacciones covalente así como no covalentes (Z. Liu et al.,
2009) (Figuras 2.8 y 2.9).
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Figura 2.8 Esquemas de funcionalización covalente de CNTs: (a) los CNT se oxidan y
luego se conjugan con polímeros hidrófilos (p. ej., Polyethylene glycol), (b) adición
fotoinducida de compuestos de azida con CNT, (c) Reacción de bingel sobre CNT; (d)
Cicloadición 1,3-dipolar en CNT. Para aplicaciones biológicas normalmente un dominio
hidrófilo hace que los CNT sean solubles en agua. Se puede aplicar una conjugación
adicional de moléculas bioactivas basándose en tales funcionalizaciones (Tomado de (Z.
Liu et al., 2009)).

Este tipo de funcionalización de CNT puede aportar ventajas como la
biocompatibilidad y así minimizar la toxicidad con modelos celulares como las células
humanas. Finalmente, algunos tipos de funcionalización como la ultrasonicación
también son capaces de eliminar partículas de impurezas metálicas y reducir efectos
indeseables en los CNT de interés (Toh et al., 2012).
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Figura 2.9 Esquemas de funcionalización no covalente de CNTs. (a) Proteínas ancladas
en la superficie SWNT mediante apilamiento π-π en la superficie de un nanotubo.
Derecha: Imagen de TEM de un SWNT conjugado con proteínas. (b) Un SWNT
recubierto por un ADN monocatenario mediante apilamiento π-π. (c) Un SWNT
funcionalizado con fosfolípidos PEGilados. En este método se puede utilizar tanto
Polyethylen glycol lineal (l-PEG) como ramificado (br-PEG) (Tomado de (Z. Liu et al.,
2009)).

2.4.5 Dopaje
El dopaje externo e interno de los CNT podría desempeñar un papel importante

en la actividad antimicrobiana. Travlou et al. (Travlou et al., 2018) investigaron la
actividad antimicrobiana de puntos cuánticos de carbono (CQD) dopados con azufre y
nitrógeno mediante métodos hidrotermales contra cepas de E. coli y Bacillus subtilis.
Para las N-CQD, los grupos amidas y aminas desempeñaron un papel esencial en el
aumento de la actividad antibacteriana. Por el contrario, los S-CQD cuya superficie está
principalmente cargada negativamente debido a la disociación de grupos sulfónicos y
sulfato mostraron un efecto antibacteriano que depende principalmente del tamaño de la
partícula que de la química de su superficie. Por lo tanto, átomos como el boro, el azufre
y el nitrógeno son una oportunidad de nicho para centrarse en futuras investigaciones
sobre el impacto del dopaje en la actividad antimicrobiana de nanotubos de carbono.

2.4.6 Impurezas
Las impurezas presentes en los CNT, como nanopartículas metálicas o

catalizadores, entre otros, introducidas en sus nanoestructuras durante los procesos de
fabricación o purificación podrían influir en su efecto antimicrobiano (Lawrence et al.,
2016). Sin embargo, el efecto de este tipo de residuos es pequeño. Por ejemplo, estudios
sobre SWCNT y MWCNT con residuos de partículas metálicas de Fe (Kang et al.,
2008b) y Co (S. Liu et al., 2009) han sugerido que el impacto de las impurezas de CNT
sobre la actividad antimicrobiana de estos es limitado.

Respecto a residuos como el carbono amorfo, también presente en los CNT
resultantes de los procesos de síntesis, se ha observado que no genera un impacto
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significativo en su actividad antimicrobiana (Kang et al., 2008b). Finalmente, un hecho
importante reportado es que este tipo de residuos pueden afectar la toxicidad de los
CNT hacia células de mamíferos (X. Liu et al., 2007).

2.4.7 Concentración
Se ha observado que la actividad antimicrobiana de los CNT depende de la

concentración. (Arias and Yang, 2009). En general, en la mayoría de los casos una
mayor concentración de CNT da como resultado una mayor tasa de actividad
antimicrobiana y viceversa. Por ejemplo, se observó que la tasa de mortalidad de E. coli
aumenta con un aumento en la concentración de SWCNT en un rango de 5-80 µg/ml (S.
Liu et al., 2009). También se han creado filtros SWCNT donde, a medida que aumentan
las cargas de SWCNT como recubrimiento en el filtro, la actividad antibacteriana contra
E. coli aumenta. (Brady-Estévez et al., 2008).

También se ha analizado el efecto en función del tiempo de tratamiento y de la
concentración de SWCNT con diferentes duraciones, observándose que la actividad
antimicrobiana frente a cultivos celulares de Sallmonella typhimurium aumenta
conforme aumenta el tiempo de exposición (Yang et al., 2010). Finalmente, también se
ha observado que el tiempo de incubación de SWCNT en contacto con cultivos de
Bacillus subtilis aumenta la actividad antimicrobiana de SWCNT después de una
exposición prolongada (Kang et al., 2009).

2.4.8 Dispersión
El estado de dispersión de los CNT es crucial para el desarrollo de su actividad

antimicrobiana. En general, los CNT prístinos son hidrófobos e insolubles en muchos
tipos de disolventes. Por lo tanto, el uso de CNT prístinos como material homogéneo es
difícil debido a su baja dispersabilidad. Las dispersiones de CNT con una gran variedad
de estados de agregación mejoran las interacciones con los microorganismos. Las
interacciones entre los CNT y la membrana celular se ven afectadas por la dispersión y
la actividad antimicrobiana (Kang et al., 2008b).

Se ha observado que el efecto antimicrobiano de los CNT dispersos es mejor que
el de los CNT que se depositan sobre una superficie inmóvil a modo de filtros. (Kang et
al., 2008a). Otro aspecto a considerar es que los CNT dispersos generalmente contienen
moléculas en su superficie o grupos funcionales covalentes, por lo que sus interacciones
microbianas pueden variar dependiendo de estos. Por ejemplo, dependiendo del uso de
moléculas dispersantes, tensioactivos como Tween-20 (S. Liu et al., 2009) y Triton-X
(Alpatova et al., 2010) se han utilizado para facilitar la dispersión de CNT durante su
uso como agentes antimicrobianos (Figura 2.10). Liu et al. (S. Liu et al., 2009)
utilizaron una solución salina de Tween-20, observando una actividad antimicrobiana
más significativa que con SWCNT en agregados. También se observó que la viabilidad
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de E. coli se reducía mediante SWCNT dispersados por un dispersante citotóxico como
TX100 (Alpatova et al., 2010). Además de que se ha observado que algunos de estos
tensioactivos son capaces de aumentar la actividad antimicrobiana de los CNT, a su vez,
también se ha visto que son capaces de disminuir su citotoxicidad con las células
animales. (Dong et al., 2012).

Figura 2.10 Efecto del dispersante sobre la actividad antimicrobiana de CNTs. (a)
Viabilidad celular de E. coli en medio MD tras 48 h de exposición a SWCNT dispersos
con diferentes dispersantes. (b) Tasa de mortalidad de bacterias después de la
incubación con SWCNTs dispersos en 3 diferentes soluciones. (Tomado de (Alpatova
et al., 2010; S. Liu et al., 2009))

2.4.9 Características químicas de la solución
La solución utilizada para dispersar los CNT con el fin de utilizarlos para

aplicaciones antibacterianas es crucial. La estabilidad de los CNT en dicha solución se
relaciona con sus propiedades inherentes como el pH, la fuerza iónica y otras sustancias
agregadas para disolver la materia orgánica. Arias y Yang (Arias and Yang, 2009)
investigaron el efecto de la química de la solución mediante el uso de NaCl, un tampón
PBS y un caldo de cultivo específico para el cerebro y el corazón. Se observó que la
actividad antimicrobiana era más fuerte en presencia de NaCl (0,9%), mientras que en
los medios de PBS y caldo de infusión cerebro-corazón no se mostró actividad
antimicrobiana (Figura 2.11). Por otro lado Brady-Estevez et al. (Brady-Estévez et al.,
2010) observaron que a mayor fuerza iónica, los filtros compuestos por CNT que
presentan actividad antiviral podrían eliminar una cantidad más significativa de virus
mediante la supresión de interacciones electrostáticas. Otro aspecto sustancial es el
tiempo de contacto entre la solución CNT y el cultivo (Figura 2.11). Se ha observado
que una exposición prolongada de los CNT a cultivos celulares puede afectar el efecto
antimicrobiano de los CNT. Vecitis et al. (Vecitis et al., 2010) encontraron que la mayor
parte de la acción antimicrobiana de los SWCNT en casos cultivados de E. coli ocurre
dentro de los primeros 15 minutos del contacto bacteriano-SWCNT. Mientras que Kang
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et al. (Kang et al., 2009) caracterizaron la resistencia de Bacillus subtilis a soluciones
de SWCNT para investigar el efecto del tiempo de incubación sobre las tasas de
toxicidad, donde observaron que la tasa de inactivación de Bacillus subtilis aumenta
durante el largo tiempo de incubación (4 h).

Figura 2.11 Efecto de la solución sobre la actividad antimicrobiana de CNTs. (a-b)
Curvas de crecimiento de S. typhimurium en caldo BHI a 37°C tratados con 100 µg/mL
de SWCNTs con grupos superficiales de -OH, -COOH, y -NH2 dispersos en (a) NaCl y
(b) caldo BHI. (c) Remoción viral mediante filtro híbrido de SWCNT como función de
la fuerza iónica (NaCl) y en la presencia de sales divalentes (Tomado de (Arias and
Yang, 2009; Brady-Estévez et al., 2010).)

2.5 Mecanismos de actividad antimicrobiana de CNTs
A pesar de todos los avances y esfuerzos invertidos en los CNT como agentes

antimicrobianos, los mecanismos de acción no están completamente elucidados. No
obstante, existen algunas rutas de interacción que podrían explicar la respuesta de
microorganismos a los nanomateriales: (1) daño mecánico resultante de interacciones
entre la membrana celular CNT, (2) estrés oxidativo dependiente o no de ROS dentro de
la célula que causan daño en respuesta a las interacciones de los CNT, y (3) otros
mecanismos de actividad antimicrobiana donde se encuentran aquellos que no pueden
incluirse en las dos primeras categorías (Figura 2.12) (Xin et al., 2019).
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Figura 2.12 Mecanismo de actividad antimicrobiana de CNTs. (a) Diagrama
esquemático de los mecanismos de estrés oxidativo dependiente e independiente de
ROS sobre la actividad antimicrobiana de CNTs. (b) Diagrama esquemático del
mecanismo de acción antimicrobiana a través de daño físico/mecano mediado por
CNTs. (c) Diagrama esquemático del mecanismo de Inhibición del metabolismo
mediado por D-Glu-CNT en la síntesis de peptidoglicano. (d) Diagrama esquemático
del efecto de extracción de lípidos por CNTs en bacterias. (e) Diagrama esquemático del
efecto fototérmico de CNTs en bacterias.

2.5.1 Daño mecánico a la membrana celular
La función principal de la membrana celular es salvaguardar la estabilidad

mecánica de las células microbianas, siendo responsable de mantener la estructura
celular, regular los procesos homeostáticos, así como proteger al organismo de factores
externos. El daño mecánico a esta membrana puede provocar la pérdida de componentes
celulares que pueden provocar la lisis celular y, por tanto, la muerte celular. De esta
manera, el daño mecánico a la membrana celular también es uno de los principales
mecanismos que causan la muerte celular microbiana como resultado de las
interacciones con los CNT.

En general, se ha observado que el contacto entre los CNT y los
microorganismos provoca deformación de la morfología celular, daño a la integridad de
la membrana y liberación de material intracelular (Liu et al., 2018).

Kang et al. (Kang et al., 2008a) evaluaron el daño mecánico de SWCNT en
cultivos de células de E. coli. Se utilizaron SWCNT prístinos para evitar efectos
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competitivos relacionados con la toxicidad de las impurezas en la muestra que podrían
causar estrés oxidativo. Los resultados demostraron que la acción antimicrobiana de los
SWCNT fue muy probablemente resultado de la penetración de la membrana celular,
esto al observar mediante microscopía electrónica de barrido la pérdida de integridad
celular de los cultivos de E. coli. Además, se realizó un análisis del material genético
donde el ADN y ARN presentes en las soluciones en contacto con el cultivo de E. coli
con y sin SWCNT pudieron determinar que los altos niveles de material genético
presentes en las soluciones en contacto con SWCNT fueron resultado de la fuga de
material citoplasmático debido a la lisis celular. Posteriormente Chen et al. (Chen et al.,
2013) analizaron la toxicidad microbiana de diferentes tipos de MWCNT y SWCNT
contra microbios típicos de la garganta humana como L. acidophilus, S. aureus y E. coli.
Observaron que la actividad antimicrobiana no sólo depende de los grupos funcionales
de los CNT sino también de las formas de las bacterias, donde los CNT largos podrían
envolver a las bacterias intestinales, mientras que los SWCNT cortos y rígidos afectan
perforando la pared celular, provocando la liberación de componentes celulares y la
pérdida del potencial de membrana bacteriana.

Figura 2.13 Actividad antimicrobiana de CNT mediante daño físico/mecánico.
Imágenes SEM de células R. solanacearum tratadas: (a) sin CNTs, (b) con SWCNT, (c)
con óxido de grafeno respectivamente. En la segunda fila se observan las imágenes
TEM para los mismos tratamientos: (a) sin CNTs, (b) con SWCNT, y (f) con óxido de
grafeno. (Imagen tomada de (Wang et al., 2013)).

Wang et al. (Wang et al., 2013) observaron comportamientos similares a través
de la salida de componentes citoplasmáticos observados por microscopía electrónica de
barrido después de la incubación de diferentes tipos de nanomateriales carbonosos,
entre ellos SWCNT y MWCNT para cultivos de células bacterianas de Ralstonia
solanacearum, un patógeno de las plantas (Figura 2.13). Mientras que Arias y yang
(Arias and Yang, 2009) demostraron que CNTs de pequeño diámetro entran en
contacto con las células bacterianas a través de los extremos de los nanotubos, a la vez
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que CNTs de gran diámetro interactúan a través de las paredes laterales, por lo que los
CNT más delgados actuarían de manera similar a una aguja en comparación con
aquellos. de diámetros mayores.

En relación con la densidad de los SWCNT respecto de una determinada
fracción de peso, los NTCs más cortos implican una mayor probabilidad de rotura
mecánica debido a las interacciones de los extremos de los tubos contra la membrana
celular, lo que acaba induciendo una mayor actividad antibacteriana resultado del uso.
de SWCNT como agentes antimicrobianos (Aslan et al., 2010). Este mismo tipo de
comportamiento también fue reportado por Liu et al. (S. Liu et al., 2009) observando
que los SWCNT se comportan como "nanodardos" en movimiento en las soluciones
utilizadas capaces de perforar la membrana externa de diferentes cultivos de células
bacterianas gram negativas (E. coli y P. aeruginosa) y gram positivas (S. aureus y B.
subtilis); degradando la integridad de las células bacterianas y provocando la muerte
celular. Este efecto tipo “nanodardo” aumentó el daño a las membranas celulares a
mayores velocidades de agitación de los CNT en contacto con cultivos celulares, por lo
que los CNT de menor diámetro, longitud y con mayor velocidad de agitación conducen
a una mayor actividad antimicrobiana resultante del daño mecánico a la membrana
celular.

2.5.2 Estrés oxidativo
El estrés oxidativo, derivado de la producción de especies reactivas de oxígeno

(ROS), es el siguiente mecanismo más importante para la actividad antimicrobiana de
los CNT. Durante estos procesos se provoca un desequilibrio celular, derivado de la
producción de ROS y la disminución de la capacidad de la célula para reparar los daños
resultantes, lo que conduce a la lisis celular. Este tipo de generación de estrés oxidativo
puede ser de dos tipos, dependiente de ROS e independiente de ROS (Xin et al., 2019).
El estrés oxidativo dependiente de ROS puede desencadenarse en presencia o en
ausencia de luz. En presencia de luz, los nanomateriales causan daño oxidativo a través
de procesos fotodinámicos, esto a través de la fotoexcitación de electrones libres del
nanomaterial, los cuales pueden pasar de un estado electrónico fundamental a un estado
energético superior e inestable de corta duración. Estos reaccionan con el O2 a través de
una reacción de transferencia de electrones para formar el anión superóxido (O2

-) y un
singlete de oxígeno molecular (O2) (Vatansever et al., 2013).

Después de la fotoexcitación, los CNT también pueden funcionar como
fotosensibilizadores y matar células bacterianas al producir ROS fotodependientes. Kim
et al. (J.-W. Kim et al., 2007) evaluaron la actividad antimicrobiana a través del efecto
fototérmico de los CNT utilizando como fuentes de irradiación láseres con longitudes
de onda del infrarrojo cercano (NIR) y convirtiendo así la energía absorbida en los CNT
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en energía térmica. En este estudio, la viabilidad bacteriana disminuyó
significativamente mediante el calentamiento local cuando se trató con CNT en
presencia de irradiación con un láser NIR (Figura 2.14).

Por otro lado, en ausencia de luz, la generación de ROS puede iniciarse a través
de electrones donantes de especies biológicas reductoras (como NADH y FADH2) a O2

a través de CNT con grupos oxígeno como los CNT carboxilados (Hsieh et al., 2014).
Además de especies como el anión superóxido y el O2 molecular, también pueden estar
presentes ROS nocivos como los radicales hidroxilo (-OH), el peróxido de hidrógeno
(H2O2), así como los hidroperóxidos orgánicos (Liu et al., 2018).

Figura 2.14 Mecanismo de estrés oxidativo dependiente de ROS. (a) Diagrama
esquemático general de los mecanismos de estrés oxidativo dependiente de ROS en
presencia o ausencia de luz (Tipo 1 y 2). (b) Ilustración esquemática de la actividad
antimicrobiana fototermal con clusters de CNT: CNTs son liberados en el sitio
infectado, posteriormente su autoensamble en las superficies bacterianas permite matar
a las bacterias como resultado de la respuesta de CNT a la radiación NIR, células vivas
en verde y células muertas en rojo (Modificado de (J.-W. Kim et al., 2007)).
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Estas ROS generadas pueden provocar trastornos del metabolismo de las células
microbianas, desde el inicio de la peroxidación lipídica de la membrana, produciendo
más radicales peroxilo, que aumentan la degradación oxidativa de los lípidos y
lipoproteínas de la membrana, así como la degradación de los ácidos nucleicos e
inhibiendo la síntesis de proteínas. La peroxidación de los lípidos de membrana daña las
propiedades y funciones de la membrana como consecuencia de las modificaciones
conformacionales en las proteínas y lipoproteínas de la membrana, modificando los
flujos y la integridad de la pared celular, con lo que la célula microbiana acaba siendo
destruida (Raghunath and Perumal, 2017). Kagan et al. (Kagan et al., 2006)
demostraron que la presencia de hierro en los SWCNT puede afectar la respuesta redox
celular de los macrófagos RAW 264.7. Se observó que los SWCNT ricos en hierro, sin
haber sido purificados, eran más eficaces para generar radicales hidroxilo que aquellos
que estaban purificados y, por tanto, despojados de hierro. Es probable que estos
mismos tipos de interacciones ocurran en las células microbianas.

También se ha demostrado que materiales carbonosos como el óxido de grafeno
presentan este tipo de interacciones dependientes de ROS. Gurunathan et al.
(Gurunathan et al., 2012) encontraron que los derivados del grafeno ejercen una
acción antimicrobiana derivada de la generación de ROS, utilizando óxido de grafeno
(GO) y óxido de grafeno reducido (RGO) en cultivos de Xanthomonas oryzae y
Pseudomonas aeruginosa. Se observó que los niveles de ROS eran mayores en cultivos
tratados con GO y RGO. Krishnamoorthy et al. (Krishnamoorthy et al., 2012)
analizaron la actividad antibacteriana de GO y detectaron ROS de tipo radical hidroxilo
presente en una suspensión de GO, que puede haber surgido de la reacción de las
moléculas de agua con los defectos y sitios de radicales libres presentes en la superficie
del GO. La cantidad de ROS producida en las células microbianas está determinada por
las propiedades fisicoquímicas de los CNT, como su área de superficie y la naturaleza
electrófila de estos. Kang and colleagues (Kang et al., 2008a) observaron que después
de exponer cultivos de células bacterianas de MWCNT y SWCNT, se expresaron genes
que forman parte de los sistemas soxRS y oxyR, los cuales están relacionados con
respuestas al estrés oxidativo bacteriano.

Por otro lado, los procesos independientes de ROS (Figura 2.15), donde los
CNT cuyos defectos no contienen oxígeno (por ejemplo, CNT prístinos, N-CNT) estos
materiales actúan como transportadores de electrones contrarrestando la capacidad de
las bacterias y otros microorganismos de reducir su entorno, provocando un
comportamiento oxidativo. Mientras que los CNT con defectos de oxígeno (como los
CNT-COOH) pueden oxidar moléculas de la superficie bacteriana, como lípidos y
proteínas (Xin et al., 2019). Finalmente, Vecitis et al. (Vecitis et al., 2010) investigaron
la actividad antimicrobiana de los SWCNT en función de la oxidación del glutatión (un
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mediador del estado redox que se encarga de proteger a las bacterias del estrés
oxidativo). Se observó que el grado de oxidación del glutatión por los SWCNT aumentó
al aumentar la fracción de SWCNT de naturaleza metálica, provocando un aumento en
la oxidación de los lípidos de la membrana bacteriana. Esta falta de equilibrio entre
oxidantes y antioxidantes provoca estrés oxidativo dentro de los microorganismos,
interrumpiendo las actividades enzimáticas antioxidantes debido a la generación
excesiva de ROS dentro de las células microbianas, provocando incluso la muerte
celular.

Figura 2.15 Mecanismo de estrés oxidativo independiente de ROS. (a) Diagrama
general del mecanismo independiente de ROS. CNTs prístinos o cuyos defectos no
contengan oxígeno evitan la reducción del entorno celular provocando la oxidación de
los componentes bacterianos. (b) Pérdida de viabilidad celular de E. coli como función
del % de SWCNT metálicos, (c) Imagen SEM de E. coli depositada en filtro de
SWCNT con 95% de metalicidad. Nótese las diferencias en la hidratación, estructura y
rugosidad de la membrana celular tras el contacto con los CNT (modificado de (Vecitis
et al., 2010)).

2.5.3 Otros mecanismos
Además de los principales mecanismos mencionados anteriormente, en la

literatura se han informado otros tipos de mecanismos (Figura 2.16). Se han reportado
diferentes interacciones, una de ellas es la adhesión de CNT a bacterias como
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responsable de se efecto antimicrobiano. Akasaka y Watari (Akasaka and Watari,
2009) estuvieron entre los primeros en informar que los CNT pueden adherirse a la
superficie de una cepa de S. mutans mediante entrelazamiento; sin embargo, no se
observó daño en la membrana celular de S. mutans. Por otro lado, Olivi et al. (Olivi et
al., 2013) informaron lo mismo en redes de tipo agregado de SWCNT en cepas
microbianas de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans. Yang et al. (Yang et al., 2010)
observaron que cuando los SWCNT son más largos, tienen una mayor capacidad para
agregarse alrededor de las células bacterianas y aislarlas, promoviendo la actividad
antibacteriana.

