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Nanoparticulas de CuO y
su propiedad
antimicrobiana en cepas
intrahospitalarias

CuO nanoparticles and
their antimicrobial activity
against nosocomial strains

Nanoparticulas de CuO e
sua propriedade
antimicrobiana frente a
cepas intrahospitalares

Resumen

Abstract

Resumo

Empleando un prototipo de reactor, se
sintetizaron nanoparticulas (NPs) de CuO a
través del método de precipitacion a partir de
CuSO,-5H,0 y de Cu(CH,COO0),'H,0. Las
NPs obtenidas fueron caracterizadas mediante
XRD, FT-IR, TEM y SEM. La actividad
antimicrobiana de las NPs se determind
mediante el método de difusion en placa,
colocando 20 mg de NPs de CuO sobre cuatro
cepas intrahospitalarias o nosocomiales
aisladas de la Unidad de Cuidados Intensivos
de un hospital nacional de Lima norte
(Staphylococcus  epidermidis, Aerococcus
viridans, Ochrobactrum  anthropi 'y
Micrococcus lylae). La caracterizacion de las
NPs de CuO demostré que las sintetizadas a
partir de acetato (CuO—Acet) presentaron una
fase pura de CuO, mientras que las
sintetizadas a partir de sulfato (CuO-Sulf)
presentaron dos fases, donde la de CuO
representd mas del 84%. Los dominios
cristalinos del CuO—Acet y CuO-Sulf fueron
15 y 19 nm, respectivamente. Los halos de
inhibicion de las cepas estudiadas fueron
mayores para las NPs de CuO-Sulf que para
las NPs de CuO-Acet; solo para la cepa
Ochrobactrum anthropi se presentaron halos
similares para ambos tipos de NPs.

Using a prototype reactor, CuO nanoparticles
(NPs) were synthetized through the
precipitation  method, starting from
CuSO,-5H,0 and Cu(CH,;COO),-H,0. The
obtained NPs were characterized by XDR, FT-
IR, SEM, and TEM. The antimicrobial
activity of the NPs was determined by the
plate diffusion method, placing 20 mg of NPs
onto four nosocomial strains obtained from
north Lima national hospital Intensive-Care

Unit (Staphylococcus epidermidis,
Aerococcus viridans, Ochrobactrum
anthropic, and Micrococcus lylae). NPs

characterization = revealed  that  those
synthetized from acetate (CuO—Acet) shown
pure CuO phase, while those synthetized from
sulphate CuO—Sulf shown two phases where
CuO was the predominant one, having more
than 84%. The crystal domains for CuO-Acet
and CuO-Sulf were 15 and 19 nm,
respectively. The inhibition halos for the
studied strains were larger for CuO—Sulf NPs
than CuO-Acet NPs, only Ochrobactrum
anthropi displayed similar inhibition halos for
both types of NPs.

Usando um protétipo de reator, sintetizaram-
se nanoparticulas (NPs) de CuO pelo método
de precipitacdo a partir de CuSO,-5H,O e de
Cu(CH,CO0),'H,0. As NPs obtidas foram
caracterizadas por meio das seguintes
técnicas: XRD, FT-IR, TEM e SEM. A
atividade antimicrobiana das NPs foi
determinada pelo método de difusdo em placa,
colocando 20 mg de NPs de CuO sobre quatro
cepas nosocomiais isoladas de uma Unidade
de Terapia Intensiva no hospital nacional de
Lima norte (Staphylococcus epidermidis,
Aerococcus viridans, Ochrobactrum anthropic
e Micrococcus lylae). A caracterizagdo das
NPs de CuO mostrou que as nanoparticulas
sintetizadas a partir do acetato (CuO-Acet)
apresentavam uma fase pura de CuO,
enquanto que as sintetizadas a partir do
sulfato (CuO-Sulf), apresentaram duas fases
sendo a fase maior de CuO, com mais de
84%. Os dominios cristalinos de CuO—Acet y
CuO-Sulf foram 15 e 19 nm, respectivamente.
Os halos de inibi¢do das cepas estudadas
foram maiores para as NPs de CuO-Sulf do
que as NPs de CuO—Acet somente para a cepa
Ochrobactrum  anthropi,  apresentaram-se
halos de inibi¢ao parecidos.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana,
método de difusion en placa, cepas
nosocomiales, nanoparticulas de CuO.
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Introduccion