Otro de los mecanismos por los cuales los CNT pueden producir una acción
antimicrobiana es interactuando directamente con el ADN, es decir sin ingresar a la
célula, a través de interacciones secundarias como los radicales libres producidos por
interacciones fuera de las células con los CNT. Se ha informado que el oxígeno reactivo
en el entorno celular interactúa con el ADN e inhibe los mecanismos de reparación del
ADN celular (Wang et al., 2016). Los CNT cuyas propiedades superficiales y eléctricas
lo permitan también podrían interactuar con proteínas a través de la interacción con los
grupos -SH presentes en los extremos de los aminoácidos y dentro de las proteínas
(Lynch and Dawson, 2008).
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Figura 2.16 Otros mecanismos de actividad antimicrobiana por CNTs (a) Mecanismo
de extraccion de lipidos, (b) Mecanismo por inhibición del metabolismo, (c)
internalización de CNTs en vesículas intracelulares visualizados por TEM, (d) Imágenes
de fluorescencia de muestras de E. coli tratadas con grafeno funcionalizado con D-ácido
glutámico. En rojo se muestran las células muertas, mientras que en verde las células
vivas. (Modificado de (Xin et al., 2017; Zhu et al., 2016)

La extracción de lípidos es otro de los mecanismos por los que este tipo de
nanomateriales pueden provocar actividad antimicrobiana. Las células bacterianas, al
igual que las células animales, poseen una membrana lipídica cuyas funciones son
esenciales para la absorción de nutrientes y eliminación de moléculas y sustancias
tóxicas, por lo que la afectación en su integridad provocará la inhibición funcional de
esta y por ende la muerte bacteriana (Mingeot-Leclercq and Décout, 2016). Los CNTS
con una alta concentración de grupos activos pueden penetrar la membrana lipídica y
extraer de ella una cantidad significativa de fosfolípidos de la superficie celular. Zhu et
al. (Zhu et al., 2016) analizaron los mecanismos de toxicidad de los CNT al interactuar
con la bicapa lipídica de la membrana celular de células animales. Ellos encontraron que
los CNT producen daño a través de los mecanismos de la membrana celular para
empaquetar material dentro de vesículas esféricas intracelulares. De esta manera la
superficie de los CNT al comprimirse y el contacto mecánico causa la extracción de
lípidos, la permeabilización de la membrana y por consecuencia la muerte celular.

La inhibición del metabolismo bacteriano es otro de los mecanismos por los
cuales los CNT pueden generar actividad antimicrobiana, esto al inhibir los procesos de
transformación de nutrientes en energía y la eliminación de desechos celulares,
provocando la muerte celular. Uno de los principales mecanismos por los que los CNT
pueden eliminar el metabolismo bacteriano es extrayendo electrones, esenciales para el
metabolismo energético bacteriano, inhibiendo la cadena respiratoria a través de la
membrana celular (Xin et al., 2019). Los CNT que podrían extraer electrones de la
cadena respiratoria de la membrana inhiben la biosíntesis de componentes bacterianos
básicos como el peptidoglicano, provocando un efecto antimicrobiano (Xin et al.,
2017).

2.6 Toxicidad de nanotubos de carbono
Una de las principales preocupaciones del uso de CNT en el tratamiento de

enfermedades como el cáncer o las infecciones es su potencial toxicidad en el cuerpo
humano. Algunos estudios han informado que los CNT pueden acumularse en tejidos y
órganos como pulmones, corazón (Bai et al., 2010) y cerebro (Liu et al., 2014),
generando estrés oxidativo y por tanto causando daño celular. La funcionalización de
los CNT, como las características físicas mencionadas anteriormente (pureza, tamaño,
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longitud, diámetro, química de la superficie) son factores que pueden determinar y
alterar los niveles de toxicidad (Cui et al., 2010).

También podrían en determinadas circunstancias provocar nuevos alérgenos, o
en su caso crear nuevas cepas tóxicas (resultado de mecanismos de resistencia
microbiana) con mayores tasas de absorción de CNT a través de la interacción con
materiales compuestos que contienen nanotubos y que estén presentes en el medio
ambiente (Albini et al., 2015). Los estudios han demostrado que la ingestión accidental
de CNT puede causar su transición dentro del cuerpo desde la boca al tracto intestinal,
continuando los procesos de absorción, distribución y excreción (Piperigkou et al.,
2016).

Figura 2.17 Efectos varios de CNT sobre organismos. (a) Andamiaje para el cultivo
celular, a la izquierda se observan fibroblastos de ratón, mientras que en la derecha
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células neuronales ambos crecidos sobre impresiones de CNT 3D. (b) Micrografías
SEM de la acumulación de CNT en tejidos de ratones; pulmones, hígado, cerebro y
sangre para cada fila respectivamente. (c) Curvas de crecimiento de hongos tras ser
expuestos a CNT, Candida albicans y Metharhizium anisopliae respectivamente. (d)
Cultivos de Brassica oleracea tras ser expuesto a 10 mg/L de MWCNT, para ambos
casos el crecimiento de los tejidos fue promovido tras la exposición continua a CNT.
(Modificado de (Albini et al., 2015; Cui et al., 2010; Gorczyca et al., 2014;
Martínez-Ballesta et al., 2016; Shakoor et al., 2016).

Sin embargo, cualquier interacción entre los CNT y los sistemas biológicos
puede dar lugar a efectos citotóxicos, ya sea a través de respuestas alérgicas a los
componentes químicos del material y citotoxicidad, como en los casos mencionados
anteriormente, a través de la generación de ROS, daño al ADN y peroxidación de
proteínas (Firme and Bandaru, 2009). A lo largo de la bibliografía podemos encontrar
diversos casos donde se ha investigado el impacto de los CNT con diferentes tipos de
células, y se ha observado que en cada caso los niveles de toxicidad son diferentes y
varían dependiendo de la forma y características del material, así como como el tipo de
célula elegida para interactuar (Fujita et al., 2015).

Es importante señalar que los resultados actuales sobre la toxicidad de materiales
como los CNT para células animales son controvertidos (Maas, 2016) ya que dicha
toxicidad podría deberse a la diferencia en el material de origen o a las diferentes líneas
celulares utilizadas en un estudio específico (Figura 2.13). Al mismo tiempo, se ha
reportado que los CNT son capaces de promover el crecimiento celular de diferentes
tipos de hongos (Gorczyca et al., 2014; Shakoor et al., 2016), plantas (Patel et al.,
2019) y diferentes tejidos. células como huesos o neuronas (Veetil and Ye, 2009). En
general, mejorar el desempeño antibacteriano de los CNT reduciría la toxicidad en los
organismos huéspedes (Xin et al., 2019), por lo que es crucial promover la mejora
selectiva de la toxicidad de las aplicaciones antimicrobianas antes de comercializar su
aplicación. Además, la funcionalización de CNT con moléculas específicas como
aminoácidos o polímeros para mejorar la capacidad selectiva de interactuar con células
bacterianas podría ser una estrategia capaz de ayudar a superar la toxicidad de estos
materiales. En cualquier caso, es imperativo que antes de que se difunda su uso
comercial en aplicaciones antimicrobianas, se evalúe la toxicidad del material en
modelos biológicos pertinentes, en caso de que estos tengan posibilidad de interactuar
con humanos en el ambiente.

2.7 Conclusiones
A lo largo de esta revisión se hizo énfasis en la importancia de las propiedades

de los CNTs sobre el efecto antimicrobiano para el control de organismos patógenos. Se
ha demostrado que la actividad antimicrobiana de estos nanomateriales depende de sus
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características fisicoquímicas, como su diámetro, longitud, funcionalización y química
de superficie. Sin embargo, características como los factores externos del medio
ambiente y la estructura de la membrana celular también son importantes en las
interacciones entre los CNT y los microorganismos. Los mecanismos de la actividad
antimicrobiana aún son un tema en desarrollo, pero en general pueden ser a través de
interacciones mecánicas de la superficie de las células CNT, estrés oxidativo
dependiente e independiente de ROS e inhibición de moléculas microbianas y
metabolismo.

Sin embargo, la mayoría de estos materiales aún se encuentran en fase de
investigación y desarrollo, por lo que hay aspectos como la producción a escala, su lenta
y costosa producción y su toxicidad no específica que suponen un impedimento para
colocarse como alternativa a los materiales antimicrobianos actuales. Los costos de
producción de CNTs son relativamente altos en comparación con los antimicrobianos
convencionales, por lo que es necesario optimizar la producción de estos a gran escala,
así como desarrollar métodos que permitan modificar las características deseables de las
muestras de CNTs, optimizar la purificación y funcionalización de estos para que sus
propiedades queden bien definidas y así poder establecer las conexiones más fiables
entre el efecto antimicrobiano de este tipo de nanomateriales y las características
específicas de los CNTs.
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Capítulo 3: Síntesis y caracterización de
nanotubos de carbono dopados con nitrógeno,
actividad electroquímica y antimicrobiana.

3.1 Resumen
En el presente trabajo, se llevó a cabo un estudio sistemático sobre el efecto de la

incorporación de nitrógeno en nanotubos de carbono de paredes múltiples (MWCNT)
preparados mediante deposición química de vapor asistida por aerosol. El nitrógeno, el
carbono y el precursor del catalizador fueron soluciones de NN-dimetilformamida
(DMF), tolueno y ferroceno respectivamente. Los estudios electroquímicos se realizaron
mediante voltamperometría cíclica (CV), espectroscopia de impedancia electroquímica
(EIS) y resistencia eléctrica (ER). Además se analizó el efecto antimicrobiano de estos
nanotubos contra hongos oportunistas presentes en el ambiente mediante el uso de los
MWCNT como componente estructural dentro de matrices gelificadas de agar. Los
resultados mostraron que los N-MWCNT exhiben una estructura tubular de bambú que
no está presente cuando se usa tolueno puro. Las incorporaciones de nitrógeno fueron
analizadas y verificadas mediante FTIR, EELS y XPS. Las concentraciones de
nitrógeno obtenidas alcanzaron hasta el 2.5% at. según lo evaluado por XPS. El
aumento de la incorporación de nitrógeno en N-MWCNT también aumentó la
conductividad de las muestras observada por voltamperometría cíclica. La
espectroscopía de impedancia electroquímica mostró que los MWCNT se comportaron
como un condensador eléctrico de doble capa con una disminución de la resistencia
eléctrica a medida que aumenta el contenido de N. Las caracterizaciones
electroquímicas revelaron que nuestras muestras tienen un uso potencial en aplicaciones
de almacenamiento de carga. También se observó que los nanotubos dopados con
nitrógeno tenían un efecto antimicrobiano inhibiendo la proliferación de hongos
oportunistas del ambiente de manera distinguida en comparación de los nanotubos de
carbono sin dopaje,

3.2 Introducción
En la última década se han investigado cada vez más métodos para la síntesis y

caracterización de nanotubos de carbono de paredes múltiples dopados con nitrógeno
(N-MWCNT) (Nxumalo et al., 2010; Hachimi et al., 2015; Mombeshora et al.,
2017). La atención en este tipo de estudios está relacionada con las propiedades de estos
nanomateriales modificando la estructura electrónica de los nanotubos de carbono
mediante la adición de nitrógeno a la red grafítica (Ombaka et al., 2014; Wang et al.,
2009). El dopaje con nitrógeno en nanotubos de carbono se considera una de las
mejores estrategias para ajustar las propiedades electrónicas de los CNT de una manera
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definida (Deepak et al., 2005; Stephan et al., 1994; Tang et al., 2004). Las
propiedades de estos materiales están determinadas principalmente por su composición
química, por lo que modificar estas propiedades es relativamente fácil de controlar
mediante métodos de síntesis.

Los métodos de síntesis para la producción de nanotubos de carbono dopados
con nitrógeno (N-MWCNT) se pueden realizar mediante dopaje in situ o postdopaje
(Tang et al., 2013), el método más comúnmente utilizado para la síntesis de
N-MWCNT es la deposición química de vapor. (CVD) (Munoz-Sandoval et al., 2014;
Nxumalo and Coville, 2010). Diversas investigaciones han demostrado que las
condiciones de síntesis utilizadas: precursores, catalizadores, temperatura de reacción,
gas portador (entre otros) modulan la incorporación de N a los nanotubos de carbono
(Nxumalo et al., 2010; Tang et al., 2004).

Entre los reactivos precursores de nitrógeno más utilizados para producir
N-MWCNT se encuentran el uso de dietilamina, butilamina, isopropilamina,
bencilamina, anilina, quinolona, formamida (Nxumalo et al., 2010), piridina (Sen et al.,
2003), triazina (Terrones et al., 1997), acetonitrilo (Che et al., 2003), melamina
(Terrones et al., 1999), trietilamina, hexametilentetramina (Yadav et al., 2015), y
finalmente el uso de N,N- dimetilformamida y N,N-dimetilacetamida (Nxumalo et al.,
2010). Otros métodos para la incorporación de N incluyen la pirólisis de los precursores
en presencia de NH3 o N2 gaseoso (Lee et al., 2003), sin embargo, este tipo de métodos
ha mostrado un bajo rendimiento alrededor del contenido de N en la estructura. de los
N-MWCNT (Nxumalo and Coville, 2010), además de producir principalmente dopaje
con nitrógeno grafítico (Wei et al., 2015), dejando de lado especies piridínicas y
pirrólicas.

En cuanto al uso de catalizadores, normalmente se utilizan metales como Fe, Co
o Ni (Harutyunyan, 2009), sin embargo se prefieren catalizadores disueltos como el
ferroceno (FcH) o Fe(CO)5 para este tipo de síntesis (Ghosh et al., 2008). Sin embargo,
el uso tanto del catalizador como de la fuente de C y N depende de la disponibilidad, el
costo y la facilidad de uso de los reactivos.

La estructura característica de los N-MWCNT difiere de los MWCNT comunes
debido a una reducción en el número de capas, así como a una estructura
compartimentada llamada forma de bambú (Yadav et al., 2009). Este fenómeno ocurre
debido a la inclusión de nitrógeno dentro de la red grafítica como resultado de la similar
longitud de sus enlaces. Cuando un enlace C-C (1,38 Å) se reemplaza por un enlace
C-N más corto (1,34 Å), se inducen defectos en la estructura grafítica de los
N-MWCNT, que se percibe como un compartimento similar al bambú dependiendo de
la tensión involucrada en la presencia de nitrógeno en la red grafítica (Mombeshora et
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al., 2017), que termina con la formación de una curva positiva dentro de las capas del
tubo (Suenaga et al., 2000).

El nitrógeno puede incorporarse a la estructura de los N-MWCNT a través de
átomos como centros de nitrógeno y encontrarse principalmente como inclusiones
piridinas, pirrólicas y grafíticas (Wei et al., 2015), así como óxido de nitrógeno, entre
otros (Arjmand et al., 2016). La incorporación de nitrógeno en la red grafítica
proporciona electrones al sistema pi (π) deslocalizado (Tang et al., 2004), permitiendo
mejorar las propiedades eléctricas del material en el almacenamiento de carga y en
reacciones de oxidación-reducción. Este tipo de mejoras posicionan el uso de estos
materiales en dispositivos como pilas de combustible y celdas solares (Mombeshora
and Nyamori, 2015).

Aunque las investigaciones sobre el proceso de dopaje con N no han cesado, el
efecto del precursor nitrógeno, el gas portador, las temperaturas y los tiempos de
síntesis, entre otras variables, sigue siendo un tema de investigación lejos de resolverse.
El uso de N,N-dimetilformamida para la síntesis de N-MWCNT se ha reportado un par
de veces antes, sin embargo, todavía quedan eslabones sueltos. Por ejemplo, Tang et al.
(Tang et al., 2004) sintetizaron N-MWCNT y descubrieron que los enlaces C-N
preexistentes de N,N-DMF permitían concentraciones de nitrógeno de hasta ≈20% at.
Posteriormente, Nxumalo et al. (Nxumalo et al., 2010) utilizaron diferentes fuentes de
nitrógeno (N,N-DMF entre ellas) y determinaron que el contenido del precursor de
nitrógeno era más importante que la naturaleza de la fuente de N según las
características morfológicas y de producción de N-MWCNT. Más recientemente,
Mombeshora et al. (Mombeshora et al., 2017) analizaron el efecto del uso de mezclas
de N,N-DMF/acetonitrilo en la síntesis de N-MWCNT. Descubrieron que el uso de
N,N-DMF como precursor de nitrógeno provocaba una mejora con respecto al dopaje
con nitrógeno en forma de nitrógeno pirrólico como resultado de los precursores de N
sp3 como fuente de nitrógeno. Sin embargo, todavía existen nichos de oportunidad en el
uso de N,N-DMF como precursor de N en la síntesis de N-MWCNTs así como en la
búsqueda de aplicaciones de este tipo específico de materiales.

Así, en el presente trabajo se estudia la síntesis de N-MWCNTs mediante el uso
de mezclas de tolueno/NN-DMF utilizando ferroceno como catalizador disuelto. El
objetivo del estudio es investigar el efecto de los precursores de nitrógeno sobre el
efecto de la incorporación de dopaje de nitrógeno para el rendimiento, las características
fisicoquímicas y actividad antimicrobiana de los N-MWCNT.
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Síntesis de N-MWCNTs
Los MWCNT se sintetizaron mediante el método de deposición química de

vapor asistida por aerosol, como se muestra en la Figura 3.1. La síntesis se llevó a cabo
a 850 °C utilizando mezclas de tolueno/DMF como fuentes de nitrógeno y carbono,
mientras que ferroceno (FcH) (Figura 3.1(a)) se utilizó como catalizador disuelto
(Munoz-Sandoval et al., 2014). Como gas portador se utilizó una mezcla de gases
Ar/H2 (95-5%, INFRA). Las diferentes muestras fueron nebulizadas y llevadas al
reactor de síntesis (Figura 3.1(b)) formado por un tubo de cuarzo (4,4 cm de diámetro)
dentro de un horno tubular. Se usó NN-DMF (99%, Sigma-Aldrich) como hidrocarburo
con nitrógeno y se estudió en diferentes concentraciones (ver Tabla 3.1). La mezcla de
gases se usó como gas de extracción para controlar el flujo másico durante el proceso de
síntesis. El proceso de síntesis se llevó a cabo durante 30 minutos. Después de la
reacción, se redujo el flujo de argón hasta el enfriamiento completo del sistema.

Figura 3.1. Esquema de síntesis del N-MWCNT, utilizando como precursores
diferentes mezclas de NN-DMF/Tolueno-Ferroceno.

Tabla 3.1 Condiciones AACVD para la síntesis de MWCNT utilizando mezclas de
NN-DMF/tolueno-ferroceno.

Muestra
Solución precursora

Temperatura ( °C) Tiempo de
síntesis (min)

Flujo de gas
Tolueno DMF Ferroceno

MW 100% 0% 2.5% 850 30 2.5 L/m Ar/H2

N-MW-1 93% 7% 2.5% 850 30 2.5 L/m Ar/H2
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N-MW-2 86% 14% 2.5% 850 30 2.5 L/m Ar/H2

N-MW-3 79% 21% 2.5% 850 30 2.5 L/m Ar/H2

N-MW-4 50% 50% 2.5% 850 30 2.5 L/m Ar/H2

Los MWCNT sintetizados se recolectaron raspando suavemente el tubo de cuarzo y
posteriormente se almacenaron a temperatura ambiente. La Figura 3.1(c) muestra
imágenes de las muestras de MWCNT obtenidas del proceso de síntesis en forma de
matrices rectangulares alineadas.

3.3.2 Caracterización de N-MWCNTs
Los MWCNT sintetizados se caracterizaron mediante microscopía electrónica de

barrido y transmisión (SEM y TEM) utilizando un microscopio FIB Dual Beam Helios

Nanolab 600 y un microscopio FEI Tecnai F30, respectivamente. Los diámetros de CNT

se determinaron a partir de al menos 5 imágenes SEM de cada muestra utilizando

ImageJ, software gratuito para el análisis de imágenes del National Institutes of Health.

El análisis de difracción de rayos X (DRX) se realizó utilizando un difractómetro de

rayos X Rigaku SmartLab con radiación Cu Kα (λ = 0,154 nm) a una velocidad de

escaneo de 1°/min en el rango angular de 10 a 90 2θ grados. El ordenamiento grafítico

se determinó con espectroscopía Raman utilizando un espectrómetro InVía

MICRORAMAN:RENISHAW a una longitud de onda de excitación de 514 nm, una

potencia de láser de 5,63 mW y un objetivo de microscopio de 20 X para obtener un

tamaño de punto láser de ~1 μm. Los espectros Raman se obtuvieron de tres puntos de

la muestra en el rango espectral de 100 cm-1 a 3500 cm-1. El análisis termogravimétrico

se realizó utilizando un STA 6000 Perkin-Elmer calentando las muestras en una

atmósfera de oxígeno de 50°C a 950°C con una velocidad de calentamiento de

10°C/min bajo un flujo de oxígeno de 20 ml/ml. La espectroscopia infrarroja se realizó

en un espectrofotómetro FTIR IRTracer-100 con el accesorio ATR (Attenuated Total

Reflection). Los análisis XPS se realizaron utilizando un espectrómetro fotoelectrónico

de rayos X Thermo Scientific K-alfa equipado con una fuente de rayos X

monocromática AlK-α (1487 eV). Para el análisis de deconvolución se empleó el

software Spectral Data Processor SDP 4.1. El análisis de espectroscopia de pérdida de

energía electrónica (EELS) se realizó utilizando un microscopio FEI Tecnai F30 en

modo microsonda con una sonda de electrones de al menos 20 nm de diámetro. Tanto la

caracterización TEM como EELS fueron analizadas por el software DigitalMicrograph

(GATAN).
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3.3.3 Actividad electroquímica
La caracterización electroquímica se realizó utilizando un

potenciostato/galvanostato Squidstat Plus, utilizando como electrodo de referencia un
alambre de platino/iridio, como contraelectrodo una lámina de grafito de 2,5 x 2,5 cm2 y
como electrodo de trabajo, los MWCNT preparados pesando y mezclando en un molino
de bolas 16 mg de la muestra y 2 mg de PVDF como agente aglutinante; después de
mezclar, se usó N-metilpirrolidona para formar la pasta en un mortero de ágata. La pasta
se extendió en sustratos de óxido de estaño dopados con flúor de 1x2 cm2 (30 ohm/sq) y
se secó sobre una placa caliente. El electrolito fue una solución acuosa de H2SO4 0,7 M.
Después de 180s en potencial de circuito abierto (OCP), se realizó voltamperometría
cíclica (CV) a 100 mVs-1 para diagnosticar los procesos redox en los electrodos
MWCNT. Las CV se realizaron desde OCP hacia la dirección catódica y luego hacia el
vértice anódico, o desde -1,3 V frente a Pt hacia el vértice anódico y viceversa, para
evaluar posibles contribuciones irreversibles, de adsorción o capacitivas. Una vez
identificados los picos, se varió el vértice del potencial para estudiar los procesos
electroquímicos que ocurren en función del potencial. Los picos identificados se
probaron bajo diferentes velocidades de escaneo para identificar los mecanismos de
transferencia de carga mediados por superficie/difusión. Las mediciones de
espectroscopía de impedancia electroquímica se realizaron a potenciales de CC de 100
mV por encima de los picos de oxidación; la amplitud de la señal de CC de excitación
fue de 25 mV (del orden de kT de energía), para evitar efectos de termalización en la
transferencia de carga en la interfaz electrificada, y la frecuencia se varió de 3000 a 3
mHz. La capacitancia se obtuvo asumiendo un circuito equivalente RC (condensador de
resistencia). A partir de los gráficos de Mott-Schottky, se determinó el tipo de
semiconductor, es decir, tipo n para pendiente positiva y tipo p para pendiente negativa.

3.3.4 Actividad antimicrobiana
Se analizaron diferentes CNT para evaluar su actividad antimicrobiana contra

hongos oportunistas presentes en el ambiente. Los hongos oportunistas generalmente
surgen de altos niveles de humedad en el ambiente, aumentando las posibilidades de
enfermarse a causa de estos patógenos. La humedad se asocia a una baja renovación del
aire interior en espacios cerrados como consecuencia de un exceso de estanqueidad o
infiltraciones de aire, provocando una disminución de la salubridad y la aparición de
moho. Es evidente la necesidad de productos con actividad antimicrobiana como los
CNT para destruir los mohos que causan problemas de salud. De esta manera se
investigó la viabilidad de hongos oportunistas expuestos a compositos de MWCNT/agar
(0.1mg / mL) con extracto de café (como fuente de carbono) expuesta a cuatro tipos
diferentes de CNT. Seleccionamos cuatro tipos, a saber, nanotubos de carbono de
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paredes múltiples (MWCNT (este estudio)), MWCNT dopados con nitrógeno
(N-MWCNT (N-MW-3 de este estudio)), Nanoesponjas de carbono (MWCNT-CS)
(Ortiz López, 2018), y MWCNT sintetizados utilizando como catalizador Banded Iron
Formation (MWCNT-BIF) (Jimenez-Ramirez et al., 2020) y . Todas las muestras
fueron fabricadas con la técnica de deposición química de vapor (CVD) para buscar
nuevos materiales con actividad antimicrobiana para uso en higiene de superficies.

El composito fue elaborado a partir de una suspensión de MWCNT (0.1 mg/mL)

adicionando extracto de café y el agente gelificante agar-agar (MCD LAB) en una

concentración de 20 g/L, dispersos en agua destilada por ultrasonicación. La solución se

esterilizó en un autoclave a 120°C durante 20 min para luego ser vertido en alícuotas de

10 ml de la solución en placas de cultivo de 100 mm, para finalmente ser dejados

reposar hasta la solidificación final de los compositos de CNT/agar.

Se prepararon cinco medios de cultivo diferentes con y sin nanomateriales de

carbono, para luego ser expuestos a hongos oportunistas presentes en el ambiente

(laboratorio). Las etiquetas utilizadas fueron: Agar-Café, Agar-MW (usando MWCNT),

Agar-N-MW (usando N-MWCNT), Agar-MW-CS (usando CS), y Agar-MW-BIF

(usando MWCNT-BIF). Posteriormente, las cajas etiquetadas y selladas se llevaron a

incubación a 25 °C durante 6 días (tiempo necesario para que todos los organismos

alcancen la madurez según experimentos previos) para posteriormente proceder al

conteo y aislamiento de colonias para su posterior análisis. Los organismos cultivables

se aislaron mediante la técnica de cultivo en estría utilizando un medio de cultivo de

Agar Papa Dextrosa (PDA). Tras el crecimiento de los diferentes microorganismos, se

realizó el recuento total de microorganismos presentes en cada uno de los tratamientos y

sus triplicados.

3.4 Resultados y discusión

3.4.1 Caracterización de N-MWCNTs
La Tabla 3.2 enumera el peso de las muestras sintetizadas. y rendimiendo de la

síntesis (C%). El rendimiento de carbono (C%) se obtuvo mediante C%= 100 x
(w2-w1)/w1, donde w1 es la masa del catalizador en función de la solución precursora
utilizada durante la síntesis y w2 es el peso de la muestra. después de la síntesis por
AACVD. Como se ve en la Tabla 3.2, la muestra MWCNT sintetizada sin DMF fue la
muestra con mayor rendimiento (271,3%), mientras que la muestra N-MW-4 (50%
DMF) fue la muestra con menor rendimiento (-32,6%).
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Tabla 3.2 Datos experimentales para la síntesis de muestras MWCNT.

Muestra Ferroceno (mg) Peso final (mg) C% Yield

MW 867.0 3219 271.3%

N-MW-1 783.1 2074 164.9%

N-MW-2 764.0 1560 104.2%

N-MW-3 792.1 835 5.42%

N-MW-4 724.4 488 -32.6%

3.4.2 Microscopía electrónica de barrido
La Figura 3.2 muestra las imágenes SEM correspondientes a las muestras MW

y N-MW-1-4 sintetizadas a partir de soluciones de tolueno y tolueno/DMF
respectivamente. Las micrografías muestran nanotubos de carbono en disposiciones
rectangulares (Figura 3.2 (a,d,g,j,m)) cuyos diámetros oscilan entre 20 y 140 nm y
longitudes entre 60 y 140 µm. La distribución de nanotubos en disposiciones
rectangulares es una característica ampliamente observada en los nanotubos sintetizados
por catalizadores metálicos disueltos (Seah et al., 2011). Los nanotubos de carbono de
la muestra MW (Figura 3.2 (a-c)) muestran nanotubos alineados con presencia de
partículas de hierro (Figura 3.2 (b)), y cuyos diámetros son predominantemente de 60 a
100 nm con un promedio de ~78,33 nm (Figura 3.2 (c)). En consecuencia, para la
muestra N-MW-1 (Figura 3.2 (d-f)) es posible observar el mismo tipo de disposiciones
rectangulares de nanotubos en la muestra, sin embargo, también es posible observar
secciones ligeramente onduladas del tapete en sus extremos. En un acercamiento a la
muestra (Figura 3.2 (e)) es posible observar frecuentemente la presencia de nanotubos
de carbono de menor diámetro, así como la presencia de partículas de hierro distribuidas
por toda la muestra. Los diámetros en esta muestra presentan una distribución más
amplia, variando de 40 a 100 nm y con una media de ~68,84 nm (Figura 3.2 (f)).
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Figura 3.2. Micrografías SEM con diferentes aumentos (1000X y 50000X) y
mediciones de diámetro de muestras MW (a – c), N-MW-1 (d – f), N-MW-2 (g – i),
N-MW- 3 (j-l) y N-MW-4 (m-o) respectivamente. Es posible observar la disminución en
el diámetro de los nanotubos a medida que aumenta la incorporación de DMF como
precursor.

En la muestra N-MW-2 (Figura 3.2 (g-i)), se observan disposiciones
rectangulares de longitudes reducidas y bordes curvos en toda la muestra. Con un
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aumento de 50.000X (Figura 3.2 (h)), se observa un aumento en los nanotubos de
menor diámetro con morfologías curvas, así como la presencia de nanopartículas de
hierro ampliamente distribuidas. Los diámetros en esta muestra se distribuyen de 40 a
100 nm predominantemente con una media de ~67,31 nm (Figura 3.2 (i)). Para la
muestra N-MW-3 (Figura 3.2 (j-l)) observamos nuevamente la presencia de matrices
rectangulares con bordes curvos y longitudes cada vez más cortas. También es posible
ver un aumento de nanotubos delgados, así como la presencia de nanotubos donde se
puede observar la estructura en forma de bambú (flecha roja) en la muestra (Figura 3.2
(k)). Los diámetros en esta muestra predominan de 30 a 100 nm con una media de
~65,80 nm (Figura 3.2 (l)). Finalmente, para la muestra N-MW-4 (Figura 3.2 (m-o))
tenemos la presencia de arreglos rectangulares más cortos y delgados con bordes
curvos, mientras que la ampliación de la muestra (Figura 3.2 (n)) nos muestra la
presencia de nanotubos más delgados con abundante presencia de estructuras en forma
de bambú fácilmente reconocibles (flechas azules), así como la presencia de partículas
de hierro distribuidas por toda la muestra. Los diámetros en este caso se distribuyen
principalmente de 20 a 90 nm, con una media de ~55,06 nm (Figura 3.2 (o)). Así, la
caracterización SEM nos muestra cómo el aumento en la incorporación de DMF como
precursor en la síntesis de nanotubos trae consigo la disminución del diámetro medio de
los nanotubos, así como la presencia de nanotubos más delgados, curvos y con
presencia de la estructura tipo forma de bambú.

3.4.3 Microscopía de transmisión de electrones
Mediante las imágenes de TEM se observó la nanoestructura de los N-MWCNT

preparados para obtener una visión interna de su estructura y detalles químicos de las
nanopartículas catalizadoras. En la Figura 3.3 se presentan las micrografías de las
muestras MW (a-c), N-MW-1 (d-f), N-MW-2 (g-i), N-MW-3 (j-l) y N-MW-4 (m-o).
Todas las muestras presentadas corresponden a MWCNTs, sin embargo la muestra MW
corresponde a nanotubos multicapa sin nitrogeno, mientras que las muestras N-MW-1-4
son muestras de nanotubos donde se incorporó nitrógeno como precursor. Para la
muestra MW (Figura 3.3 (a)) se muestra un par de MWCNT con superficies de borde
irregulares y cavidades interiores uniformes a lo largo de ellos. Uno de ellos (flecha
negra) muestra la presencia de 2 partículas, una cónica y otra alargada (~100 nm de
largo), estructuras típicas para el uso de ferroceno como catalizador (Yah et al., 2011).
En la Figura 3.3 (b) se presenta una imagen TEM de alta resolución que muestra la
estructura de uno de los nanotubos de la muestra MW; En este caso, se puede observar
un número de capas de ~51,52, separadas por 3,561 Å para un diámetro de ~38,76 nm.
Posteriormente, para la Figura 3.3 (c) podemos observar la imagen HRTEM de una
partícula interna del catalizador, además de un recuadro donde se muestra el patrón de
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difracción de electrones SAED utilizado para determinar el plano de Fe3C, el cual
muestra una distancia interplanar de 2.053 Å. relacionado con el plano (102) de Fe3C.
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Figura 3.3 Micrografías electrónicas de transmisión de muestras de N-MWCNT, (a-c)
muestra de MW, (d-f) N-MW-1, (g-i) N-MW-2, (j-l) N-MW-3, y (m-o) N-MW-4 . En la
primera columna se observa una visión amplia de las muestras, mientras que en la
segunda observamos un acercamiento de las capas grafíticas de los nanotubos y sus
correspondientes distancias interplanares. Finalmente, en la última columna, se
muestran las micrografías HRTEM y el patrón SAED de las partículas cónicas de Fe3C
encontradas en las muestras con sus correspondientes distancias interplanares. Es
posible observar la presencia de estructuras en forma de Bambú para las muestras
N-MW-1 a 4.

La Figura 3.3 (d-f) muestra las micrografías de la muestra N-MW-1 utilizando
7% de DMF como precursor de nitrógeno. Es posible observar la presencia de
nanotubos de carbono con bordes rectos y con estructuras internas tipo bambú
generalmente asociadas a la presencia de nitrógeno en su estructura grafítica (Feng et
al., 2008). En la correspondiente imagen de alta resolución podemos observar un
nanotubo con un número de ~64,35 capas, cuya distancia interlaminar fue de 3,465 Å.
Por otro lado, también se observó un acercamiento a la nanopartícula catalizadora donde
en el recuadro se observó el patrón SAED correspondiente a una distancia interplanar de
2.35 Å, el cual estaba relacionado con el plano (210) de Fe3C. Para la muestra N-MW-2
(Figura 3.3 (g-i)) con un contenido de DMF del 14%, observamos la presencia de
varios nanotubos de carbono cuyas morfologías se caracterizaron por un marcado patrón
tipo bambú en su estructura interna (flechas amarillas). En las micrografías HRTEM
también podemos observar la estructura interna similar al bambú, así como un número
de capas de ~20,49 para la muestra observada con una separación interlaminar de 3,572
Å. En cuanto a la partícula de catalizador podemos observar una distancia interplanar de
1.879 Å correspondiente al plano cristalográfico (131) del Fe3C. Continuando con la
muestra N-MW-3 (Figura 3.3 (j-l)) donde el contenido de DMF aumentó al 21%,
observamos una morfología tipo bambú representativa para las estructuras internas de
los nanotubos presentes en la muestra, así como la presencia de nanotubos más delgados
de manera frecuente. En las imágenes HRTEM podemos observar la estructura interna
tipo bambú donde se observa un espacio interlaminar de 3.536 Å en dicha muestra para
un total de ~45.95 capas. En cuanto a las partículas catalíticas observadas, encontramos,
utilizando el patrón SAED, una distancia interplanar de 2.551 Å correspondiente al
plano (200) del Fe3C. Finalmente, para la muestra N-MW-4 (Figura 3.3 (m-o)) donde el
contenido de DMF fue del 50%, observamos una morfología predominante de tipo
bambú, así como una gran cantidad de nanotubos con diámetros reducidos alrededor de
la muestra con mucha frecuencia. En las imágenes HRTEM podemos observar
estructuras tipo bambú donde observamos un espacio interlaminar de 3.55 Å para un
total de ~57.17 capas, mientras que para la partícula del catalizador observada el patrón
SAED muestra una distancia interplanar de 2.537 Å correspondiente al plano (200 ) de
Fe3C.

- 59 -

https://www.zotero.org/google-docs/?z91ocv
https://www.zotero.org/google-docs/?z91ocv


En general se pudo observar que para las muestras de nanotubos donde se utilizó
el precursor de nitrógeno DMF, permitió la formación de estructuras tipo bambú que
aumentaron a medida que aumentó el contenido de DMF, mientras que en la muestra
MW donde solo se utilizó tolueno como precursor, las morfologías eran más robustas y
no presentaban el patrón tipo bambú en su interior.

3.4.4 Estructura y estabilidad térmica de N-MWCNT
La Figura 3.4 muestra los resultados del (a) análisis de difracción de rayos X,

(b) análisis termogravimétrico y (c) espectros raman para las muestras de N-MWCNT,
respectivamente. En el difractograma XRD de la muestra podemos observar un
difractograma para una muestra de grafito a modo de comparación donde observamos la
presencia de los planos (002) y (004) del carbono grafítico (C) según la carta
cristalográfica [COD 96-901-2231]. Por otro lado, la muestra MW representa nanotubos
de carbono sintetizados a partir de tolueno en los que observamos la presencia de picos
de carbono grafítico [COD 96-901-2231] así como picos relacionados con los planos
(210)(211)(102)(220)(031)(112) y (131) de carburo de hierro (Fe3C) según la carta
cristalográfica [COD 96-901-2188]. Respecto a las muestras N-MW-1-4 podemos
observar la presencia de los mismos picos relacionados con carbono grafítico [COD
96-901-2231] y carburo de hierro [COD 96-901-2188], sin embargo vemos que la
intensidad de los picos relacionados con Fe3C presentan mayor intensidad respecto a los
de la muestra MW, además de un aparente aumento a medida que aumenta la cantidad
de DMF utilizada en la muestra, es decir, de N-MW-1 a N-MW-4 respectivamente.
Siguiendo este comportamiento, también observamos un cambio a ángulos bajos en el
pico (002) relacionado con el carbono grafítico de la muestra de grafito a ~26,4° con
respecto a las muestras de N-MWCNT (~26,1°). Cabe señalar que este pico se desplaza
hacia la derecha en todas las muestras de nanotubos como resultado del aumento del
espacio entre las tapas de carbono sp2 de ~0,335 a ~0,350 nm (Zhang et al., 2002).

La Figura 4 (b) muestra el análisis termogravimétrico donde podemos observar
la resistencia térmica de las nuestras muestras en función de la temperatura.
Principalmente para todas las muestras podemos observar 3 comportamientos
diferentes; inicialmente y hasta los 450°C, se pierde peso como resultado del contenido
de carbono amorfo presente. Posteriormente tenemos la pérdida de peso relacionada con
el contenido de los nanotubos de carbono (450-750°C) y finalmente la última parte
asociada con el contenido de cenizas así como las partículas de catalizador restantes en
la muestra (>750°C). En el caso de los nanotubos multicapa sintetizados a partir de
tolueno (MW) observamos una temperatura de oxidación de ~589.3°C, mientras que
para las muestras con DMF podemos observar que la temperatura de oxidación
comienza a reducirse a medida que aumenta el contenido de DMF, siendo ~521,98,
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~515,71, ~506,54 y ~496,53 °C para las muestras N-MW-1, N-MW-2, N-MW-3 y
N-MW-4 respectivamente. Esta reducción de la temperatura de oxidación está asociada
a la presencia de defectos estructurales como consecuencia de la incorporación de
nitrógeno a la red grafítica (Liu et al., 2012). Sin embargo, cabe señalar que, en
comparación con una muestra de grafito (~668,25 °C), la estabilidad térmica de los
nanotubos en general es menor debido a su disposición grafítica.

Figura 3.4 (a) Difractogramas XRD de las muestras de N-MWCNT. (b) termogramas
de pérdida de peso obtenidos en flujo de oxígeno desde temperatura ambiente hasta
850°C. En la figura también se incluye la temperatura máxima de oxidación
correspondiente a cada muestra. (c) Espectros Raman de muestras de N-MWCNT
utilizando una fuente de excitación de 532 nm (2,33 eV), las líneas verticales indican la
posición de los picos Raman D, G y 2D en grafito; Se muestran los valores de ID/IG
para cada espectro.

Los resultados de la caracterización Raman para las muestras de N-MWCNT se
muestran en la Figura 4 (c). Para todas las muestras se observaron las bandas D y G, así
como la banda de resonancia 2D de segundo orden. La banda D en ~1350 cm-1 está
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relacionada con defectos estructurales en la red grafítica (vacancia, bordes o hibridación
grafítica), mientras que la banda G en ~1580 cm-1 proporciona información sobre el
grado de gratificación de la muestra (Dresselhaus et al., 2005). Por otro lado, la banda
2D a ~2700 cm-1, también llamada banda G', corresponde a una doble resonancia de la
banda G y por lo tanto no representa un modo inductor de desorden (Charon et al.,
2021).

La Tabla 3.3 muestra los datos del análisis de los picos Raman observados y las
relaciones de bandas ID/IG, I2D/IG y I2D/ID. También se muestran a modo de comparación
las posiciones, intensidades y proporciones de las bandas D, G y 2D de materiales
grafíticos como el grafeno y el grafito. La posición de la banda D fue de 1348 cm-1 para
la muestra MW, mientras que de 1353, 1352, 1353 y 1365 cm-1 para las muestras
N-MW-1 a N-MW-4 respectivamente. Este cambio ascendente sugiere dopaje de
electrones alto, grupos funcionales en la superficie y/o defectos de dopaje de huecos
resultantes del dopaje con nitrógeno (Liu et al., 2013). Por otro lado la intensidad para
esta banda fue de 42.06 para MW, mientras que 60.52, 61.99, 60.70 y 61.14 para las
muestras N-MW-1 a N-MW-4, lo que representa un aumento en el desorden producto de
la incorporación de nitrógeno al estructura produciendo una estructura menos estable
como se muestra en el análisis termogravimétrico con la disminución de la temperatura
de oxidación (ver Figura 3.4(b)). Posteriormente, para la banda G podemos observar un
cambio ascendente en la posición del pico de la banda G desde MW en 1578 cm-1 a
1581, 1583, 1581 y 1588 cm-1 para las muestras N-MW-1 a N-MW-4, respectivamente
relacionados con la presencia de carbonos desordenados sp2 resultado de la
incorporación de átomos externos en la estructura grafítica como resultado del dopaje
con nitrógeno por el uso de DMF como precursor (Rao and Voggu, 2010).
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Finalmente, para la banda 2D observamos una reducción desde 2697 cm-1 para la
muestra MW a 2696, 2697, 2693 y 2693 cm-1 para las muestras N-MW-1 a N-MW-4
respectivamente. Se ha demostrado que la presencia de esta banda es sensible al dopaje,
donde la reducción es una señal de los cambios inducidos por el dopaje de electrones en
la estructura de los carbonos dopados con nitrógeno (Podila et al., 2012; Rao and
Voggu, 2010). Por otro lado, para la intensidad para el pico de la banda 2D, podemos
observar una reducción de 97,18 en MW a 53,12, 52,37, 33,60 y 28,03 para N-MW-1 a
N-MW-4 respectivamente. Se ha informado que la intensidad 2D es un buen indicador
de la calidad estructural de los MWCNT (Fedorovskaya et al., 2016; Okotrub et al.,
2022), además de que está directamente relacionada con el número de capas (cuanto
mayor sea la intensidad, mayor el número de capas) para los nanotubos de carbono
(Kuznetsov et al., 2014; Orbaek White et al., 2021). Es decir, para nuestras muestras
podemos observar que a medida que aumenta el contenido de DMF, la calidad
estructural de nuestras muestras disminuye, al igual que el número de capas, como
podemos inferir de los diámetros obtenidos de nuestras muestras mediante SEM.

En cuanto a la relación ID/IG, esta se utiliza para estimar el grado de
ordenamiento del grafito en nanotubos de carbono. Es decir, valores bajos de ID/IG

significan una alta grafitización mientras que valores altos indican la presencia de capas
defectuosas dentro del material (Dresselhaus et al., 2005). En nuestras muestras
podemos observar como de 0,42 en MW la relación ID/IG cambia a 0,60, 0,62, 0,61 y
0,64 para N-MW-1 a N-MW-4 respectivamente, indicando una presencia de mayores
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Tabla 3.3 Posición, intensidades y proporciones de picos Raman de muestras de
N-MWCNT.

Muestra
Raman shift (cm-1) Intensidad (a.u.) Relación

D band G band 2D band IG ID I2D ID/IG I2D/IG I2D/ID

Grafeno
(Bokobza et
al., 2015)

1351 1581 2718 ~100 ~20 ~30 ~0.20 ~0.30 1.5

Grafito 1342 1575 2700 100 17.64 44.34 0.18 0.44 2.51

MW 1348 1578 2697 100 42.06 97.18 0.42 0.97 2.31

N-MW-1 1353 1581 2696 100 60.52 53.12 0.60 0.53 0.87

N-MW-2 1352 1583 2697 100 61.99 52.37 0.62 0.52 0.84

N-MW-3 1353 1581 2693 100 60.70 33.60 0.61 0.34 0.55

N-MW-4 1365 1588 2693 100 64.14 28.03 0.64 0.28 0.43
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defectos estructurales según la incorporación de DMF aumenta. Por otro lado, tenemos
que la relación I2D/IG se ha mostrado sensible al efecto del dopaje (Bokobza et al.,
2015; Das et al., 2008; Rao and Voggu, 2010), donde valores menores en nanotubos de
carbono dopados están relacionados con altas concentraciones de electrones, como se
observa en el cambio desde 0,97 para MW a 0,53, 0,53, 0,34 y 0,28 para N-MW-1 a
N-MW-4 a medida que aumenta el contenido de DMF utilizado. Finalmente tenemos la
relación I2D/ID que se ha informado ser sensible a la cristalinidad en muestras de CNT,
esto es, relaciones altas indican una alta cristalinidad de los nanotubos de carbono
(Kuznetsov et al., 2014; Othman and Wilkinson, 2016). En nuestro caso observamos
como el I2D/ID disminuye desde 2,31 para MW a 0,87, 0,84, 0,55 y 0,43 para N-MW-1 a
N-MW-4 a medida que aumenta el contenido de DMF, disminuyendo la cristalinidad de
la muestra.