En la actualidad, se han estudiado las NPs de CuO debido a sus
promisorias propiedades antimicrobianas (/, 2). Asi lo demuestra su
efectividad frente a bacterias como Escherichia coli (3-5),
Pseudomona  aeruginosa (6), Klebsiella pneumoniae (5),
Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium
(7), Proteus vulgaris y Staphylococcus aureus. Ademas, se ha
evidenciado que las NPs de CuO, frente a bacterias como
Micrococcus  luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, muestran una
mayor actividad inhibitoria comparada con el halo de inhibicion
presentado por los hongos como Aspergillus flavus, Aspergillus niger
y Candida albicans (9). Otras investigaciones corroboran el efecto
inhibitorio de las NPs de CuO frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas, donde el tamafio de las nanoparticulas esta
correlacionado con su actividad antimicrobiana (10).

El CuO es usado en la industria cosmética y en prendas textiles
por sus propiedades antimicrobianas. Las fibras impregnadas con
NPs de CuO presentan un amplio espectro antimicrobiano y
antifungico (/1, 12), por tanto, su uso esta siendo desarrollado en
diferentes partes del mundo en el ambito de la salud publica (10, 13).

Investigaciones realizadas sobre telas recubiertas con NPs de
CuO mostraron una efectiva actividad antimicrobiana frente a los
microorganismos E. coli, K. pneumoniae, S. aureus y S. aureus
Meticilina Resistente (MRSA, por sus siglas en inglés), reduciendo
significativamente la presencia de estos microorganismos (11, 14).
También, se han demostrado las propiedades de las NPs de CuO
como agente bactericida frente a bacterias estandares (8, 15-17),
usandose como soporte en materiales inertes, sin embargo, no existen
referencias de su actividad bactericida frente a las bacterias
intrahospitalarias.

Ahora bien, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus
siglas en inglés) reportd que las infecciones nosocomiales o
intrahospitalarias (ITH) actualmente llamadas Infecciones Asociadas
a la Atencion de Salud (IAAS) (/8), son una importante causa de
morbilidad y mortalidad, lo que demuestra una calidad deficiente en
la atencion del sector salud (19).

A finales de 1998, el Ministerio de Salud del Pert promovio la
vigilancia, prevencion y control de las IAAS con la finalidad de
mejorar la calidad de atencion y, por consiguiente, disminuir la
morbilidad, mortalidad y costos hospitalarios (/8). Segtn estudios de
la Direccion General de Epidemiologia del Ministerio de Salud del
Peru, se reportaron tasas de prevalencia de IAAS de 4,8% para el
2014 y 3,9% para el 2015 (20). Por tanto, la toma de medidas de
bioseguridad en un medio donde se cuenta con pocos recursos
econoémicos y con alta presencia de las TAAS tiene vigencia e
importancia en la actualidad (20), teniendo en cuenta que el gasto por
paciente que reingresa al hospital es de alrededor de 150000 nuevos
soles (21) (aproximadamente 45000 USD), cantidad que podria
ahorrarse si se evitan los reingresos y por ende las complicaciones de
los pacientes.

Por otro lado, actualmente el Pert es el segundo productor de
cobre a nivel mundial y, en el mercado nacional, es viable acceder a
sales de cobre de grado técnico para uso industrial a muy bajos
costos. El tratamiento de estas sales, para darles un valor agregado,
es un aspecto de desarrollo tecnolégico importante a nivel nacional.
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Por tanto, en el presente trabajo se estudio la sintesis de CuO,
utilizando un prototipo de reactor disefiado para producir hasta 100 g
de NPs. Adicionalmente, se evalu6 la impregnacion de estas NPs en
textiles de algodon, como respuesta a la problematica nacional de
salud relacionada a las IAAS.