3.4.5 Caracterización química de superficies de N-MWCNT.
El primer intento de conocer la química de la superficie a través de los diferentes

grupos funcionales presentes en nuestras muestras de N-MWCNT se llevó a cabo
mediante el estudio FTIR como se muestra en la Figura 3.5. En los espectros de
nuestras muestras podemos observar los modos vibratorios correspondientes de v(-OH)
a ~3650 cm-1 relacionados con los grupos hidroxilo asociados con la presencia de
grupos de agua/fenólicos en la estructura de nuestros CNT. Luego, a ~2920 y ~2855
cm-1 encontramos las vibraciones v(C–H) correspondientes a los enlaces -CH, -CH2 y
-CH3. Posteriormente, a ~2340 cm-1 encontramos modos vibracionales v(–COOH) y
v(–CO2) asociados con la presencia de grupos carboxílicos en las muestras. A ~1735 y
~715 cm-1, los modos v(–C=O) y v(–C=C) se encontraron asociados con enlaces C=O y
C=C dentro de la estructura de CNT. Finalmente, a ~1535 y ~1380 cm-1, así como a
~1200 y ~720 cm-1, encontramos los modos vibracionales v(–NO2) y v(–C-N)
respectivamente, relacionados con la presencia de dopaje con nitrógeno. en nuestras
muestras. En general, podemos observar como desde MW hacia N-MW-4 a medida que
aumenta el contenido de DMF como precursor, aparecen señales relacionadas con
grupos funcionales como -NO2, -C-N, así como -OH y -C=O aparecen y aumentan. Por
otro lado, otras señales como las relacionadas con -COOH y -CO2, -CH, -CH2, -CH3

parecen conservarse a lo largo de las muestras.
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Figura 3.5 Espectros FTIR de MWCNT para las muestras MW, N-MW-1, N-MW-2,
N-MW-3 y N-MW-4.

Complementando el análisis de la química de la superficie de nuestras muestras, se
realizó un análisis XPS para las muestras de N-MWCNT. La Figura S1 (véase anexos)
muestra el espectro de exploración para nuestras muestras de N-MWCNT donde se
observan las concentraciones de C, N y O. Por otro lado, los espectros XPS de alta
resolución de C, N y O se muestran en la Figura 3.6. La información del análisis de
deconvolución que muestra las energías de enlace, el ancho total a la mitad del máximo
(FWHM) y el porcentaje relativo para cada una de las especies químicas encontradas se
muestran en las Tablas S1-S3 respectivamente. En la Figura 3.6 (columna 1) se
presenta el pico C 1s para las muestras MW y N-MW-1 a N-MW-4. El pico se
desconvolucionó en 5 contribuciones; C-Fe a ~283 eV, C=C (sp2) a ~284 eV, C-C (sp3) a
~285 eV, C-O a ~284 eV y -COOH a ~288 eV. El componente principal fue el pico
C=C, que disminuye su concentración de MW a N-MW-4 respectivamente, como se ve
en la Tabla S1 y la Figura 3.7, como resultado de la disminución de la cristalinidad
como se observa en el espectro Raman. Además, la concentración de enlaces C-Fe
disminuyó ligeramente hacia N-MW-4, mientras que las contribuciones de C=C (sp2),
C-O y -COOH aumentaron como consecuencia de las modificaciones en la estructura
grafítica con la incorporación de nitrógeno. Continuando con el caso del espectro de alta
resolución de N 1s ((Figura 3.6 (columna 2) (Tabla S4)), las especies asociadas con los
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enlaces N-Fe a ~396 eV, N-piridínico a ~398 eV, amina/amida a ~399 eV, N-pirrólico a
~401 eV, N-cuaternario a ~402 eV y N-Ox a ~404 eV fueron encontradas. Para la
muestra MW no pudimos identificar ninguno de los picos antes mencionados, mientras
que para N- MW-1 no se encontró el pico N-Ox.

En general, podemos observar que de N-MW-1 a N-MW-4, las especies N-pirrólicas,
N-piridínicas y amina/amida disminuyen, mientras que las especies N-cuaternarias y
N-Ox aumentan (Figura 3.7). Esto puede deberse a la incorporación de N a la red
grafítica con el aumento de DMF, generando inclusiones N-cuaternarias debido a la
presencia de DMA (dimetilamina), resultado del mecanismo de descomposición térmica
de la DMF en el proceso de síntesis, mientras que el N-Ox surge como resultado de la
oxidación de los grupos piridínicos y pirrólicos presentes en la muestra debido a la
presencia de oxígeno en forma de -CO durante el proceso de descomposición del DMF
(Radadiya, 2021). Sin embargo, cabe señalar que las principales especies químicas
encontradas fueron el N-pirrólico, seguido del nitrógeno amina/amida, el N-piridínico y
el N cuaternario, como se informó anteriormente para los nanotubos sintetizados con
DMF (Mombeshora et al., 2017).

Finalmente, el espectro O 1s se muestra en la Figura 3.6 (columna 3) y el
análisis de sus picos se encuentra en la Tabla S5 respectivamente. El análisis de
deconvolución mostró las señales de contribuciones relacionadas con las especies de
Fe(OH)O a ~530 eV, O=C a ~531 eV, C-O/COO- a ~532 eV, C-O-C a ~533 eV y
-COOH a ~ 534 eV. Las especies con mayor presencia fueron C-O/COO-, C-O-, así
como O=C con porcentajes alrededor del 35, 33 y 18% respectivamente. Se puede
observar un aumento en los enlaces Fe(OH)O desde MW a N-MW-4, como posible
resultado de la mayor disponibilidad de las partículas de hierro catalítico con la
disminución del rendimiento a medida que aumenta el contenido de DMF. En este
mismo sentido, también se observa un aumento de los enlaces -COOH como resultado
de la incorporación de oxígeno en la estructura grafítica, como se observó en el espectro
C 1s mencionado anteriormente. Tras esto, también podemos observar como de MW a
N-MW-4 se observa una tendencia en el cambio de composición con la reducción de los
enlaces C-O-C y el aumento de los correspondientes a C-O/COO- y O=C, esto como
resultado de la aumento de la disponibilidad de oxígeno presente como CO por la
descomposición de la DMF durante el proceso de síntesis.

En síntesis, a partir de los espectros del estudio XPS (Figura S1) podemos
observar que la concentración de nitrógeno fue del 0,0% para MW, mientras que fue de
0,6, 1,3, 1,4 y 2,5% para N-MW-1, N-MW-2, N-MW -3 y N-MW-4 respectivamente, lo
que corrobora el aumento de la incorporación de nitrógeno a la estructura de los CNT
con el aumento de DMF como precursor en el proceso de síntesis.
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Figura 3.6 Espectros XPS de alta resolución de las muestras N-MWCNT (a-c)
MWCNT, (d-f) N-MW-1, (g-i) N-MW-2, (j-l) N-MW-3, y (m-o) N- MW-4. Los
espectros C1s, N1s y O1s se muestran para cada muestra.

Figura 3.7 Análisis de grupos funcionales y concentraciones de especies químicas a
partir de caracterizaciones XPS de muestras de MWCNT. (a) Composición química para
las especies de carbono C1s, (b) composición química para las especies de nitrógeno
N1s y (c) composición química para las especies de oxígeno O1s.
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Para finalizar nuestra última aproximación a conocer la química superficial de
nuestros N-MWNCT, se llevó a cabo mediante espectroscopia de pérdida de energía de
electrones (EELS). La Figura 3.8 muestra los espectros EELS para las muestras
analizadas con un spot size menor o igual a 20 nm en la superficie interna de los
nanotubos. El análisis pudo mostrarnos los bordes C-K y N-K atribuidos al contenido de
carbono y nitrógeno de la red grafítica sp2 en nanotubos de carbono. El pico más
marcado y bien definido en 284-309 eV está directamente relacionado con el carbono
grafítico de la muestra donde podemos observar la presencia de los rasgos π* y σ*. El
rasgo π* ubicado en aproximadamente ~285 eV está asociada con las excitaciones de
los electrones del nivel central 1s a estados π* antienlazantes para átomos de carbono
con hibridación sp2, mientras que el rasgo σ* ubicada en aproximadamente ~292 eV
proviene de las transiciones en los electrones de nivel central 1s a estados σ*
antienlazantes desocupados (Feng et al., 2019).

Mientras que el pico estrecho encontrado de 399-416 eV es el resultado de
inclusiones de N en la red gráfica. Asimismo, podemos observar un pequeño hombro
cerca del borde que representa el rasgo de transición π* y el rasgo σ* bien desarrollado
con un doble pico claro. Se ha informado que esta estructura fina cerca del borde es el
resultado de la hibridación sp2 (Han et al., 2000). Por otro lado, una división en el pico
del rasgo π* del borde N-K exhibe 2 características a ~399 y ~400 eV respectivamente
(Figura 3.8(a) (recuadro)), lo que sugiere diferentes enlaces entre N y C dentro de la
estructura hexagonal como fue verificada por nuestro análisis XPS (Terrones et al.,
2002).

Finalmente, a partir de los espectros EELS, se estimó el contenido de N dentro
de los N-MWCNT donde encontramos que el contenido de nitrógeno fue 3.02, 6.52,
8.13 y 12.30% para N-MW-1 a N-MW-4 respectivamente, conforme el contenido de
DMF aumentó (Tabla S4). Mientras que para MW no fue posible encontrar ningún
rastro de nitrógeno.
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Figura 3.8. (a) Espectros EELS adquiridos en la región de 270-440 eV de N-MWCNT
sintetizados utilizando mezclas de tolueno/DMF-ferroceno. El recuadro muestra una
ampliación del borde N-K donde una división para la característica π* del borde cercano
fue causada por diferentes tipos de enlaces deN. (b) Muestras de N-MWCNT contra
contenido de N calculado por EELS (en%) y por XPS (en%).

Aunque las concentraciones de nitrógeno obtenidas por XPS no fueron
comparables a las obtenidas por EELS, podemos observar que el aumento de las
concentraciones sigue un patrón similar para ambos casos al compararlos (Figura 3.8
(b)), sin embargo, debe quedar claro que las mediciones de los espectros EELS son
mediciones individuales y es posible que no representen las muestras completas con
tanta precisión como lo hacen los análisis XPS. En este mismo sentido, cabe señalar que
todos los espectros EELS se obtuvieron para los nanotubos predominantemente
(60-70%) presentes en cada muestra cuya morfología predominante (excepto para la
muestra MW) fuese del tipo bambú que generalmente se asocia con el dopaje con
nitrógeno.

3.4.6 Caracterización electroquímica de N-MWCNT.
El primer intento de comprender el comportamiento electroquímico de nuestros

N-MWCNT se realizó mediante voltamperometría cíclica donde el potencial de vértice
se varió de -0,5 a 0,8 V para analizar los procesos redox de los electrodos de
N-MWCNT (Figura 3.9).

Para la muestra de MW a 100 mV/s (Figura 3.9(a)), se pudieron identificar
reacciones reversibles redox relacionadas con la transferencia de carga superficial como
resultado de los grupos funcionales (OC) que contienen oxígeno (carboxílicos,
carbonilos, etc.) en la estructura de los CNT, etiquetados como la onda redox A1/C1
aproximadamente a -0,7 V, mientras que una segunda onda redox A2/C2 también fue
visible de 0,0 a 0,4 V atribuida a la presencia de oxidación-reducción de restos de
partículas catalíticas de hierro, por lo que su intensidad es limitada. Posteriormente, para
N-MW-1 (Figura 3.9(b)) solo es posible observar un único par redox A1/C1 de -1,0 a
0,2 V que se asocia con la presencia de protonación/desprotonación reversible del
nitrógeno pirrólico y del nitrógeno piridínico (Korusenko et al., 2021). El par redox
relacionado con la presencia del catalizador se ve eclipsado por la influencia del dopaje
con nitrógeno. Posteriormente, para N-MW-2 (Figura 3.9(c)) observamos que la onda
redox asociada con el dopaje con nitrógeno observada anteriormente aumenta su
intensidad, posiblemente como resultado del aumento del dopaje con nitrógeno. Por otro
lado, también se muestran algunos vestigios del par redox asociado a grupos OC.
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Para la muestra N-MW-3 (Figura 3.9(d)), se observa una disminución en la
resistencia eléctrica junto con la disminución del par redox A1/C1 asociado a la
presencia de dopaje, esto como resultado del cambio en la estructura electrónica
estructural debido a la alta presencia de electrones provenientes del dopaje con
nitrógeno, lo que le permite actuar como un semiconductor tipo n. Finalmente, para la
muestra N-MW-4 (Figura 3.9(e)) podemos observar una reducción general en la
resistencia a la corriente eléctrica como resultado del aumento en la conductividad del
material, donde no se observan pares redox claramente visibles. En general, podemos
observar que después de MW, las muestras N-MW-1 a N-MW-4 comienzan a disminuir
su resistencia eléctrica con el aumento del dopaje, lo que se traduce en la pérdida de
pares redox, similar al comportamiento de una estructura tipo metálicas de nanotubos de
carbono (Wang et al., 2021), donde el dopaje con nitrógeno facilita la transferencia de
electrones en la superficie del material como un semiconductor tipo n.

Figura 3.9 Análisis de voltametría cíclica de electrodos de MWCNT en solución acuosa
de H2SO4 0,7 M a 100 mVs-1 variando el potencial de vértice anódico (a) MWCNT; El
recuadro muestra los detalles del VC en la región de la segunda onda redox A2/C2; (b)
N-MW-1. El recuadro presenta un VC de tres ciclos a 100 mVs-1 donde un pico de
adsorción en el primer barrido potencial se indica como Aads, (c) N-MW-2. El recuadro
muestra la onda anódica A1 que aparece cuando se barre desde OCP hacía corriente
anódica a 100 mVs-1, (d) N-MW-3. El recuadro presenta una VC de tres ciclos a 100
mVs-1 donde un pico de adsorción en el primer barrido potencial se indica como Aads. e)
N-MW-4.

Posteriormente, para los gráficos de Mott-Schottky (Figura 3.10), se determinó
el tipo de semiconductor, es decir, tipo n para pendiente positiva y tipo p para pendiente
negativa. Las gráficas de los nanotubos sintetizados mostraron estar muy escalonadas
producto de haber sido realizadas a la frecuencia del máximo cambio de fase observado
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en los diagramas de Bode para dilucidar el comportamiento capacitivo de la muestra,
exhibiendo la presencia de los portadores de mayor tamaño (huecos o electrones). Los
nanotubos de la muestra MW mostraron una pendiente negativa característica de un
material tipo p, mientras que los nanotubos de las muestras N-MW-1 a N-MW-4 donde
se usó DMF como precursor de nitrógeno para el dopaje de las muestras mostraron una
pendiente diferente y positiva que indica el comportamiento de conducción de un
portador de tipo n. Por otro lado, las muestras N-MW-3 y N-MW-4 mostraron las
pendientes más pequeñas y por tanto la mayor densidad de portadores. Este
comportamiento puede estar asociado al aumento de la concentración de dopaje con
nitrógeno en la estructura. La presencia de los cinco electrones de valencia en el
nitrógeno junto con la sustitución de átomos de nitrógeno ricos en electrones en la red
grafítica puede contribuir a un comportamiento donador de electrones para la banda de
conducción de los materiales, lo que resulta en un aumento de la densidad de portadores
con el aumento de DMF como precursor (Kunadian et al., 2009).

Figura 3.10 Gráficos de Mott-Schottky de muestras de N-MWCNT. (a) MW a 18 Hz.
El recuadro presenta el VC correspondiente y el valor EFB calculado a partir del
gráfico, como una línea vertical. (b) N-MW-1 a 0,03 Hz. El recuadro presenta el VC
correspondiente y el valor EFB calculado a partir del gráfico, como una línea vertical.
(c) N-MW-2 a 500 Hz. Los recuadros presentan los CV de S4 y los valores de EFB
determinados a partir de las intersecciones 1/C2 =0 como líneas verticales. (d) N-MW-3
a 0,2 Hz. El recuadro presenta el VC correspondiente y el valor EFB calculado a partir
del gráfico, como una línea vertical. (e) N-MW-3 a 150 Hz. El recuadro presenta el VC
correspondiente y el valor EFB calculado a partir del gráfico, como una línea vertical.

Finalmente, también se midió la resistencia eléctrica para las muestras donde se
obtuvieron 5,708, 2,581, 1,921, 1,800 y 1,800 ohmios para las muestras MW, N-MW-1,
N-MW-2, N-MW-3 y N-MW. -4 respectivamente, lo que indica una reducción
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significativa en la resistencia eléctrica cuando se utilizó DMF como agente precursor
del dopaje con nitrógeno, permitiendo un flujo de electrones en la estructura de los
N-MWCNT, lo que le confiere un comportamiento conductor con el aumento del
dopaje.

3.4.7 Análisis de la actividad antimicrobiana de MWCNT
sobre hongos oportunistas

En investigaciones previas se observó que los compositos de agar con café
promovieron el crecimiento de hongos oportunidad, por lo cual empleamos este medio
como base de nutrientes para nuestros ensayos antimicrobianos en función de la muestra
de MWCNT utilizada. Se evaluaron cinco tratamientos diferentes y un grupo control
para verificar el proceso de esterilidad del agar. Los tratamientos (a excepción del grupo
control) fueron expuestos al ambiente durante 1 hora y se evaluó su crecimiento
posterior a lo largo de 1 semana . Tras esto las muestras fueron etiquetadas como:
Agar-Café, Agar-MW, Agar-MW-CS, Agar-N-MW y Agar-MW-BIF para cada uno de
los tratamientos realizados.

En el caso del grupo control se observó que la esterilidad de los compositos se
mantuvo a lo largo del todo experimento, descartando así la posible contaminación de
las muestras (Figura 3.11).

En cuanto a los diferentes tratamientos expuestos se observó que el crecimiento
de microorganismos fue similar entre el Agar-café y el agar con las muestras MW-BIF y
MW-CS. Este comportamiento se asocia a la naturaleza de MWCNT usados, cuyas
características morfológicas en particular diámetros más grandes así como una poca
homogeneidad/pureza limitan las interacciones con los microorganismos (Tabla 3.4).
Los datos de inactivación microbiana dependientes de cada tipo de tratamiento se
observan en la Tabla 3.4 y Figura 3.13.

Con respecto a las muestras Agar-MW y Agar-N-MW, la reducción del
crecimiento de microorganismos fue de hasta un 69%, siendo esta mayor para la
muestra Agar-N-MW. Este comportamiento se asocia a que las muestras Agar-MW y
Agar-N-MW utilizaron nanotubos cuyos diámetros son menores comparados con las de
las demás muestras, así como una pureza y homogeneidad mayor. Además, en el caso
de Agar-N-MW la presencia de nitrógeno en la estructura es una característica adicional
que modifica su actividad antimicrobiana mediante la incorporación de especies
químicas derivadas que modifican el entorno químico limitando el crecimiento de
microorganismos (Lopez-Diaz et al., 2023). Los organismos presentes en los diferentes
tratamientos se pueden observar en la Figura 3.12.
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Figura 3.11 Placas de Petri correspondientes al Grupo Control al inicio y final de las
condiciones experimentales. La esterilidad de las cajas se mantuvo durante el
experimento.

Tabla 3.4 Datos de inactivación microbiana dependiendo del tipo de MWCNT.

Tratamiento
Población

celular
%

inactivación DSTMuestra Diametro
MWCNTs

Pureza de la
muestra

MW ±78.33 nm ≥95% 1.667E+04 61.538 16.49572

N-MW ±65.8 nm ≥95% 1.333E+04 69.230 21.82179

MW-CS ±200-300
nm

≥95% 3.333E+04 23.076 16.49572

MW-BIF ±80 nm ≥65% 4.333E+04 0 8.24786
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Figura 3.12 Imágenes representativas de la caja de Petri que muestran los diferentes
organismos cultivados en los 5 tratamientos con y sin MWCNTs. Es posible observar
una notable inhibición del crecimiento en los tratamientos Agar-MW y Agar-N-MW..

Figura 3.13 Efecto del tipo de MWCNT sobre la inactivación microbiana de hongos
oportunistas.

En general las eficiencias de inhibición de microorganismos fueron mayor para
las muestras Agar-N-MW, Agar-MW, Agar-MW-CS y Agar-MW-BIF con 69.23, 61.53,
23.07 y 0% respectivamente.

Por otro lado, los organismos cultivados a partir de los diferentes tratamientos se
aislaron en cajas de Petri individuales en medio PDA. Las morfologías encontradas
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están asociadas con hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium, Rhizopus y Candida,
así como del filo Actinobacteria (véase Figura 3.14). El número total de
microorganismos diferentes encontrados fue 21, de un total de 43 organismos aislados
originalmente. Sin embargo, aún es necesario clasificar molecularmente los organismos
encontrados, así como indagar sobre los mecanismos de actividad antimicrobiana de
estos compuestos a través de las pruebas correspondientes.

Figura 3.14 Cepas aisladas resultado del análisis de actividad antimicrobiana.

Los resultados de este pequeño estudio muestran cómo se mencionó a lo largo
del capítulo, la importancia de la morfología, así como la incorporación de grupos
funcionales, es capaz de ejercer un efecto antimicrobiano al inhibir el crecimiento de
microorganismos oportunistas. Esto como resultado de características como la
morfología, el diámetro y la disposición de los nanotubos, así como de la presencia de
grupos -NH presentes en las muestras de N-MWCNTs.

3.4 Conclusiones
Se presentó un estudio sobre el efecto de la incorporación de nitrógeno en la

síntesis de N-MWCNT y su efecto sobre las características fisicoquímicas de este
material mediante un método simple de deposición química de vapor utilizando mezclas
de DMF-Tolueno/Ferroceno. La morfología, el diámetro, así como las propiedades
fisico químicas y electroquímicas de nuestros materiales variaron con el aumento del
DMF como precursor en la síntesis de nuestros materiales. El rendimiento del % de C
varió del 271,3 % para la muestra sintetizada a partir de tolueno/ferroceno puro,
mientras que cayó al -32,6 % cuando el contenido de DMF aumentó al 50 %. En cuanto
a las morfologías, se observa que el aumento de DMF provocó la presencia y
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abundancia de estructuras tipo bambú con diámetros más cortos, disminuyendo de 78 a
55 nm en promedio. Las caracterizaciones FTIR, XPS y EELS mostraron varios modos
vibratorios para el dopaje con nitrógeno en nanotubos de carbono, con presencia de
N-pirrólico, N-piridínico, N-cuaternario y N-Ox, con predominio de especies de
N-pirrólico. Para la caracterización electroquímica, los resultados mostraron la
presencia de corrientes anódicas y catódicas resultantes de la presencia de
funcionalización de oxígeno con actividad electroquímica en la superficie de los
N-MWCNT. El comportamiento redox se atribuyó principalmente a los grupos
carboxilo, así como a los grupos piridínicos y pirrólicos, sin embargo también se pudo
observar que la resistencia disminuyó con el aumento del dopaje, provocando una
mayor conductividad similar al comportamiento de los nanotubos de carbono metálicos.
El análisis de espectroscopía de impedancia electroquímica también mostró el cambio
de semiconductor tipo p para la muestra sin DMF, a tipo n, para las muestras dopadas
con nitrógeno como resultado de los electrones libres presentes en la estructura de
carbono. Se puede concluir que los nanotubos obtenidos en este estudio pueden ser
utilizados para aplicaciones electroquímicas relacionadas con semiconductores y
transistores debido a la disminución de la resistencia eléctrica y por tanto a la mayor
conductividad presente.

En cuanto al efecto antimicrobiano de los MWCNT, se observó estar relacionado
a la estructura de las muestras que interaccionan y se hipotetiza el efecto como resultado
de la presencia de nitrógeno en la estructura de los MWCNT cambiando las condiciones
ambientales limitando el crecimiento de microorganismos por la presencia de diferentes
especies químicas de nitrógeno reactivas como los grupos pirrólicos, piridínicos ,
cuaternarios y NOx principalmente. No obstante, existe la necesidad de realizar más
estudios que evalúen la eficacia de los tratamientos antimicrobianos a partir de CNT, así
como evaluar la toxicología de estos materiales con células animales para sopesar el
riesgo-beneficio del uso de estos materiales.
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Capítulo 4: Actividad antimicrobiana de
nanoestructuras de agua diseñadas

4.1 Resumen
Estudios recientes muestran que los nanomateriales poseen una potente actividad

antimicrobiana contra diversos patógenos, desde bacterias hasta hongos e incluso
protozoos. El aumento actual de patógenos resistentes a los medicamentos, causantes de
muchas infecciones, motiva la investigación en la ruta de los nanomateriales para atacar
los microorganismos resistentes a los medicamentos. La interacción molecular entre
estos nanomateriales y los microbios podría proporcionar respuestas para dilucidar los
mecanismos de acción implicados como agentes antimicrobianos. Así pues en este
capítulo se analizan los avances en el estado del arte de la actividad antimicrobiana de
Nanoestructuras de agua diseñadas en función de sus características fisicoquímicas.

4.2 Introducción
Gracias a la tecnología de electro-nanospray tenemos las llamadas

nanoestructuras de agua diseñadas (EWNS). En general, varios estudios han demostrado
la actividad antimicrobiana de EWNS contra una gran diversidad de bacterias
(Pyrgiotakis et al., 2014a; Vaze and Demokritou, 2022) y virus (Vaze et al., 2022).
Sin embargo, también se ha informado que el uso de EWNS ha demostrado otras
aplicaciones diversas, desde seguridad alimentaria (Huang et al., 2021), así como
diversas aplicaciones en la industria textil como método multifuncional para acabado de
materiales (Zhu et al., 2020b), para la eliminación de polvo (Unger et al., 2003), así
como olores (Zhu et al., 2019), así como para mejorar las propiedades anti-pilling de
telas de algodón (Zhu et al., 2020a).

Gran parte de los estudios realizados han demostrado que los principales
mecanismos por los que las EWNS provocan daño celular y por tanto la muerte de los
microorganismos patógenos están asociados principalmente a el tamaño nanométrico de
las EWNS, su carga, así como a la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS).
El tamaño de las EWNS generadas depende del pH, la conductividad eléctrica del
líquido, el flujo del líquido, el voltaje aplicado, la distancia entre la punta de la aguja y
el contraelectrodo y el diámetro del aguja (Almería et al., 2010; Bolo, 2023; Meng et
al., 2009; Si et al., 2021a).

Sin embargo, estos estudios también muestran que el daño producido en los
diferentes microorganismos puede estar relacionado con la química de la solución
mediante el uso de moléculas con actividad antimicrobiana como peróxido de
hidrógeno, ácido cítrico, lisozima, etc. (Vaze et al., 2022; Vaze and Demokritou,
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2022), al pH de la solución (Si et al., 2021a; Yang et al., 2022), el tiempo de
exposición (Vaze and Demokritou, 2022; Yang et al., 2022), así como las superficies
utilizadas (Bolo, 2023; Vaze et al., 2018; Vaze and Demokritou, 2022). Además, con
el aumento de las aplicaciones de las EWNS surge la necesidad de detallar y entender
cómo las características de este tipo de nanoestructuras afectan el comportamiento con
los diferentes tipos de microorganismos patógenos y superficies de interés
biotecnológico.

En este capítulo nos centraremos en las propiedades fisicoquímicas de los CNTs
y EWNS que se han reportado capaces de causar actividad antimicrobiana, los
mecanismos de la actividad antimicrobiana, así como las posibles aplicaciones y
perspectivas sobre este tipo de nanomateriales.

4.3 Nanoestructuras de agua diseñadas
Recientemente, gracias al uso de tecnologías respetuosas con el medio ambiente

como el electro-nanosprayer, se ha realizado la síntesis de Nanoestructuras de agua
diseñadas (EWNS) para mitigar el polvo e inactivar microorganismos. Esta tecnología
utiliza el proceso combinado de “electrospraying” e ionización para producir nanogotas
de agua con una alta carga eléctrica (Figura 4.1). El tamaño de las Nanoestructuras de
Agua Diseñadas (EWNS) generadas depende del pH, la conductividad eléctrica del
líquido, el caudal del líquido, el voltaje aplicado, la distancia entre la punta de la aguja y
el contraelectrodo y el diámetro de la aguja (Almería et al., 2010; Bolo, 2023; Khan et
al., 2017; Meng et al., 2009; Si et al., 2021a; Zheng et al., 2019).

Figura 4.1 Esquema sobre la síntesis de EWNS. (a) El electrospraying ocurre cuando se
aplica un alto voltaje entre un capilar que contiene el líquido y el contraelectrodo. (b) La
aplicación de alto voltaje da como resultado dos fenómenos distintos: (i) la
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electropulverización del agua y (ii) la generación de especies reactivas de oxígeno
(iones) que quedan atrapadas en el EWNS. (modificado de (Pyrgiotakis et al., 2016)).

4.3.1 Propiedades de EWNS
Las EWNS se generan aplicando un alto voltaje entre un capilar metálico y un

electrodo puesto a tierra. Durante este proceso, el fuerte campo eléctrico entre los dos
electrodos hace que se acumulen cargas negativas en la superficie del agua, formando
un cono de Taylor (proceso de electrospray) (Figura 4.1). Esto da como resultado la
generación de partículas de agua altamente cargadas que, al dividirse en partículas más
pequeñas, dan lugar a las EWNS. Al mismo tiempo, el alto campo eléctrico hace que
algunas moléculas de agua se dividan y pierdan electrones (ionización), generando una
gran cantidad de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) que
quedan encapsuladas dentro de las EWNS.

Figura 4.2 Esquema sobre la estructura de EWNS. (a) La estructura única del EWNS.
(b) Los EWNS, debido a su naturaleza a nanoescala, son muy móviles y pueden
interactuar con patógenos transmitidos por el aire. (modificado de (Pyrgiotakis et al.,
2016)).

Anteriormente se demostró que los EWNS poseen un conjunto único de
propiedades físicas y biológicas. Los EWNS tienen un promedio de 10 electrones por
estructura y un tamaño nanoescalar promedio de 25 nm (Figura 4.2 (a)). Además, la
resonancia de espín electrónico (ESR, por sus siglas en ingles) mostró que los EWNS
contienen una gran cantidad de ROS, principalmente radicales hidroxilo (OH-) y
superóxido (O2-).(Pyrgiotakis et al., 2014a, 2014b, 2012)

Las EWNS son capaces de permanecer en el aire durante mucho tiempo,
potencialmente chocando con microorganismos suspendidos en el aire y superficies,
entregando su carga útil de ROS y provocando la inactivación microbiana (Figura
4.2(b)).
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En resumen, los EWNS tienen un tamaño ajustable en el rango de nanoescala y
contienen ROS como radicales OH-, O2- y H2O2 provenientes de la ionización de
moléculas de agua (Pyrgiotakis et al., 2016). Las partículas de EWNS también están
cargadas eléctricamente. La carga eléctrica aumenta la energía superficial y minimiza su
evaporación, dejándolos en el aire durante horas en condiciones ambientales
(Pyrgiotakis et al., 2014b, 2012; Vaze et al., 2019b).

4.3.2 Aplicaciones de EWNS
Debido a las ROS encapsuladas, las EWNS pueden tener varias aplicaciones.

Por un lado las ROS, como los radicales OH-, O2- y H2O2, causan estrés oxidativo,
dañando las membranas celulares y las lipoproteínas a través de la peroxidación
lipídica, lo que resulta en una inactivación microbiana (Pyrgiotakis et al., 2014a, 2012;
Vaze et al., 2019a).

No obstante, se sabe que las EWNS no solo inactivan microrganismos
(Pyrgiotakis et al., 2012), sino también eliminan el polvo (Unger et al., 2003) y los
olores gaseosos (Zhu et al., 2019). Estas nanogotas son muy móviles y pueden
permanecer suspendidas en el aire durante horas chocando con partículas en el aire
(Pyrgiotakis et al., 2014a). El electro-nanospray elimina eficazmente el polvo del aire
mediante interacciones electrostáticas. El polvo y las gotas de agua con cargas opuestas
se atraen entre sí y se depositan en las superficies mediante la fuerza gravitacional
(Jaworek and Sobczyk, 2008; Krupa et al., 2016).

Entre los diversos estudios se ha demostrado el potencial del EWNS para
interactuar e inactivar una gran variedad de bacterias gramnegativas y grampositivas de
importancia para la salud pública, incluidas las micobacterias, en superficies y en el aire
(Pyrgiotakis et al., 2014a).

Recientemente, también se demostró el uso de EWNS para inactivar
microorganismos relacionados con los alimentos en la superficie de los productos
frescos. Las EWNS también se han destacado para inactivar eficazmente bacterias y
virus en superficies y en el aire, como Escherichia coli (E. coli), Listeria innocua (L.
innocua), influenza H1N1/PR/8 y el bacteriófago MS2 (Huang et al., 2019; Vaze et al.,
2019b, 2019a).

Más recientemente, los autores han incorporado con éxito dentro de las EWNS
ingredientes activos antimicrobianos (IA) de origen natural, como nisina, lisozima,
ácido cítrico, peróxido de hidrógeno, así como otros productos químicos que se utilizan
en los tradicionales enfoques húmedos (aplicación a granel), como amonio cuaternario,
cloruro de benzalquilo, e hipoclorito de sodio (Huang et al., 2019).
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Más importante aún, debido a la forma de administración específica del EWNS,
dichos efectos antimicrobianos se logran mediante el uso de niveles de picogramos a
nanogramos de IA de origen natural y especies reactivas de oxígeno (ROS) generadas a
partir de la ionización del agua (Pyrgiotakis et al., 2016; Vaze et al., 2019b).

Aunque estos resultados de inactivación son prometedores para aplicaciones en
biomedicina aún es evidente que hacen falta más estudios para entender las dinámicas
de integración de este tipo de nanoestructuras con los sistemas biológicos.

4.4 Actividad antimicrobiana de EWNS dependiente de
sus características fisicoquímicas

Las diferentes propiedades fisicoquímicas son cruciales para la actividad
antimicrobiana de los nanomateriales. Las Nanoestructuras de agua diseñadas se prestan
como un modelo para explicar la importancia de las propiedades fisicoquímicas en su
actividad antibacteriana. En los últimos años se han estudiado actividad antimicrobiana
de las EWNS en relación con las propiedades del sistema de EWNS tales como: voltaje,
flujo de agua, conductividad, pH, ingredientes activos, tiempo de exposición, tipo de
superficie, entre otras. A continuación se describen los efectos más importantes
relacionados con la actividad antimicrobiana para cada una de las propiedades de un
sistema de EWNS.

4.4.1 Voltaje: polaridad y magnitud
Una de las principales propiedades que afectan los mecanismos de actividad

antimicrobiana de las EWNS está relacionada con la polaridad y la magnitud del voltaje
del sistema de electro-nanospray. En particular, con respecto al voltaje, que magnitudes
mayores presentan una mayor actividad antimicrobiana, mientras que en torno a la
polaridad se ha observado que la polaridad negativa tiene una mayor actividad
antimicrobiana debido a una mayor número de electrones.

Si et al (Si et al., 2021a) analizaron el efecto de la magnitud y la polaridad del
voltaje, observando que altos voltajes llevaron a la generación de más ROS. Se ha
observado que la densidad electrónica incrementa de forma lineal con el incremento del
voltaje aplicado lo que resulta en una mayor formación de ROS como hidroxilos (Ji et
al., 2019).

- 81 -

https://www.zotero.org/google-docs/?oAABy4
https://www.zotero.org/google-docs/?BytCOE
https://www.zotero.org/google-docs/?j02zJ0
https://www.zotero.org/google-docs/?j02zJ0


En tanto a la polaridad del voltaje, Si et al (Si et al., 2021a) también observaron
que voltajes negativos tenían una mayor inactivación microbiana comparado con
voltajes de igual magnitud en polaridad positiva. Este incremento en la inactivación
bacteriana dependiente de la carga negativa puede ser atribuida a la mayor presencia de
ROS facilitada por una mayor movilidad de partículas cargadas negativamente
(electrones) (Figura 4.3(a)) (Nani et al., 2018).

4.4.2 Tasa de flujo
Se ha observado que el control de la tasa de flujo del líquido permite alterar el

tipo de cono del electro-spray, el tamaño de las EWNS y por tanto la actividad
antimicrobiana.

Por ejemplo, Si et al (Si et al., 2021a) evaluaron la tasa de flujo del líquido sobre
el efecto antimicrobiano de EWNS, ellos observaron que una tasa de 1μl/min tenía una
mayor eficiencia que tasas mayores (2 y 4 μl/min) sobre la inactivación de E. coli. Se ha
observado que en la ionización de electrospray como en espectrometría de masas, un
menor flujo de líquido es mejor debido a que generan gotas cargadas más pequeñas
durante el proceso de spraying, reduciendo así los eventos de fisión y por tanto de
evaporación (Schmidt et al., 2003).

Figura 4.3 (a) Efecto del voltaje (nivel y polaridad), y (b) Efecto del pH sobre la
inactivación microbiana de E. coli bajo las siguientes condiciones operativas: flujo de
líquido= 2µL/min, distancia del contra electrodo a la punta de la aguja= 3cm,
conductividad líquida = 0.2 mS/cm y a 25 min de tiempo de exposición. (modificado de
(Si et al., 2021a)).

4.4.3 Conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica del agua se considera una de las propiedades más
importantes que afecta la estabilidad de los electro-sprayers así como el tamaño de las
gotas. La conductividad al ser la capacidad del agua para conducir la corriente eléctrica,
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está ligada a la presencia de sales/iones (sodio, magnesio, calcio, etc) en solución y por
tanto relativo a la disponibilidad de cargas eléctricas reactivas (Sadri et al., 2012).

Si et al (Si et al., 2021a) evaluaron el efecto de la conductividad eléctrica del líquido
sobre la inactivación de E. coli, ellos observaron que altas conductividades (14.72 mS)
de la agua salina tenía un mayor efecto de reducción (2.60 log), mientras que este fue
menor para las muestras de agua RO y agua Milli-Q de menor conductividad. Se ha
encontrado que la corriente de electrospraying incrementa proporcionalmente con la
conductividad eléctrica del líquido, a mayor conductividad, mayor la cantidad de cargas
eléctricas, lo que lleva a una mejor actividad antimicrobiana (Sadri et al., 2012).

4.4.4 pH de la solución
El pH es otra de las características de la solución que afecta la actividad

antimicrobiana de las EWNS. Se ha observado en términos generales que pH altos tiene
un ligero efecto sobre el aumento de la actividad antimicrobiana. Por Ejemplo, Si et al
(Si et al., 2021a) evaluaron el efecto del pH con soluciones de ph 7,10 y 12
respectivamente. Encontraron que a mayor pH el efecto antimicrobiano es mayor como
resultado de una mayor producción de ROS (Figura 4.4(b))(W. Liu et al., 2007). Esto a
razón de la conversión de iones (OH-) a radicales hidroxilo (OH•) a través de reacciones
de oxidación de acuerdo a la siguiente ecuación:

OH- → OH• +e-

Es decir , a mayor pH, mayor presencia de iones OH-, que a su vez producen
más ROS.

4.4.5 Ingredientes activos
Recientemente, se han incorporado con éxito dentro de las EWNS ingredientes

activos antimicrobianos (IA) de origen natural, como nisina, lisozima, ácido cítrico,
peróxido de hidrógeno, así como otros productos químicos que se utilizan en los
tradicionales enfoques húmedos (aplicación a granel), como amonio cuaternario, cloruro
de benzalquilo, e hipoclorito de sodio (Huang et al., 2019).

Huang y col. (Huang et al., 2019) utilizaron variedades de IA de uso común
para la desinfección alimentaria. Sus resultados mostraron que una exposición de tan
solo 0.5 minutos fue suficiente para inactivar E. coli, Staphylococcus aureus y el
bacteriofago MS2 en una razón de 3, 2 y 1 log respectivamente. Además gracias a el
tipo de administración específica de las EWNS, el efecto antimicrobiano se logró con
niveles tan bajo como nanogramos de los IA de origen natural (Figura 4.4)
(Pyrgiotakis et al., 2016; Vaze et al., 2019b).
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Figura 4.4 Inactivación de E. coli a partir de nanodesinfectantes basados en EWNS
sintetizados con IA única (A) y IA combinadas (B). El cupón inoculado con E. coli
(∼106 UFC/cupón) se expuso a diferentes nanodesinfectantes basados en EWNS
durante 0,5 minutos en una cámara de exposición a nanodesinfectantes basada en
EWNS. Los EWNS de referencia fue el nanodesinfectante basado en EWNS sintetizado
con agua desionizada sin IA(tomado de (Huang et al., 2019)).

4.4.6 Tiempo de exposición
Se ha observado que el tiempo de exposición es una de las variables más

significativas sobre el efecto antimicrobiano de las EWNS donde a mayor tiempo de
exposición mayor inactivación microbiana. Si et al (Si et al., 2021a) evaluaron el efecto
del tiempo de exposición por 15, 25 y 45 minutos obteniendo reducciones logarítmicas
de 3.0, 3.9 y 4.7 respectivamente. No obstante cabe resaltar que tras 15 minutos de
exposición la reducción fue equivalente al 99.9%, sin embargo se mejoraron
deficiencias previas de 85% en la misma medida de tiempo (Hao et al., 2013).

4.4.7 Distancia aguja / contraelectrodo
Aunque los sistemas para la síntesis de EWNS pueden variar dependiendo de la

configuración, por lo general la distancia entre la punta de la aguja y el contra electrodo
son cruciales para la formación del cono de Taylor y la óptima producción de EWNS.
En este sentido se ha observado que distancias medianamente cortas promueven la
eficiencia de EWNS sobre la inactivación microbiana. Si et al (Si et al., 2021a)
analizaron la distancia entre la punta de la aguja y la posición del contraelectrodo. Ellos
obtuvieron una reducción logarítmica de 4.0 a 2 cm de distancia, mientras que
incrementando a 3 y 4 cm la reducción disminuyó a 2.43 y 1.23 log respectivamente. La
distancia corta entre la punta y el contraelectrodo resulta en una mayor corriente y más
cargas eléctricas debido a un mayor campo eléctrico produciendo así más ROS (Si et
al., 2021b).

4.4.8 Tipo de superficie
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Otra de las variables más importantes y por otro lado menos estudiadas es el
efecto de las superficies tratadas sobre los mecanismo de inactivación microbiana
mediante EWNS. Estudios previos han utilizado hasta la fecha superficies como
vegetales (espinacas),frutas (blackberries), piel (cerdo) y superficies metálicas de
instrumentos (acero inoxidable).(Huang et al., 2021; Si et al., 2021a; Vaze et al.,
2019b, 2018)

Huang y col (Huang et al., 2021) analizaron el efecto de EWNS sobre las
superficies de hojas de espinacas antes y después de su exposición a EWNS. No se
observaron cambios visuales de color o textura despues de 15 minutos de exposicion. Se
observó que en general no hubieron cambios organolépticos (color, y pH) significativos
debido a la cantidad poco significativa de EWNS interactuando con la superficie
(Figura 4.5).

Figura 4.5 Efecto de los nanodesinfectantes basados en EWNS sobre las propiedades
organolépticas de las espinacas: fotografías de espinacas antes y después de la
exposición a nanodesinfectantes basados en EWNS; Las espinacas se expusieron a
nanodesinfectantes basados en EWNS sintetizados con un cóctel de IA (peróxido de
hidrógeno al 10% (p/v), ácido cítrico al 1% (p/v), lisozima al 0,1% (p/v) y 0,0025%
(p/v). /v) nisina) durante 5 minutos (modificado de (Huang et al., 2021)).

No obstante, pese a que no se han observado efectos negativos en las superficies
analizadas hasta el momento aún es necesaria más investigación para entender las
dinámicas de interacción entre EWNS-Superficies-Bacteria.

4.5 Mecanismos de actividad antimicrobiana de EWNS
A día de hoy el mecanismo principal por el cual se conoce que actúan las EWNS

es a través de especies reactivas de oxígeno debido a las ROS encapsuladas, como los

radicales hidroxilo (OH.), el superóxido (O2-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2), causan
estrés oxidativo, dañando las membranas celulares y las lipoproteínas a través de la
peroxidación lipídica, lo que resulta en una inactivación microbiana (Pyrgiotakis et al.,
2014a, 2012; Vaze et al., 2019a).
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Anteriormente se demostró que los EWNS poseen un conjunto único de
propiedades físicas y biológicas. Los EWNS tienen un promedio de 10 electrones por
estructura y un tamaño nanoescalar promedio de 25 nm (Figura 4.2 (a)). Además, la
resonancia de espín electrónico (ESR) mostró que los EWNS contienen una gran
cantidad de especies reactivas de oxígeno (ROS), principalmente radicales hidroxilo
(OH-) y superóxido (O2-) (Pyrgiotakis et al., 2014a, 2014b, 2012).

Las EWNS son capaces de permanecer en el aire durante mucho tiempo,
potencialmente chocando con microorganismos suspendidos en el aire y superficies,
entregando su carga útil de ROS y provocando la inactivación microbiana (Figura
4.2(b)).

Mediante el estudio por microscopía electrónica de transmisión se ha observado
que la inactivación se debe a la destrucción de la membrana celular (Figura 4.6).
Además, los estudios de inhalación aguda mostraron que EWNS en dosis altas no
mostró lesión ni inflamación pulmonar (Pyrgiotakis et al., 2014a).