Materiales y métodos

Sintesis de las nanoparticulas de CuO

La sintesis se realizdo mediante el método de precipitacion (/6): se
preparon soluciones acuosas de 0,02 M a partir de sales precursoras
de acetato de cobre monohidratado (Cu(CH,COO),-H,0) de grado
quimicamente puro, Merck Millipore, Alemania y sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO,-5H,0) de grado técnico suministrado por la
empresa J.A. Elmer, Perl. Luego cada solucién de sal precursora
preparada se vertié en un reactor piloto de acero inoxidable (33” de
altura, 15” de diametro, motor de 1720 revoluciones por minuto
(rpm) y 0,37 kW de potencia, calentador por inmersiéon Rotkappe™
de marca MAZURCZAK) tal como se muestra en la Figura 1. La
reaccion se inici6 en 100 °C con agitacion vigorosa de 500 rpm,
luego se agregd una soluciéon de 0,1 M de hidroxido de sodio
(NaOH) con 99,0% de pureza de la marca Merck Millipore,
Alemania. Inmediatamente, se observd la formaciéon de un
precipitado marrén y para completar la reacciéon se mantuvo el
sistema en agitacion por 5 min. Posteriormente, el reactor fue
vaciado y las NPs de CuO fueron lavadas 3 veces con agua destilada
y secadas a 80 °C. Las NPs de CuO obtenidas a partir de las sales
precursoras de Cu(CH,COO),H,0 y CuSO,5H,0 fueron
denominadas de CuO-Acet y CuO-Sulf, respectivamente.

Figura 1. Esquema del reactor usado para la sintesis de las nanoparticulas de CuO. (a) motor, (b)
calentador, (c) aislamiento térmico, (d) ingreso de reactivos, (¢) deflector, (f) agitador, (g) pilares
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Difracciéon de rayos X

El estudio estructural de las NPS de CuO se realiz6 por difraccion de
rayos X empleando un difractometro PANalytical X'Pert Pro con una
radiacion CuK a (A = 1,5406 A), equipado con un contador de
centelleo y un monocromador de grafito a la salida del haz
difractado. Los datos se recolectaron en un rango de 20° <20 < 120°
con 0,02 ° de ancho de paso y una tasa de conteo no menor de 15 s
por paso. El ajuste del difractograma se realizé por el método de
Rietveld, utilizando el programa FullProf (22).

Microscopia electronica

La caracterizacion morfoldgica de las NPS de CuO se realizd por
microscopia electronica de barrido de emision de campo (FEGSEM
por sus siglas en inglés), utilizando el microscopio electrénico Zeiss
LEO 982 GEMINI, operado a 3 kV. Del mismo modo, se utilizd
microscopia electrénica de barrido y transmision (STEM/TEM)
empleando un microscopio electrénico de emision de campo de alta
resolucion JEOL JEM-2200FS operado a 200 kV con corrector de
aberracion esférica en modo STEM.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Otra caracterizacion de vibracion molecular de las NPs de CuO se
llev6 a cabo por espectroscopia infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR), empleando un espectrofotometro IR Prestige-21
Shimadzu utilizando la técnica de reflectancia atenuada total (ATR)
con rango de analisis de 4000 a 400 cm™.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizé el
muestreo de 432 superficies correspondientes a tres areas de UCI:
Emergencia (12 muestras), Quirtrgico (12 muestras) y Neonatologia
(12 muestras). En cada unidad se realizd el hisopado de tres
superficies diferentes tomando cuatro ejemplares de cada una de
ellas (manijas, barandas, incubadoras e historias clinicas). Las
muestras obtenidas fueron sembradas en medios de cultivo Agar
Tripticasa de Soya (TSA) y Agar MacConkey e incubadas a 37 °C
por 24 h. Finalmente, se realizo el recuento bacteriano en Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) y cada una de las colonias diferentes
fue repicada (accion de trasplantar de un medio de cultivo a otro) en
TSA para su posterior identificacion.