Figura 4.6 Análisis mecánico de la interacción EWNS-Bacteria. Imágenes TEM de (a)
bacterias de control (no expuestas) y (b) imagen TEM de bacterias expuestas a EWNS
durante 90 minutos. (modificado de (Pyrgiotakis et al., 2014a)).

Zhu y col (Zhu et al., 2019) observaron mediante caracterizaciones de espectros
ESR la presencia de especies reactivas de OH- y O2- estimando el contenido de estas en
4.58±0.41x1012 spins por segundo para OH- , mientras que de 6.92±0.78x1012 spins por
segundo para O2-.

No obstante, a pesar de los avances y esfuerzos invertidos en los EWNS como
agentes antimicrobianos, los mecanismos de acción no se conocen bien, por lo que
nuevos y más detalladas investigaciones son necesarias para dilucidar otro tipo de
interacciones entre EWNS y bacterias.
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4.6 Conclusiones
En esta revisión se hizo énfasis en la importancia de las propiedades de las

EWNS sobre el efecto antimicrobiano para el control de organismos patógenos. Se ha
demostrado que la actividad antimicrobiana de las EWNS depende de sus características
fisicoquímicas, como su diámetro, voltaje y química de solución. Sin embargo,
características como los factores externos del medio ambiente y las superficies tratadas
también son importantes en las interacciones entre las EWNS y los microorganismos.
Los mecanismos de la actividad antimicrobiana aún son un tema en desarrollo, pero en
general pueden ser a través de interacciones mecánicas de la superficie de las células, y
estrés oxidativo dependiente de ROS.

Aunque aún falta más investigación sobre el uso de EWNS en organismos
mayores, cuyos efectos secundarios podrían tener un efecto en la salud de los
individuos. Las EWNS se posicionan como nuevas alternativas ambientalmente
sustentables, así como libres de residuos para aplicaciones industriales y biomédicas.
Gracias a propiedades como su tamaño, alto contenido de ROS, e inercia química, estas
han demostrado ser potencialmente eficaces en sistemas de descontaminación de
superficies mediante la inactivación de microorganismos. En este sentido, el futuro de
este tipo de tecnologías puede convertirse en una de las tendencias en los sistemas de
descontaminación de aire y superficies en el futuro cercano.
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Capítulo 5: Síntesis y actividad antimicrobiana
de EWNS.

5.1 Resumen
Las enfermedades infecciosas son una gran amenaza para la salud y el bienestar

de animales, los trabajadores así como comunidades circundantes y su falta de control
produce un impacto devastador en la industria. Las técnicas actuales de inactivación
microbiana empleadas en diversas instalaciones ganaderas utilizan agentes oxidantes
y/o radiación UV; sin embargo, estos métodos son costosos, utilizan productos químicos
tóxicos y producen contaminación residual tras su uso. La tecnología de EWNS produce
gotas de agua a nanoescala altamente cargadas con especies reactivas de oxígeno (ROS)
encapsuladas para la inactivación bacteriana mediante el electrospraying y la ionización
de agua de ósmosis inversa (RO).

En el presente capítulo, se desarrolló un sistema de electro-nanospray para la
descontaminación de superficies comunes que se encuentran en las granjas de cerdos,
incluidas el metal, el plástico, la madera y el concreto. La desactivación microbiana del
dispositivo de electro-nanospray se probó en diferentes condiciones a escala de
laboratorio para la desactivación de Escherichia coli (E. coli) en concentraciones
similares a los niveles encontrados en las superficies de las granjas de cerdos. Los
experimentos se realizaron utilizando una cámara acrílica en la que se instaló el sistema
de electro-nanospray. La eficacia del sistema EWNS para inactivar E. coli evaluó
diferentes condiciones operativas, como voltaje aplicado, tiempo de exposición y la
distancia entre el contraelectrodo y la superficie tratada. Se caracterizaron diferentes
superficies de granjas de cerdos mediante microscopía electrónica de barrido, y ángulo
de contacto para comprender los diferentes comportamientos entre las muestras.

Entre los parámetros operativos probados, el tiempo de exposición fue el
parámetro operativo más influyente, lo que llevó a una reducción logarítmica de E. coli
de 2,66 log después de 40 minutos de exposición. Por otro lado, para las eficiencias de
desactivación de las superficies analizadas, la eficiencia de descontaminación fue mayor
para la madera, seguido del concreto, el metal y el plástico con una reducción
logarítmica de 2,96, 2,80, 2,20 y 1,63 log respectivamente. Estos resultados muestran el
potencial de la tecnología EWNS como método de descontaminación microbiana para el
tratamiento de superficies en instalaciones de confinamiento de animales. Sin embargo,
se necesitan pruebas en el establo para la implementación de estos sistemas.

Palabras clave: Nanoestructuras de agua diseñadas, superficies, inactivación
microbiana
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5.2 Introducción
Se han relacionado varios riesgos para la salud asociados con las instalaciones de

producción ganadera de alta densidad. En estas instalaciones se generan polvo, gases
nocivos y microorganismos a través de residuos animales y alimentarios altamente
concentrados (Donham et al., 1989). Como resultado, se ha informado que las
enfermedades respiratorias e infecciosas afectan la salud y el bienestar de los animales,
así como de los trabajadores agrícolas y las comunidades circundantes (Donham et al.,
1989). La aparición de brotes de enfermedades en la producción animal ha tenido
efectos devastadores en la industria a través de la pérdida de productividad animal,
costos adicionales para el tratamiento y erradicación, así como la pérdida de acceso al
mercado para los animales infectados. Por lo tanto, se deben desarrollar estrategias
efectivas y eficientes para abordar con éxito los problemas que afectan a las industrias
ganaderas, la economía, la salud y el bienestar de los animales y los humanos.

En las instalaciones ganaderas se han estudiado y desarrollado diferentes
técnicas y tecnologías de tratamiento del aire; estos incluyen estrategias de ventilación y
control de fuentes, y técnicas de limpieza del aire, como depuradores húmedos, filtros
de aire y precipitadores electrostáticos (ESPs). También hay innovaciones recientes en
el tratamiento del aire, como la radiación ultravioleta C (UV-C), el ozono y las
nanopartículas fotocatalíticas. Sin embargo, estas tecnologías tienen limitaciones para
responder a los desafíos de las instalaciones ganaderas.

Recientemente, se ha empleado una tecnología más respetuosa con el medio
ambiente llamada electro-nanospray para mitigar el polvo y desactivar
microorganismos. Esta tecnología utiliza el proceso combinado de electrospray e
ionización para producir nanogotas de agua con una alta carga eléctrica. El tamaño de
las nanoestructuras de agua diseñadas (EWNS) generadas depende del pH, la
conductividad eléctrica del líquido, el caudal del líquido, el voltaje aplicado, la distancia
entre la punta de la aguja y el contraelectrodo y el diámetro del aguja (Almería et al.,
2010; Bolo, 2023; Khan et al., 2017; Meng et al., 2009; Si et al., 2021a; Zheng et al.,
2019).

Se sabe que las EWNS no solo inactivan microrganismos (Pyrgiotakis et al.,
2012), sino también eliminan el polvo (Unger et al., 2003) y los olores gaseosos (Zhu
et al., 2019). Estas nanogotas son muy móviles y pueden permanecer suspendidas en el
aire durante horas chocando con partículas en el aire (Pyrgiotakis et al., 2014a). El
electro-nanospray elimina eficazmente el polvo del aire mediante interacciones
electrostáticas. El polvo y las gotas de agua con cargas opuestas se atraen entre sí y se
depositan en las superficies mediante la fuerza gravitacional (Jaworek and Sobczyk,
2008; Krupa et al., 2016).
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Las EWNS se generan simultáneamente mediante procesos de electrospray y
ionización del agua. Se aplica un alto voltaje entre un capilar metálico y un electrodo
puesto a tierra. Durante este proceso, el fuerte campo eléctrico entre los dos electrodos
hace que se acumulen cargas negativas en la superficie del agua, formando un cono de
Taylor (proceso de electrospray). Esto da como resultado la generación de partículas de
agua altamente cargadas que, al dividirse en partículas más pequeñas, dan lugar a las
llamadas EWNS. Al mismo tiempo, el alto campo eléctrico hace que algunas moléculas
de agua se dividan y pierdan electrones (ionización), generando una gran cantidad de
especies reactivas de oxígeno (ROS) que quedan encapsuladas dentro de las EWNS.

Debido a las ROS encapsuladas, las EWNS pueden desodorizar compuestos
mediante diversas reacciones químicas. Mientras que ROS, como los radicales
hidroxilo, el superóxido y el peróxido de hidrógeno, causan estrés oxidativo, dañando
las membranas celulares y las lipoproteínas a través de la peroxidación lipídica, lo que
resulta en una inactivación microbiana (Pyrgiotakis et al., 2014a, 2012; Vaze et al.,
2019a).

Además de las ventajas mencionadas anteriormente, se ha descubierto que el
sistema de electro-nanospray es ambientalmente benigno y seguro debido a la ausencia
de rastros químicos. Sin embargo, los estudios sobre la aplicación de
electro-nanosprayers en la descontaminación de instalaciones para animales son
limitados y no están completamente establecidos. Recientemente, Si et al. (Si et al.,
2021a) y Yang et al. (Yang et al., 2021) realizaron un estudio a escala de laboratorio
para optimizar los parámetros operativos del sistema EWNS para la inactivación de
contaminantes en el aire y en superficies relevantes para las operaciones ganaderas. El
trabajo experimental de Si et al.(Si et al., 2021a) demostraron la importancia de los
parámetros de diseño, de modo que modificando parámetros como la distancia desde el
capilar, el caudal del líquido, el pH y la conductividad podrían aumentar el área efectiva
del proceso de electro-nanospray. Mientras que Yang et al. (Yang et al., 2021)
demostraron el rendimiento de dicho sistema EWNS utilizando E. coli como
microorganismo modelo. Como resultado, la inactivación de E. coli alcanzó hasta el
69% y la reducción total del polvo de las granjas de cerdos resultó en un 73%.

Sin embargo, parámetros como la diversidad de superficies presentes en estas
instalaciones es un problema y aún no se ha estudiado su papel en el mecanismo de
inactivación microbiana. Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo evaluar la
cantidad de inóculo, el voltaje aplicado, el tiempo de exposición así como el desempeño
de un sistema de electro-nanospray para descontaminar diferentes superficies de
graneros a escala de laboratorio.
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5.3 Materiales y métodos

5.3.1 Sistema de Electro-nanospray
El sistema de electro-nanospray consta de 16 inyectores (agujas metálicas de

acero inoxidable de calibre 30; Hamilton, NV, EE. UU.) colocados en una disposición
de 4 x 4 sobre una placa de metal pulido con dimensiones de 8,5 x 8,5 cm. Como
muestra la Figura 5.1, el sistema se montó en una cámara acrílica (30 cm x 30 cm x 30
cm), donde un orificio hecho en la parte superior permite que los tubos de plástico de
las bombas de jeringa ingresen a la cámara y se conecten con la placa metálica de la
aguja. La placa de metal se conectó a una fuente de alimentación de alto voltaje
(APM-30KIPNX, Kasuga Denki, Tokio, Japón). Directamente debajo de la placa
metálica de la aguja (a 10 mm de las puntas de las agujas) había un contraelectrodo (8,5
cm de diámetro y 0,3 cm de espesor, hecho de aluminio pulido) con 16 orificios (13 mm
de diámetro) para permitir que pasaran las gotas de EWNS a través de él. El
contraelectrodo se conectó al puerto de tierra de la fuente de alimentación. Los
parámetros de diseño y funcionamiento del sistema de electro-nanospray empleado en
este estudio (es decir, la distancia entre las puntas de las agujas y los contraelectrodos y
el caudal de líquido a través de las agujas) se optimizaron en estudios previos (Si et al.,
2021a; Yang et al., 2021). El caudal de líquido se mantuvo a 1 μl/min utilizando 2
bombas de jeringas múltiples de ocho canales (NE-1800, New Era Pump Systems Inc.,
NY, EE. UU.) para proporcionar un suministro de líquido estable al sistema.

Figura 5.1 Diagrama esquemático del sistema de electro-nanospray: a) bombas de
jeringa con jeringas instaladas, b) mangueras de plástico, c) placa de metal con agujas
adjuntas, d) contraelectrodo, e) fuente de alimentación de alto voltaje, f) plataforma de
soporte, g) cupón.

5.3.2 Inactivación microbiana
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Preparación de inóculo de E. coli

Este estudio utilizó la bacteria E. coli como organismo modelo para
microorganismos comunes que se encuentran en granjas de animales (de Rooij et al.,
2019). La cepa W3110 de E. coli (Castellani and Chalmers, 1919) de la Colección
Americana de Cultivos Tipo (ATCC) se adquirió en Cedarlane, Burlington, Ontario,
Canadá, para investigar la eficacia de las EWNS en la inactivación de microorganismo
en una concentración bacteriana que normalmente se encuentra en las superficies de las
granjas de cerdos. La muestra de E. coli congelada se reconstituyó y se colocó en 5 ml
de caldo de lisogenia (LB) (DF0446-17-3, Fisher Scientific, Ottawa, Canadá) y se
cultivó a 37 °C en una incubadora (IMH60, Heratherm, EE. UU.). durante 24 h (ATCC,
2023). La E. coli cultivada se sembró en una placa de agar LB, se cultivó durante la
noche a 37 °C y se almacenó a 4 °C. Antes de cada experimento, se recogió una colonia
de E. coli de la placa y se añadió a 5 ml de medio LB. El cultivo se incubó durante la
noche (~12h) a 37°C, lo que dio como resultado una solución bacteriana (inóculo) con
una concentración de aproximadamente 1x108 CFU/mL que estaba dentro del rango de
las poblaciones bacterianas encontradas en las superficies de las granjas de cerdos (Hao
et al., 2013). Las concentraciones bacterianas se estimaron utilizando una curva de
calibración preparada entre la concentración bacteriana (UFC/ml) y la densidad óptica
(OD), que se midió utilizando un espectrofotómetro UV (UNICO S-1100, Nueva Jersey,
EE. UU.) a una longitud de onda de 600 nm. Una descripción más detallada de la
preparación del inóculo puede ser encontrada en Si et al (Si et al., 2021a).

Inoculación de cupones

La eficacia de las EWNS para inactivar E. coli en superficies se evaluó
inoculando cupones (5 cm de diámetro) con el inóculo preparado. Los cupones se
fabricaron con los materiales de superficie más comunes en graneros e instalaciones
agrícolas: plástico, madera, hormigón y metal (De Belie et al., 2000b, 2000a, 2000c).
Antes de cada experimento, los cupones se lavaron con solución jabonosa y luego se
enjuagaron con etanol (70%). Luego se colocaron y se esterilizaron en autoclave a
121°C durante 15 min. Después de permitir que los cupones se enfriaran en una cabina
de bioseguridad, se agregaron 100 µl del inóculo preparado al cupón en 10 gotas (10
µl/gota) en un arreglo circular cerca del centro del cupón. Cada cupón inoculado se dejó
secar durante 15 min en la cabina de bioseguridad a temperatura ambiente. El nivel de
inoculación final de E. coli en el cupón fue de 1x108 CFU/mL.

Los cupones de plástico (policarbonato) se utilizaron por primera vez para
probar superficies y lograr parámetros de descontaminación ideales. Los parámetros
básicos dentro del sistema de electro-nanospray fueron determinados por Yuchen Si (Si
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et al., 2021a) en un estudio previo, siendo estos: flujo del líquido (1 μl/min),
conductividad del líquido (0,20 mS/cm), pH del líquido (7,0), voltaje y polaridad
eléctrica (voltaje negativo -5,6 kV) y la distancia entre las puntas de las agujas y el
contraelectrodo (1 cm).

El diámetro y el espesor de los cupones fueron de 5 cm y ~0,5 mm
respectivamente, excepto para madera y hormigón donde el espesor fue ~1,0 cm.
Aunque los cupones metálicos se utilizaron comúnmente en estudios previos del
EWNS, superficies como el plástico, la madera y el hormigón no se han estudiado
previamente (Huang et al., 2019; Si et al., 2021a; Vaze et al., 2019a).

Eficacia de EWNS en cupones inoculados bajo diferentes condiciones.

Después del secado, cada cupón inoculado se colocó dentro de la cámara acrílica
y sobre el soporte de cupones con su lado inoculado mirando hacia las puntas de las
agujas. Los cupones inoculados fueron expuestos a las EWNS bajo diferentes
condiciones operativas enumeradas en la Tabla 5.1. Trabajos anteriores encontraron que
una tasa de líquido de 1 μl/ml generaba un flujo cónico estable y que flujos de líquido
más altos ya no podían producir gotas de tamaño nanométrico, por lo que se decidió no
alterar el flujo. Valores como el pH de la solución, la conductividad eléctrica y la
distancia entre el contraelectrodo y la punta de la aguja fueron evaluados previamente
por nuestro grupo de investigación (Si et al., 2021a) y por lo tanto no fueron analizados
en este trabajo.

Los efectos de las condiciones de operación se evaluaron teniendo en cuenta los
valores base de las condiciones de operación constantes (negritas en la Tabla 5.1),
mientras que se variaron los parámetros específicos.

Esto significa que, por ejemplo, para evaluar el efecto del voltaje, se varió de
-5,6 a -7,6 kV, mientras que el caudal de líquido, la distancia entre el contraelectrodo y
el tiempo de exposición se establecieron en 1 μl/min, 1 cm y 15 respectivamente. Todos
los ensayos se realizaron utilizando agua RO con una conductividad de 0,20 mS/cm y
un pH de 7. Los ensayos utilizados para encontrar las mejores condiciones de
tratamiento se realizaron en superficies plásticas para encontrar la mayor eficacia de
inactivación, para luego evaluar el efecto de cada superficie en las mejores condiciones
encontradas. La evaluación de cada condición se realizó por triplicado. En todos los
experimentos, la temperatura y la humedad relativa de la cámara se mantuvieron
aproximadamente a 20°C y 25% respectivamente. Un esquema general del experimento
y el mecanismo de desinfección de las EWNS se puede observar en la Figura 5.2.
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Tabla 5.1 Configuraciones del electro-nanospray empleadas en los experimentos de
inactivación microbiana.

Configuración Parámetro Voltaje
(kV)

Flujo de líquido
(μl/min)

Distancia:
contraelectrodo -

cupón (cm)

Tiempo de
exposición

(min)

Tipo de superficie

1 Voltaje -5.6 1 1 15 Plástico

2 -6.6 1 1 15 Plástico

3 -7.6 1 1 15 Plástico

4 Distancia -5.6 1 1 15 Plástico

5 -5.6 1 4 15 Plástico

6 -5.6 1 8 15 Plástico

7 Tiempo -5.6 1 1 5 Plástico

8 -5.6 1 1 10 Plástico

9 -5.6 1 1 15 Plástico

10 -5.6 1 1 25 Plástico

11 -5.6 1 1 40 Plástico

12 Condicion
es selectas

-7.6 1 8 40 Plástico ,Madera,
Concreto, Metal

El líquido utilizado fue Agua RO y como inóculo se utilizó E.coli

Recuperación de E. coli a partir de cupones inoculados

Después del tratamiento de las superficies con EWNS, la cantidad de E. coli
superviviente se recuperó de los cupones lavando el cupón con 1 ml de agua esterilizada
en autoclave (agua RO) y luego transfiriendo el agua lavada a un tubo eppendorf con la
mezcla adecuada. Luego se tomaron 100 µL del agua lavada del tubo Eppendorf y se
colocaron y dispersaron en una placa de agar LB usando un asa de siembra. Este paso
(muestreo y cultivo en placas) se realizó por triplicado. Todas las placas de agar se
colocaron en una incubadora y se incubaron durante la noche a 37°C antes de contar las
colonias. La concentración de E. coli se determinó después de 30 minutos de presecado.
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Análisis estadístico

La eficiencia de inactivación bacteriana de EWNS producido por nuestro sistema
de electro-nanospray se estimó calculando la reducción logarítmica (Ecuación 1) de E.
coli para todas las condiciones de tratamiento.

Ecuación 1: reducción logarítmica de 𝐸.𝑐𝑜𝑙𝑖 =𝐴𝑏𝑠 𝐿𝑜𝑔10 𝐶𝑡
𝐶0( )⎡⎣ ⎤⎦

donde, C(t) es la concentración de bacterias recuperada después del tiempo t de
exposición a EWNS (concentración de cupones expuestos) y C(0) es la concentración
de bacterias en t = 0, que fue el tiempo después del secado antes de la exposición a
EWNS.

Figura 5.2 Esquema general del setup experimental y el mecanismo de acción de las
EWNS sobre los microorganismos. Setup experimental, (a) Proceso de electrospray, (2)
Estructura de las EWNS, y (3) Interacción EWNS-Bacteria.

Tanto C(t) como C(0) se obtuvieron recuperando E. coli del cupón de acero
inoxidable después de cada experimento. Se utilizó la desviación estándar de las medias
para representar las barras de error de los experimentos. El rendimiento de EWNS en las
diferentes condiciones operativas se comparó mediante una prueba ANOVA
multivariada (OriginPro, OriginLab Corporation). Se utilizó un nivel de significación de
0,05 para todos los análisis estadísticos.

5.3.3 Caracterización de superficies de granero
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Las superficies utilizadas en este estudio se caracterizaron superficialmente para
comprender el efecto de sus características morfológicas en la eficiencia de la
inactivación mediante EWNS. Se obtuvieron 6 pequeños cupones de cada material
(plástico, hormigón, madera y metal) para analizar mediante técnicas de caracterización
de superficies. Cada cupón de aproximadamente 1cm x 1cm x 3mm se utilizó para
realizar las caracterizaciones morfológicas/estructurales de los diversos materiales
utilizados mediante las técnicas de Microscopía Electrónica de Barrido (SEM), y
medición del ángulo de contacto respectivamente.

Se realizaron mediciones de ángulos de contacto para analizar el efecto de la
superficie sobre las características de humectabilidad de cada material. La morfología
de la superficie se caracterizó mediante microscopía SEM, utilizando un microscopio
FEI - ESEM QUANTA FEG-250 marca FEI en condiciones de bajo vacío y un voltaje
de aceleración de 5,0 kV. Finalmente, el análisis de rugosidad de la superficie se realizó
mediante un dispositivo marca JEOL JSPM-5200 con un tamaño de escaneo de 40 μm y
una velocidad de escaneo de 0,5 Hz en tapping mode.

5.4 Resultados y discusión

5.4.1 Caracterización de superficies de granero.

Ángulo de contacto y SEM.

Se llevaron a cabo mediciones del ángulo de contacto para los cupones de
diferentes materiales recibidos. El recuadro (a) de las Figuras 5.3-5.6, representan los
ángulos de contacto de una gota de agua colocada en la superficie de los cupones. La
muestra de plástico presenta un ángulo de contacto de 89°, seguido de 86° y 82° para las
muestras de metal y de madera, respectivamente. Para el cupón de concreto no fue
posible medir un ángulo de contacto (0°) debido a la alta porosidad, rugosidad y
humectabilidad del material. Los ángulos de contacto <90° corresponden a superficies
hidrófilas, siendo el plástico el material menos hidrófilo, seguido del metal y la madera,
mientras que el concreto corresponde a un material super hidrófilo y por tanto se
esperaría un mayor número de posibles interacciones entre estas superficies.

Además, también muestra micrografías electrónicas de barrido para cada uno de
los materiales a 30, 500 y 5000 X respectivamente. En el caso del plástico (Figura 5.3),
se puede observar una superficie en gran medida lisa, incluso en grandes
magnificaciones, donde se pueden notar algunas imperfecciones resultantes de la
manipulación del material.
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Figura 5.3 Caracterización de superficies de tipo plástico mediante a) ángulo de
contacto y b-d) microscopía SEM a 30, 500 y 5000 X respectivamente.

Para la superficie del metal (Figura 5.4) podemos observar de manera similar
una superficie bastante lisa, sin embargo a grandes aumentos podemos observar una
mayor cantidad de defectos estructurales en forma de rayones y poros presentes en toda
la muestra.

Figura 5.4 Caracterización de superficies de tipo metálico mediante a) ángulo de
contacto y b-d) microscopía SEM a 30, 500 y 5000 X respectivamente.
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Posteriormente, para la madera (Figura 5.5) podemos observar una superficie
muy rugosa e irregular, con gran cantidad de poros con diámetros que varían de 1 a 2
µm, con contornos puntiagudos a lo largo de las diversas estructuras en la superficie del
material.

Figura 5.5 Caracterización de superficies de tipo madera mediante a) ángulo de
contacto y b-d) microscopía SEM a 30, 500 y 5000 X respectivamente.

Finalmente, para el concreto (Figura 5.6) se observó una superficie heterogénea,
rugosa y porosa con poros que oscilaban entre 1 y 7 µm de diámetro. También es
posible observar formaciones minerales como parte de la estructura de hormigón. De
acuerdo con estos resultados, se espera que superficies como el plástico y el metal
tengan interacciones más limitadas con poblaciones líquidas y microbianas, mientras
que la madera y el hormigón puedan interactuar más con poblaciones líquidas y/o
microbianas.
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Figura 5.6 Caracterización de superficies de tipo concreto mediante a) ángulo de
contacto y b-d) microscopía SEM a 30, 500 y 5000 X respectivamente.

5.4.2 Eficiencia de EWNS en cupones inoculados bajo
diferentes condiciones.

Nivel de voltaje

Como se muestra en la Figura 5.7 y la Tabla 5.2, el EWNS generado por
nuestro sistema de nanospray electrónica con un voltaje de -7,6 kV obtuvo la mayor
reducción de E. coli (1,44 log) en comparación con -5,6 y -6,6 kV. lo que resultó en 1,07
y 1,26 log, respectivamente. Los resultados muestran que las diferencias en la
inactivación bacteriana a medida que aumentó el voltaje fueron estadísticamente
significativas (p<0,05). Trabajos anteriores demostraron que los altos voltajes producen
una mayor generación de ROS, lo que resulta en una alta inactivación microbiana. Si et
al (Si et al., 2021a) informaron que el aumento del voltaje negativo aplicado resultó en
la formación de más radicales hidroxilo ROS facilitados por la alta movilidad de la
carga negativa en las partículas.
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Figura 5.7 Efecto del voltaje aplicado sobre la inactivación microbiana con las
siguientes condiciones operativas: tiempo de exposición = 15 min, caudal de líquido =
1µl/min y distancia entre contraelectrodo-cupón = 1cm

Tabla 5.2 Datos de inactivación microbiana dependiendo del voltaje aplicado.

Tratamiento Población
celular

% inactivación Reducción
logarítmica

DST

-5.6 kV 1.24E+05 91.86 1.09 0.04119301

-6.6 kV 8.67E+04 94.33 1.25 0.0094772

-7.6 kV 5.53E+04 96.38 1.44 0.01044395

Distancia del contraelectrodo a la superficie del cupón

La Figura 5.8 y la Tabla 5.3 muestran que la mayor inactivación microbiana
(reducción logarítmica de 1,83) se obtuvo a 8 cm de distancia del contraelectrodo. La
reducción de la distancia a 4 cm y 1 cm disminuyó la tasa de inactivación a 1,63 y 1,26
log, respectivamente. Se observa que el aumento en la distancia del cupón hacia el
contraelectrodo se distingue por un aumento en la inactivación bacteriana, resultados
que fueron estadísticamente significativos (p<0,05). Aunque el mecanismo de acción no
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está claro, este comportamiento podría ser atribuido a la acumulación de EWNS en el
fondo de la cámara acrílica, lo que conduciría a una acumulación de ROS y con ello una
mayor inactivación microbiana. Sin embargo, son necesarios más estudios que lo
corroboren.

Figura 5.8 Efecto de la distancia entre el contraelectrodo y la superficie del cupón sobre
la inactivación microbiana con las siguientes condiciones operativas: voltaje aplicado =
-5,6, caudal de líquido = 1 µl/min y tiempo de exposición = 15 min.

Tabla 5.3 Datos de inactivación microbiana dependiendo de la distancia entre el
contra electrón y la superficie del cupón.

Tratamiento Población
celular

% inactivación Reducción
logarítmica

DST

1 cm 8.30E+04 94.57 1.26 0.03616387

4 cm 3.57E+04 97.66 1.63 0.03983779

8 cm 2.23E+04 98.54 1.83 0.07431951
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Tiempo de exposición

La Figura 5.9 y la Tabla 5.4 muestran la inactivación microbiana más alta para
el tiempo de tratamiento con una reducción de 2,66 log a los 40 minutos de tratamiento.
Si el tiempo de tratamiento se reduce a 30, 15, 10 y 5 minutos, la reducción logarítmica
cae a 2,58, 1,69, 1,49 y 1,27, respectivamente. Cabe señalar que aún cuando existe un
aumento en la inactivación de 30 a 40 min de tratamiento, el aumento no fue
significativo (p>0,05). Además, los experimentos de este estudio también se llevaron a
cabo durante períodos más cortos (5 minutos) para observar la eficacia en función del
tiempo. En general, se observó que el tiempo de exposición tuvo una influencia
significativa (p<0,05) en la inactivación bacteriana.

Figura 5.9 Efecto del tiempo de exposición sobre la inactivación microbiana con las
siguientes condiciones operativas: voltaje aplicado = -5,6, caudal de líquido = 1 µl/min
y distancia entre el contraelectrodo-cupón = 1 cm.

Tabla 5.4 Datos de inactivación microbiana según el tiempo de exposición

Tratamiento Población
celular

% inactivación Reducción
logarítmica

DST

5 min 8.13E+04 94.67 1.27 0.0792794
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10 min 4.97E+04 96.75 1.49 0.05845289

15 min 3.10E+04 97.97 1.69 0.0363393

25 min 4.00E+03 99.74 2.58 0.22863899

40 min 3.33E+03 99.78 2.66 0.1811213

Tipo de superficie

Los resultados de la prueba ANOVA mostraron que todos los parámetros
evaluados tuvieron influencia significativa en la inactivación de E. coli. Los resultados
indicaron que entre los parámetros investigados, las condiciones que resultaron en
mayor eficiencia fueron un voltaje aplicado de -7.6kv, una distancia entre el cupón y el
contraelectrodo de 8 cm y un tiempo de exposición de 40 minutos. Con estas
condiciones se evaluó el comportamiento de las diferentes superficies de plástico,
madera, concreto y metal sobre la concentración de bacterias tras el tratamiento (Figura
5.10). Los resultados mostraron que los materiales porosos como la madera y el
concreto mostraron las mayores reducciones de registros con 2,96 y 2,61
respectivamente. Este comportamiento está asociado a la capacidad de estos materiales
de absorber agua en su estructura, lo que limita la presencia de E. coli. Por otro lado, los
materiales lisos como el metal y el plástico tuvieron reducciones logarítmicas de 2,02 y
1,61 respectivamente, lo que implica reducciones de 99,05 y 97,64 % para el metal y el
plástico respectivamente.

Figura 5.10 Efecto de las superficies sobre la inactivación microbiana con las
siguientes condiciones de operación: V= -5.6kV, caudal= 1µl/min y distancia
electrodo-cupón = 1cm, tiempo de exposición = 40 min. (a) 100 µl de inóculo de E. coli,
(b) 300 µl de inóculo de E. coli.

Este comportamiento indica que una superficie más lisa mantiene condiciones
favorables para la presencia de E. coli. En cuanto a la diferencia entre el número total de
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bacterias antes y después de probar superficies plásticas y metálicas, está asociada a los
procesos de corrosión electroquímica en metales que se oxidan produciendo radicales
libres OH- que a su vez interactúan con los microorganismos (Bazli et al., 2020).
Trabajos recientes (Chang et al., 2021; Wang et al., 2022) han demostrado que las
superficies metálicas de acero y cobre poseen propiedades antimicrobianas basadas en
mecanismos de corrosión atmosférica. Los análisis estadísticos también indican que
existe una influencia significativa entre el tipo de superficie y la inactivación
microbiana (p<0,05). Se realizó una prueba adicional aumentando el inóculo de 100 µl a
300 µl (Tabla 5.5) y se encontraron comportamientos similares para todos los casos,
aunque con una menor eficiencia de reducción para el plástico con una reducción de
1,42 log. Sin embargo, las diferencias entre ambos grupos no mostraron cambios
significativos, por lo que incluso con una mayor carga de inóculo, las superficies siguen
comportándose de manera similar.

Tabla 5.5 Datos de inactivación microbiana según el tipo de superficie para 100µl y
300 µl de inóculo de E. coli

Tratamiento Población
celular

% inactivación Reducción
logarítmica

DST

Cantidad de inóculo (100µl E. coli)

Plastic 3.60E+04 97.64 1.63 0.02436041

Wood 8.33E+02 99.89 2.96 0.14857117

Concrete 6.67E+02 99.76 2.61 0.14355683

Metal 8.33E+02 99.04 2.02 0.12149651

Cantidad de inóculo (300µl E. coli)

Plastic 9.97E+04 96.19 1.42 0.07811281

Wood 1.50E+03 99.89 2.95 0.30754162

Concrete 1.17E+03 99.84 2.80 0.2504917

Metal 1.67E+03 99.38 2.20 0.180154058

Estos resultados indican que el uso de un sistema de electro-nanospray es un
método eficaz de descontaminación de diferentes tipos de superficies que se encuentran
comúnmente en los establos de animales.
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5.5 Conclusiones
En el presente estudio, se evaluó la eficacia de EWNS para inactivar E. coli en

cupones fabricados con materiales que se encuentran comúnmente en instalaciones de
confinamiento de animales, como establos de cerdos. Se utilizó un sistema de
electro-nanospray para investigar los parámetros operativos sobre la eficiencia del
sistema. El uso de altos voltajes negativos resultó en una mayor inactivación
microbiana. De manera similar, aumentar la distancia del cupón al contraelectrodo
resultó en una mayor inactivación microbiana y, finalmente, un tiempo de exposición
más prolongado resultó en una mayor inactivación. Las condiciones de operación con
mayor eficiencia fueron un voltaje de -7.6 kV, una distancia de 8 cm del contraelectrodo
a la superficie del cupón y un tiempo de exposición de 40 min, parámetros que se
utilizaron para analizar el efecto de la inactivación microbiana. sobre superficies de
madera, concreto, plástico y metal. Se observó que las superficies más rugosas permiten
una mayor inactivación microbiana en comparación con las superficies lisas, mientras
que en el metal también se observó un efecto de inactivación mejorado resultante de los
procesos de corrosión electroquímica en la superficie del metal.

Los resultados de nuestro estudio sirven como base para trabajos futuros sobre el
uso de EWNS para la descontaminación de superficies en condiciones reales en
instalaciones de confinamiento de animales donde serán necesarias otras y variadas
condiciones a evaluar para comprender este fenómeno.
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Capítulo 6: Conclusiones y perspectivas.
Durante este trabajo de investigación se abordaron algunos aspectos clave que ha

experimentado la nanotecnología. Hoy en día, se están introduciendo nanoestructuras
diversos tipos de nanoestructuras como los N-MWCNT y EWNS, entre otros que
podrían superar a las tecnologías actuales. Estos avances nanotecnológicos son
consecuencia directa de las características excepcionales que exhiben el carbono, así
como el agua, y del conocimiento sobre cómo explotarlas para aplicaciones útiles. Las
extraordinarias propiedades mecánicas, químicas y eléctricas que se han estudiado
resultado de la investigación en nanotecnología, se está adaptando a las tecnologías
preexistentes con la finalidad de potenciar, así como desarrollar nuevos enfoques.

No obstante el potencial de los materiales nanoestructurados aún está lejos de ser
descubierto, ya que la investigación actual es solo gracias como resultado de las
contribuciones previas.

En este sentido, el presente trabajo dos contribuciones importantes a modo de
resultados de investigación: por un lado se desarrollaron nuestro nanoestructuras de
carbono en forma de N-MWCNT y se caracterizó su actividad electroquímica y
antimicrobiana, a la par que se realizó desarrolló un sistema de electro-nanosprayer para
la síntesis de EWNS con la finalidad de analizar su uso acción antimicrobiana en
función del tipo de superficie. No obstante a lo largo de los 5 capítulos anteriores se
presentan otros aportes a modo de revisión bibliográfica sobre la nanotecnología y sus
aplicaciones antimicrobianas, así como los mecanismos de actividad antimicrobiana de
MWCNT y de EWNS. Los resultados generales de los capítulos se resumen a
continuación:

Capítulo 1: Este capítulo presenta la nanotecnología como un campo
multidisciplinario con aplicaciones potenciales en diversas industrias. Destaca las
propiedades únicas de los materiales nanoestructurados y de sus mecanismos y
aplicaciones antimicrobianas. También se incluyó la justificación, así como hipótesis y
objetivos del presente trabajo de investigación.

Capítulo 2: Este capítulo enfatiza los efectos antimicrobianos de los CNT para
inactivar organismos patógenos. La actividad antimicrobiana depende de sus
características fisicoquímicas y de factores ambientales externos. Sin embargo, estos
materiales aún se encuentran en fase de investigación por lo que es necesario optimizar
su producción y establecer conexiones confiables entre sus efectos antimicrobianos y
características específicas en la búsqueda de mejores propiedades antimicrobianas.
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Capítulo 3: Este capítulo presenta un estudio sobre el efecto de la incorporación
de nitrógeno en la síntesis de nanotubos de carbono de paredes múltiples (N-MWCNT)
dopados con nitrógeno. El estudio encontró que el aumento de la cantidad de
dimetilformamida (DMF) utilizada en el proceso de síntesis provoca cambios en la
morfología, el diámetro y las propiedades físicas, químicas y electroquímicas de los
materiales. El capítulo concluye que los nanotubos obtenidos pueden utilizarse para
aplicaciones antimicrobianas y electroquímicas como resultado del dopaje. Sin
embargo, se necesitan más estudios para evaluar la eficacia de los tratamientos
antimicrobianos a partir de CNT y evaluar su toxicología.

Capítulo 4: Este capítulo enfatiza los efectos antimicrobianos de las EWNS para
inactivar organismos patógenos. La actividad antimicrobiana se mostró dependiente de
sus características fisicoquímicas y de factores ambientales externos. No obstante se
debe trabajar sobre el control de las propiedades de estas nanoestructuras para sus
efectos antimicrobianos y características específicas.

Capítulo 5: Este capítulo evalúa la eficacia de EWNS para inactivar E. coli en
cupones elaborados con materiales que se encuentran comúnmente en instalaciones de
confinamiento de animales. El estudio encontró que los altos voltajes negativos, el
aumento de la distancia entre el cupón y el contraelectrodo, así como tiempos de
exposición más prolongados daban como resultado una mayor inactivación microbiana.
Los resultados sirven como base para trabajos futuros sobre el uso de EWNS para la
descontaminación de superficies en condiciones reales en instalaciones de
confinamiento de animales.

5.1 Contribuciones del trabajo de investigación
El objetivo de este estudio “Sintetizar y caracterizar N-MWCNTs y EWNS para evaluar
el efecto de las propiedades fisicoquímicas sobre la actividad electroquímica y
antimicrobiana de estas nanoestructuras como emergentes nanomateriales para
aplicaciones biotecnológicas” se logró exitosamente y sus aportes más importantes son
resumidos a continuación:

1. Se desarrolló una revisione bibliográficas sobre las propiedades antimicrobianas
de los nanotubos de carbono. Hasta donde alcanza nuestro conocimiento la
revisión presentada en el presente trabajo es la única revisión sobre el efecto
antimicrobiano de los nanotubos de carbono en función de sus características,
analizando de igual manera sus mecanismos de actividad antimicrobiana. De
esta manera la revisión presentada es una herramienta útil para próximas
investigaciones sobre nichos y oportunidades en esta área de investigación.
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2. La síntesis y caracterización sistemática de N-MWCNT a partir de mezclas de
Tolueno/DMF, así como sus propiedades antimicrobianas y electroquímicas es
un trabajo novedoso en su totalidad. Desde los precursores utilizados hasta las
propiedades aquí observadas, donde se destaca el efecto de la incorporación de
nitrógeno sobre la estructura de los N-MWCNT, resultando en características
electroquímicas mejoradas, como el cambio conductual de las muestras así como
una actividad antimicrobiana mejorada.

3. El análisis a escala laboratorio sobre la síntesis de EWNS y su efecto sobre la
inactivación de E. coli en diferentes superficies de granero es un enfoque
novedoso y de última generación sobre el uso de electro-nanosprayers para la
síntesis de nanoestructuras con potencial antimicrobiano, cuyas contribuciones
serán fundamentales en el futuro próximo en esta área de investigación.

5.2 Resumen
De manera simplificada las más importantes conclusiones se enumeran a

continuación:

A) N-MWCNT

1. Se sintetizaron Nanotubos de carbono dopados con nitrógeno (N-MWCNT) con
un alto rendimiento a partir de mezclas de NN-dimetilformamida/tolueno con
Ferroceno.

2. La NN-dimetilformamida impulsó la incorporación de nitrógeno sobre la
superficie de N-MWCNT.

3. Los N-MWCNT fabricados muestran propiedades prometedoras para
aplicaciones electroquímicas.

4. Los N-MWCNT mostraron actividad antimicrobiana potenciada en
comparación con sus contrapartes sin dopar.

B) EWNS

1. Se desarrolló un sistema de electro-nanosprayer para la síntesis de EWNS.
2. El sistema electro-nanosprayer resultó efectivo para la inactivación de

Escherichia coli.
3. La eficiencia del EWNS para desinfectar diferentes superficies; Se evaluó en

Madera, Concreto, Plástico y Metal.
4. La eficiencia de inactivación fue mayor para la madera, seguida del concreto, el

metal y el plástico con una reducción de hasta 2,96 log.
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5. El tiempo de exposición resultó ser el parámetro más relevante para la
inactivación de bacterias mediante EWNS.

5.3 Áreas de oportunidad
En este estudio se han encontrado diferentes áreas de oportunidad donde más

investigaciones podrían promover una mejor comprensión de los mecanismos de
actividad antimicrobiana de estos tipos de nanoestructuras. Éstas incluyen:

Para la síntesis de N-MWCNT

1. Caracterizaciones adicionales.

Aun cuando la caracterización de nuestros N-MWCNT fue más que extensa, es
posible que caracterizaciones adicionales como el análisis de superficie BET o
espectroscopia Uv-Vis podrían arrojar detalles notable a la hora de ligar la totalidad de
hipótesis resultado de la caracterización de nuestros materiales.

2. Optimización del análisis de actividad antimicrobiana.

Como resultado de las limitaciones ocasionadas por la contingencia del
COVID-19, así como factores externos, nos fue imposible realizar un estudio más
profundo y sistemático sobre la actividad antimicrobiana de nuestros N-MWCNT. Si
bien aun cuando se pueden establecer hipótesis generales resultado de los
comportamientos encontrados en función de las caracterizaciones, la realización de un
estudio específico donde se contrasten diferentes fases de interacciones como la fase
líquida ayudarian a plantear hipótesis más fuertes y detalladas sobre los
comportamientos observados.

Además, en términos generales aunque los resultados de las investigaciones
sobre el efecto antibacteriano de las nanoestructuras parecen bastante prometedores, aún
es demasiado pronto para que este tipo de materiales compitan con los materiales
utilizados actualmente debido a la gran cantidad de impurezas así como a la
heterogeneidad de las muestras, lo que podría afectar el desempeño antimicrobiano de
este tipo de compuestos (S. Liu et al., 2009).

Es necesario que los futuros esfuerzos de investigación se centren en la
producción a gran escala de CNT con alta pureza y grado de homogeneidad que
conduzcan a una alta capacidad antimicrobiana cuya toxicidad sea selectiva para los
patógenos de interés, minimizando así la toxicidad por exposición en células humanas.
Las impurezas presentes en los CNT (ver carbono amorfo o resto de los catalizadores
utilizados durante la síntesis) pueden llevar a una sobreestimación o subestimación de
las propiedades antimicrobianas de los CNT, por lo que es imprescindible estandarizar
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los procedimientos de síntesis, purificación y funcionalización para la obtención de
CNT puros y/u homogéneos.

Mientras que para la síntesis de EWNS:

1. Caracterizaciones adicionales.

Por motivos de disponibilidad no fue posible realizar caracterizaciones más
extensas para el análisis de la actividad antimicrobiana de EWNS en función del tipo de
superficie. Sería deseable caracterizar de manera más profunda las superficies con el
uso de técnicas como microscopía de fuerza atómica. En el mismo sentido caracterizar
las superficies tratadas luego del proceso de inactivación microbiana, mediante
microscopía SEM ayudaría a entender las dinámicas de interacciones EWNS-Bacteria
para poder establecer hipótesis mejoradas sobre la actividad antimicrobiana. Finalmente
pero no menos importante sería ideal caracterizar el tamaño de partícula de nuestras
nanoestructuras como se ha hecho en estudios previos para fortalecer nuevamente el
entendimiento sobre las posibles dinámicas de interacción en el sistema.

General:

Las perspectivas de Nanotubos de Carbono y Nanoestructuras de Agua
Diseñadas para aplicaciones biológicas son sumamente prometedoras, a partir de los
avances que la nanotecnología ha experimentado en los últimos años. Sin embargo, aun
cuando se resolvieran los anteriores asuntos existe la necesidad de realizar más estudios
que evalúen la eficacia de los tratamientos antimicrobianos a partir de EWNS y CNT,
así como evaluar la toxicología de estos materiales con células animales para sopesar el
riesgo-beneficio del uso de estos materiales. En este mismo sentido, las investigaciones
futuras deberían centrarse principalmente en producir nanoestructuras cuyas
características permitan su uso como agentes antimicrobianos a través de técnicas que
permitan escalar su producción, así como abordar adecuadamente las preocupaciones
relacionadas con su toxicidad y su posible destino ambiental.
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Anexo A Descripción fundamental de las
técnicas de caracterización de nanomateriales

Con el fin de cumplir los objetivos planteados en el presente trabajo de tesis se
necesito caracterizar nuestras muestras de N-MWCNT. Para la identificación de las
propiedades fisicoquímicas y estructurales se utilizaron diversas técnicas, entre ellas;
Microscopía electrónica de barrido (SEM), Microscopía electrónica de Transmisión
(TEM), Difracción de rayos-x (DRX), Análisis termogravimétrico (TGA),
Espectroscopia Raman, Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), Espectroscopia de
fotoelectrones emitidos por rayos X, (XPS) y voltamperometría cíclica (CV). A
continuación, se describirán brevemente los fundamentos teóricos que utilizan las
técnicas de este estudio.