La identificacion de los microorganismos se realizo por pruebas
bioquimicas convencionales. Para la identificacion de las bacterias
Gram positivas se realizd la busqueda de las enzimas oxidasa,
catalasa, coagulasa y DNasa, tipos de hemolisis, fermentacion del
manitol, susceptibilidad a la bacitracina (0,04 Ul — Unidad
Internacional) y optoquina (clorhidrato de etilhidrocupreina) 5 ug,
logrando determinar el género bacteriano.

En el caso de las bacterias Gram negativas se realizaron pruebas
para determinar el tipo de fermentacion a los carbohidratos como
glucosa, lactosa y sacarosa a través del medio bioquimico Agar
Triple Azucar Hierro (TSI), presencia de la enzima lisina
descarboxilasa (LIA), presencia de motilidad y produccion de indol
(medio SIM), utilizacion de citrato como unica fuente de carbono y
presencia de acetil-metil-carbinol (acetoina) e hidrolisis de la urea
(23).
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Finalmente se aplico el sistema de identificacion multipruebas
Analytical Profile Index (API) de la empresa Biomérieux: API
Staph, API Strep para identificar bacterias Gram positivos, API 20E
para la Familia Enterobacteriaceac y API NE para las bacterias no
fermentadoras (24).

Para determinar la actividad antimicrobiana de las NPs de CuO
se utilizé el método de difusion en placa empleado en el Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés,)
(25). Este método es una modificacion del método cilindro placa de
cultivo de la Farmacopea Americana USP 32 (26), donde la
inhibicion bacteriana, mediante la difusion del principio activo de la
muestra a probar en un medio de cultivo sélido, es evidenciada con
la formacion de halos de inhibicion (25, 27). Se utiliza, ademas, un
cilindro de acero de 6 mm de diametro que se ubica al centro de la
placa, y dentro del cual se vierte un peso determinado de las
nanoparticulas (para este trabajo fue 20 mg), permitiendo que estas
se distribuyan unicamente en el diametro del cilindro (28).

Para cada una de las cepas intrahospitalarias aisladas e
identificadas (Staphylococcus epidermidis, Aerococcus viridans,
Ochrobactrum anthropi 'y Micrococcus Ilylae), se prepar6 un inoculo
con una turbidez equivalente a 0,5 de la escala de Mac Farland (29)
(1,5x10® UFC/ml) y se sembré por duplicado sobre la superficie del
medio de cultivo TSA, con ayuda de un hisopo estéril.
Posteriormente, en el centro de la placa con TSA se coloco el
cilindro de acero para inmediatamente afiadir 0,02 g de NPs de CuO.
Al finalizar, las placas se dejaron incubar a 37 °C por 24 h.

Aquellas cepas que presentaron halos de inhibicion fueron
medidas en mm con ayuda de un Vernier de marca Stanley
Hardened. Se realiz6 el mismo procedimiento con los controles:
como control positivo se tenian discos impregnados con 100 pL de
desinfectante a base de amonio cuaternario (dilucion 1/30), utilizado
actualmente en el sector salud; como control negativo, se emplearon
discos impregnados con 100 puL de agua destilada estéril. Todas las
siembras fueron realizadas por duplicado para cada uno de los
controles.

Resultados y discusion

Difraccion de rayos X

La Figura 2 muestra los patrones de difraccion de rayos X de las NPs
CuO-Acet y CuO-Sulf. CuO-Acet solamente muestra los picos de
difraccion correspondiente al CuO, mientras que CuO-Sulf, muestra
una segunda fase, identificada como Cu,SO,(HO), (16%). La fase de
CuO en ambas muestras present6 una ligera orientacion preferencial
del plano (001), cuya intensidad es mayor que la que corresponde a
una muestra de CuO sin orientacion preferencial.

Los parametros de red a, b, c y B de la celda monoclinica del
CuO fueron determinados por el refinamiento Rietveld de los datos,
usando el modelo y estructura inicial segin Asbrink y Norrby (30).
Se tuvo en cuenta la contribuciéon de los efectos del tamafio y la
tension interna al ensanchamiento del pico de difraccion; ambos
parametros fueron refinados empleando un modelo isotropico. Los
parametros estructurales y microestructurales obtenidos del
refinamiento Rietveld son mostrados en la Tabla 1.