A.1 Microscopía electrónica de barrido
En Microscopía electrónica de barrido (SEM por sus siglas en inglés) un haz de

electrones se enfoca en una región pequeña de pocas micras de magnitud.
Posteriormente, después de enfocar perfectamente, se escanea en una pequeña área
rectangular. A medida que los electrones penetran en la superficie, ocurren varias
interacciones que pueden resultar en la emisión de electrones o fotones desde (o a través
de) la superficie. Una fracción razonable de los electrones emitidos puede ser
recolectada por los detectores apropiados, y la salida se puede usar para modular el
brillo de un tubo de rayos catódicos (TRC) cuyas entradas X,Y se activan en sincronía
con las voltajes de X,Y rasterizando el haz de electrones. De esta manera se produce
una imagen en el TRC; cada punto que golpea el haz en la muestra se asigna
directamente a un punto correspondiente en la pantalla (Brundle et al., 1992).

El equipo SEM al interactuar con la muestra puede crear varias señales
(electrones secundarios, corrientes internas, emisión de fotones, etc.), todas las cuales
pueden detectarse de manera apropiada. Estas señales están altamente localizadas en el
área directamente debajo del haz. El SEM cuenta con detectores auxiliares de tal manera
que el instrumento puede realizar análisis elementales detectando los rayos X
dispersados por la muestra (EDX). Dentro de las aplicaciones más importantes del SEM
se encuentran el estudio de la microestructura, la determinación del grado de
cristalinidad, la morfología de las muestras, los defectos no muy pequeños y sus
agregados y microanálisis in situ (Goldstein et al., 2003). En la Figura A.1 podemos
observar la estructura típica de un microscopio electrónico de barrido.
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Figura A.1 Estructura básica de un microscopio electrónico de barrido.

Para este trabajo se utilizó el microscopio electrónico de barrido FEI-FIB Dual
Beam Helios Nanolab 600 (Figura A.2) propiedad del Laboratorio de Investigaciones
en Nanociencias y Nanotecnología (LINAN, IPICYT). Este es un equipo de emisión de
campo que genera su haz de electrones a partir de un cristal de tungsteno (W). El equipo
trabaja en alto vacío, (4.5x10-4 Torr) por lo que es necesario que las muestras no
contengan humedad y que sean conductoras. El equipo cuenta con un detector de
espectrometría de energía dispersiva de Rayos X EDAX (EDX) para el análisis
cualitativo de los elementos químicos en la superficie de las muestras.

Figura A.2 Equipo SEM: FEI-FIB Dual Beam Helios Nanolab 600
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A.2 Microscopía electrónica de transmisión
En TEM, un haz de electrones enfocado incide sobre una muestra delgada

(menos de 200 nm). La señal en TEM se obtiene de electrones desviados y no desviados
que penetran en el espesor de la muestra. Una serie de lentes magnéticas en la posición
de la muestra y debajo de ella son responsables de enviar la señal a un detector,
generalmente una pantalla fluorescente, una placa de película o una cámara de vídeo.
Acompañando a esta transmisión de señal hay una ampliación de la información
espacial en la señal desde tan solo 50 veces hasta un factor de 106. Este notable rango de
aumento se ve facilitado por la pequeña longitud de onda de los electrones incidentes y
es la clave de las capacidades únicas asociadas con el análisis TEM. En la Figura A.3
se ilustra un esquema de un instrumento TEM, que muestra la ubicación de una muestra
delgada y las lentes principales dentro de una columna TEM. (Brundle et al., 1992).

Figura A.3 Diagrama TEM simplificado que resalta los componentes principales en
toda la columna.

Para este trabajo se utilizó el microscopio electrónico de transmision HR-TEM
FEI Tecnai F30 (300 keV) (Figura A.4) propiedad del Laboratorio de Investigaciones
en Nanociencias y Nanotecnología (LINAN, IPICYT). Este equipo cuenta con una
resolución de hasta 1.8 Å punto a punto en HRTEM y de 3 Å en Contraste Z, mientras
que la resolución del análisis de EDS es de 20 nm en Campo Claro y de 1 nm en
Contraste Z. Cuenta con Cámara CCD ultra rápida modelo Orius SC200 de GATAN y
un precesor de haz SPINNINGSTAR P020 para difracción con electrones.

- 131 -

https://www.zotero.org/google-docs/?89Mbac


Figura A.4 Equipo TEM: HR-TEM FEI Tecnai F30 (300 keV).

A.3 Análisis termogravimétrico
El análisis termo gravimétrico es una técnica en la cual la masa de una sustancia

es medida mientras se somete a una rampa de temperatura controlada. Esto significa
calentar o enfriar la muestra a una tasa predeterminada y definida. Por lo general, solo
se cuenta con una velocidad de enfriamiento o calentamiento constante pero algunos
equipos cuentan con velocidades variables. Un ejemplo de esto sería mantener una
velocidad de calentamiento de 20°C/min a partir de 50°C como temperatura inicial
hasta llegar a 700°C. Estos equipos cuentan con una balanza térmica que se usa para
obtener la curva termogravimétrica. Con esto se puede determinar cuando la muestra
sufre un cambio importante en su masa posiblemente a una reacción química provocada
por el cambio de temperatura (Mackenzie, 1979).

Para este trabajo se utilizó el equipo de horno cerámico TGA4000 de la marca
Perkin Elmer, el cual está diseñado para proveer control de temperatura en el tiempo en
una atmósfera de oxígeno o nitrógeno. Este equipo se encuentra localizado en las
instalaciones del IPICYT en el Laboratorio de películas delgadas (sputtering) de la
División de Materiales Avanzados (DMAv). En la Figura A.5 podemos observar el
equipo TGA4000.
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Figura A.5 Equipo de Análisis termo gravimétrico TGA 4000.

A.4 Espectroscopia Raman
La espectroscopia Raman se basa en la dispersión inelástica de la luz por la

materia y es capaz de analizar la estructura de gases, líquidos y sólidos, tanto amorfos
como cristalinos. Además de su aplicabilidad a todos los estados de la materia, la
espectroscopia Raman tiene una serie de ventajas adicionales. Se puede usar para
analizar pequeñas cantidades de muestra (por ejemplo, partículas de cercanas a 1 mm),
así como muestras expuestas a una variedad de condiciones, como presión, alta
temperatura y/o muestras incrustadas en otras fases (Brundle et al., 1992). Así pues, la
dispersión Raman es el resultado de las transiciones de radiación incidente en los
átomos o moléculas que conforman el medio de dispersión. La transición puede ser de
rotación, vibración, electrónica o una combinación (véase Figura A.6). La dispersión
Raman de primer orden implica sólo un único fotón incidente. En la mayoría de los
estudios de sólidos por espectroscopia Raman, las transiciones observadas son
vibracionales (Brundle et al., 1992).
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Figura A.6 Transiciones energéticas de la materia/ estados vibracionales del efecto
Raman.

En un experimento Raman, la muestra se irradia con radiación monocromática.
Si la muestra es transparente, la mayor parte de la luz se transmite, una pequeña
fracción se dispersa elásticamente (Rayleigh) y una fracción muy pequeña se dispersa
inelásticamente (Raman). La luz dispersada inelásticamente se recoge y se dispersa y
los resultados se presentan como un espectro Raman, que representa la intensidad de la
luz dispersada inelásticamente en función del cambio en el número de ondas de la
radiación.

En este trabajo se utilizó el espectrómetro InVía MICRORAMAN: RENISHAW
(Figura A.7) propiedad del Laboratorio de Investigaciones en Nanociencias y
Nanotecnología (LINAN, IPICYT), éste está equipado con láseres de longitud de onda
de 514 nm y 633 nm, filtros holográficos Notch o filtros dieléctricos y un fotodetector
para medir luz dispersada. Permite analizar muestras sólidas y polvos de compuestos
orgánicos, inorgánicos y biológicos.

Figura A.7 Espectrómetro InVia: MICRORAMAN:RENISHAW

A.5 Espectroscopia de infrarrojo
La espectroscopia infrarroja es una técnica sencilla y fiable ampliamente

utilizada tanto en química orgánica como inorgánica, en investigación e industria. En la
investigación es una herramienta muy útil para caracterizar los grupos funcionales
presentes en las muestras de interés. La espectroscopía infrarroja aprovecha el hecho de
que las moléculas absorben frecuencias características de su estructura. Estas
absorciones se producen a frecuencias resonantes, es decir, la frecuencia de la radiación
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absorbida coincide con la frecuencia vibratoria. Las energías se ven afectadas por la
forma de las superficies de energía potencial molecular, las masas de los átomos y el
acoplamiento vibrónico asociado. El objetivo del experimento infrarrojo básico es
determinar los cambios en la intensidad de un haz de radiación infrarroja en función de
la longitud de onda o la frecuencia (2,5-50 μm o 4000-200 cm-1, respectivamente)
después de que interactúa con la muestra. La pieza central de la mayoría de las
configuraciones de equipos es el espectrofotómetro de infrarrojos. Su función es
dispersar la luz procedente de una fuente infrarroja de banda ancha y medir su
intensidad en cada frecuencia. Se determina la relación de intensidad antes y después de
que la luz interactúe con la muestra. La gráfica de esta relación versus la frecuencia es
el espectro infrarrojo (Kaufmann, 2003).

Figura A.8 Espectrofotómetro de FTIR: IRTracer-100

El equipo para la realización de este trabajo fue el espectrofotómetro de FTIR
IRTracer-100 (Shimadzu).(Figura A.8). Este equipo cuenta con un aditamentos para la
lectura de muestras sólidas y líquidas, además cuenta con un reactor Praying Mantis
para DRIFTS y con una cámara de reacción con modulación de temperatura Harrick.

A.6 Difracción de rayos X
La difracción de rayos X (XRD) es una técnica que se utiliza para identificar las

fases cristalinas presentes en los materiales y para medir las propiedades estructurales
(estado de deformación, tamaño de grano, epitaxia, composición de fase, orientación
preferida y estructura del defecto) de estas fases. XRD también se utiliza para
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determinar el grosor de películas delgadas y multicapas, y las disposiciones atómicas en
materiales amorfos (incluidos los polímeros) y en interferencias (Kaufmann, 2003).

Figura A.9 Características básicas en una medición por DRX.

En la Figura A.9 se muestran las características básicas de un experimento
XRD, donde el ángulo de difracción 2Θ es el ángulo entre los rayos X incidentes y los
difractados. En un experimento típico, la intensidad difractada se mide en función de 2
Θ y la orientación de la muestra que produce el patrón de difracción. La longitud de
onda λ de los rayos X es típicamente 0.7-2 Å, que corresponde a las energías de los
rayos X (E = 12.4 keV / λ) de 6 a 17 keV.

Figura A.10 Difractómetro de Rayos-X SmartLab RIGAKU.

El equipo para la realización de estas mediciones fue el difractómetro de
rayos-X-SmartLab RIGAKU (Figura A.10). Este equipo cuenta con un generador de
rayos X a partir de un filamento de cobre así como con un detector de centelleo Nal y un
detector de tiras de silicio de alta velocidad “D/teX Ultra.” Cuenta también con un
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accesorio de calentamiento inteligente para películas delgadas de la marca Anton Par y
accesorios para la realización de SAXS (Small Angle X-ray Scattering) así como
también con el software para la interpretación de datos PDXL.

A.7 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por
rayos X

La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) utiliza rayos X de una
energía característica (longitud de onda) para excitar electrones de los orbitales de los
átomos. Los fotoelectrones emitidos por el material se recogen en función de su energía
cinética y el número de fotoelectrones recogidos en un intervalo de tiempo definido se
representa frente a la energía cinética. Esto da como resultado un espectro de recuentos
de electrones (número por segundo) versus la energía cinética de electrones (eV). Los
picos aparecen en el espectro como energías discretas debido a la emisión de electrones
desde estados de energías de enlace específicas (orbitales) en el material. Las posiciones
de los picos identifican los elementos químicos del material. Las áreas de los picos son
proporcionales al número de orbitales en el volumen de análisis y se utilizan para
cuantificar la composición elemental (Kaufmann, 2003).

Las posiciones y formas de los picos en un espectro XPS también se pueden
analizar con mayor detalle para determinar el estado químico de los elementos
constituyentes del material, incluido el estado de oxidación, la carga parcial y la
hibridación. La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X se aplica ampliamente a
todo tipo de sólidos, incluidos metales, cerámicas, semiconductores y polímeros, en
muchas formas, incluidas láminas, fibras y polvos. También se ha utilizado para obtener
espectros de compuestos en fase gaseosa. En general, es un método de análisis no
destructivo. Cuando se aplica a sólidos, XPS es una técnica sensible a la superficie. La
profundidad de análisis nominal es del orden de 1 a 10 nm (10 a 100 monocapas). Las
resoluciones espaciales típicas en una superficie de muestra son del orden de 1 a 5 mm,
y los llamados sistemas de puntos pequeños tienen resoluciones espaciales tan bajas
como 25 mm. La mejor sensibilidad del XPS para cuantificar la composición elemental
en sólidos es del orden de 0,1 at. %. Se pueden detectar todos los elementos con número
atómico superior a tres. (Kaufmann, 2003).

El equipo para la realización de estas mediciones fue un espectrómetro
fotoelectrónico de rayos X Thermo Scientific K-alfa equipado con una fuente de rayos
X monocromática AlK-α (1487 eV) (Figura A.11). Este equipo cuenta con un spot size
de 50-400 µm que utiliza una fuente de rayos X Al K-Alfa monocromática, micro
enfocada y de baja potencia.
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Figura A.11 Características básicas en una medición por DRX.

A.8 Voltamperometria ciclica
La voltamperometría cíclica (CV) es una técnica electroquímica poderosa y

popular comúnmente empleada para investigar los procesos de reducción y oxidación de
especies moleculares. CV también es invaluable para estudiar reacciones químicas
iniciadas por transferencia de electrones, que incluye la catálisis. En un experimento de
voltamperometría cíclica, el potencial del electrodo de trabajo aumenta linealmente en
función del tiempo. A diferencia de la voltamperometría de barrido lineal, después de
que se alcanza el potencial establecido en un experimento CV, el potencial del electrodo
de trabajo aumenta en la dirección opuesta para volver al potencial inicial. Estos ciclos
de rampas de potencial pueden repetirse tantas veces como sea necesario. La corriente
en el electrodo de trabajo se grafica frente al voltaje aplicado (es decir, el potencial del
electrodo de trabajo) para dar la traza del voltamperograma cíclico. La
voltamperometría cíclica se utiliza generalmente para estudiar las propiedades
electroquímicas de un analito en disolución o de una molécula que se absorbe en el
electrodo (Elgrishi et al., 2018).

Figura A.12 Potenciostato Squidstat Plus.
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El equipo para la realización de estas mediciones fue un
potenciostato/galvanostato Squidstat Plus (Admiral Instruments) monocanal con EIS
(Electrochemical Impedance Spectroscopy) de hasta 1 MHz y 1%/1° de precisión a
1mΩ (Figura A.12). Con modos de funcionamiento de galvanostato, potenciostato,
ZRA (Zero Resistance Ammeter) y FRA (Frequency Response Analyzer).
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Anexo B Resultados adicionales

Figura S1. Espectros survey XPS de muestras de N-MWCNT. (a) MW, (b) N-MW-1, (c)

N-MW-2, (d) N-MW-3 y (e) N-MW-4. En cada figura se indican las concentraciones atómicas

de O, N y C.
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Tabla S1: Datos desconvolucionados para los espectros XPS C 1s de alta resolución de las

muestras MW (arriba), N-MW-1, N-MW-2, N-MW-3 y N-MW-4 y S2 (abajo), que muestran el

tipo de enlace químico , energías de enlace, ancho total a la mitad del máximo (FWHM) y área

integrada (%).

Tipo de enlace químico Energía de enlace
(eV)

FWHM Área integrada %

Muestra MW

C-Fe 283.73785 1.3292 6.08124
C=C (sp2) 284.65186 1.06136 49.83791
C-C (sp3) 285.42583 1.12217 24.78058

C-O 286.2717 1.92752 12.30835
-COOH 288.76717 3.52998 6.99192

Muestra N-MW-1
C-Fe 283.71867 1.07559 5.63533

C=C (sp2) 284.68435 1.0201 44.4459
C-C (sp3) 285.3357 1.42362 26.84226

C-O 286.45013 2.64632 14.06148
-COOH 289.75548 4.74954 9.01502

Muestra M-MW-2
C-Fe 283.72278 0.87517 5.18959

C=C (sp2) 284.57665 0.98996 39.47937
C-C (sp3) 285.20164 1.15646 31.34278

C-O 286.14722 1.82299 15.4585
-COOH 289.2114 3.90468 8.52976

Muestra N-MW-3
C-Fe 283.81552 1.06172 5.02892

C=C (sp2) 284.59011 1.00387 38.69778
C-C (sp3) 285.2247 1.05829 30.27306

C-O 286.21543 1.99618 17.2152
-COOH 289.4749 3.82559 8.78505

Muestra N-MW-4
C-Fe 283.8712 1.1164 4.89423

C=C (sp2) 284.60524 1.0924 35.88846
C-C (sp3) 285.13327 1.32382 32.07895

C-O 286.33045 2.60948 17.86209
-COOH 289.70889 4.47599 9.27627
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Tabla S2: Datos desconvolucionados para los espectros XPS N 1s de alta resolución de las

muestras MW (arriba), N-MW-1, N-MW-2, N-MW-3 y N-MW-4 y S2 (abajo), que muestran el

tipo de enlace químico, energías de enlace, ancho total a la mitad del máximo (FWHM) y área

integrada (%).

Tipo de enlace químico Energía de enlace
(eV)

FWHM Área integrada %

Muestra MW

N-Fe - - -
N-Pyridinic - - -

Amine/amide - - -
N-Pyrrolic - - -

N-Quaternary - - -
N-Ox - - -

Muestra N-MW-1
N-Fe 396.70162 0.88404 3.18943

N-Pyridinic 398.72004 1.714 23.1922
Amine/amide 399.93829 1.54048 25.51953

N-Pyrrolic 401.24157 1.69141 32.46459
N-Quaternary 402.58142 1.49337 15.63425

N-Ox - - -

Muestra M-MW-2
N-Fe 396.50128 0.70928 2.02302

N-Pyridinic 398.68372 1.96511 26.43035
Amine/amide 399.93009 1.62568 25.65786

N-Pyrrolic 401.19352 1.86952 28.71897
N-Quaternary 402.98142 1.48552 7.94003

N-Ox 404.75592 1.522 9.22977
Muestra N-MW-3

N-Fe 396.992 0.93384 1.75301
N-Pyridinic 398.42606 1.80868 20.4311

Amine/amide 399.99223 1.48054 22.67648
N-Pyrrolic 401.23219 1.57986 29.30619

N-Quaternary 402.36317 2.02684 16.74556
N-Ox 405.0821 2.11853 9.08766

Muestra N-MW-4
N-Fe 396.90026 0.99856 1.71866

N-Pyridinic 398.34159 1.5972 19.17547
Amine/amide 399.6866 1.61731 20.79133

N-Pyrrolic 400.95515 1.97588 24.31824
N-Quaternary 402.36556 2.94132 20.42962

N-Ox 405.20314 2.44059 13.56668
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Tabla S3: Datos desconvolucionados para los espectros XPS O 1s de alta resolución de las

muestras MW (arriba), N-MW-1, N-MW-2, N-MW-3 y N-MW-4 y S2 (abajo), que muestran el

tipo de enlace químico, energías de enlace, ancho total a la mitad del máximo (FWHM) y área

integrada (%).

Tipo de enlace químico Energía de enlace
(eV)

FWHM Área integrada %

Muestra MW

Fe(OH)O 530.60358 0.98737 2.72886
O=C 531.84399 1.11611 14.82025

C-O/COO- 532.5882 1.13353 31.18647
C-O-C 533.6117 1.40574 39.73808
-COOH 534.49171 1.58648 11.52634

Muestra N-MW-1
Fe(OH)O 530.57801 0.76696 1.90456

O=C 531.69156 1.2218 16.34318
C-O/COO- 532.6087 1.1713 39.12351

C-O-C 533.63622 1.17489 34.01992
-COOH 534.50128 1.05637 8.60882

Muestra M-MW-2
Fe(OH)O 530.2763 1.21243 5.55791

O=C 531.86174 1.36029 17.46557
C-O/COO- 532.7052 1.11306 33.44734

C-O-C 533.59678 1.09605 25.22001
-COOH 534.35587 1.26255 18.30917

Muestra N-MW-3
Fe(OH)O 530.54092 1.24232 4.19698

O=C 531.86541 1.16367 14.89038
C-O/COO- 532.76301 1.2092 33.08145

C-O-C 533.81729 1.33859 33.65149
-COOH 534.79992 2.01054 14.1797

Muestra N-MW-4
Fe(OH)O 530.43095 1.22831 4.46295

O=C 531.6445 1.39902 17.17957
C-O/COO- 532.6179 1.24937 35.91367

C-O-C 533.60399 1.30539 27.81547
-COOH 534.32348 1.5224 14.62834
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Tabla S4: Datos de análisis EELS de muestras de MWCNT

Muestra Elemento Rango de
integración de
tipo de borde

(eV)

Señal (cuentas) Densidad de área
(átomos/nm2)

Relación
atómica (%at)

MW
C 284.0 - 309.0 7.92e+006 ± 3307 1.62e+016 ± 1.6e+015 100.00 ± 14.1

N 401.0 - 426.0 0.00e+000 ± 1604 0.00e+000 ± 4.2e+013 0.00 ±- 0.4

N-MW-1
C 284.0 - 309.0 3.53e+006 ± 1945 7.22e+015 ± 7.2e+014 96.98 ± 13.5

N 401.0 - 426.0 3.00e+004 ± 1018 2.25e+014 ± 2.4e+013 3.02 ± 0.4

N-MW-2
C 284.0 - 309.0 2.10e+006 ± 1514 4.30e+015 ± 4.3e+014 93.48 ± 12.8

N 401.0 - 426.0 4.01e+004 ± 754 3.00e+014 ± 3.1e+013 6.52 ± 0.9

N-MW-3
C 284.0 - 309.0 2.44e+006 ± 1634 5.00e+015 ± 5.0e+014 91.87 ± 12.5

N 401.0 - 426.0 5.91e+004 ± 829 4.42e+014 ± 4.5e+013 8.13 ± 1.1

N-MW-4
C 284.0 - 309.0 3.12e+007 ± 6331 6.38e+016 ± 6.4e+015 87.70 ± 11.7

N 401.0 - 426.0 1.20e+006 ± 3549 8.95e+015 ± 9.0e+014 12.30 ± 1.6
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Anexo C Artículos publicados y asistencias a
congresos
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