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 28-36.
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Figura 2. Difractogramas de rayos X de nanoparticulas de CuO obtenidas de (a) Cu(CH,CO0),H,0, (b) CuSO,5H,0

Tabla 1. Valores de los parametros de red, tamafio de cristalito promedio, D, y microtension promedio, €, para las muestra de NPs obtenidas (solo de la fase de CuO)

a(A) b (A) c(A) B(°) D nm g *
CuO-Acet | 4,6902 (1) | 3,4282(1) | 5,1384(1) |9934(1) |15,76(1) | 50,53(4)
CuO-Sulf | 4,6944 (1) | 3,4247(1) | 5,1431(1) | 99,40 (1) | 1920 (1) | 64,41(4)

Estos picos, indexados respecto al sistema cristalino monoclinico
(grupo espacial C2/c ), archivo N° 45 — 0937 de la base de datos del
International Centre for Diffraction Data (ICDD), son caracteristicos
de las NPs de CuO (8). La medida del tamafio del cristalito fue
estimado del refinamiento de Rietveld y la formula de Scherrer, con
valores de 15 y 19 nm para las NPs de CuO-Acet y CuO-Sulf,
respectivamente.

Microscopia electrénica

En la Figura 3 se muestra la caracterizacion morfoldégica por SEM de
las NPs sintetizadas a partir de dos tipos de sales precursoras. En las
Figuras 3a y 3b se muestran imagenes a baja (200 kX) y alta (400
kX) magnificacion, obtenidas con electrones secundarios de las NPs
de CuO-Acet, donde se observan conglomerados de particulas
cristalinas de apariencia redondeada con tamafos relativamente
heterogéneos que varian entre 20 y 100 nm. Las micrografias de las
Figuras 3¢ y 3d muestran la morfologia de las NPs de CuO-Sulf.
Estos cristales forman conglomerados laminares, cada uno de ellos
tiene particulas alargadas de varios tamafos que van entre 10 y 110
nm.

Las imagenes de la Figura 3 muestras dos morfologias que
diferencian las NPs de CuO-Acet y CuO-Sulf. Con la primera sal
precursora los aglomerados de CuO son mas redondeados que con
las obtenidas por la segunda, y presentan aglomerados laminares de
CuO alargados (forma de varillas).

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 28-36
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Figura 3. Micrografias electronicas de emision de campo de las nanoparticulas de CuO a
magnificaciones de (a, ¢) 200,000x y (b, d) 400,000x para muestras obtenidas a partir de
Cu(CH,CO0),H,0 y CuSO,5H,0, respectivamente
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Para determinar con mayor detalle las formas y la cristalinidad
de las particulas que conforman los conglomerados, se estudiaron las
muestras mediante STEM. Las imagenes se adquirieron en modo de
campo claro y contraste Z. La Figura 4 muestra las NPs de CuO-
Acet, las imagenes en campo claro (Figura 4a) y contraste Z (Figura
4b) muestran la forma de las particulas que conforman los
aglomerados de tamafio uniforme, en forma prismatica, cuyo ancho
es ~15 nm y largo de ~20 nm.

Figura 4. Micrografias electronicas de las nanoparticulas de CuO obtenidas de Cu(CH,COQ),H,0:
(a) campo brillante, (b) campo oscuro (c) espacio d, (d) patron de difraccion de nano haz

La imagen de la Figura 4c muestra a mayor magnificacion la
cristalinidad de las particulas. En esta imagen se ven distancias
interplanares que corresponden al CuO, cuyos valores estan
marcados en la imagen. El patron de difraccion de electrones (Figura
4d) corrobora la cristalinidad de las particulas, cuyas intensidades
indexan con CuO. Se indican los indices de Miller en la imagen. Esta
informacion es concordante con lo encontrado por XRD.

Figura 5. Micrografias electronicas de las nanoparticulas de CuO obtenidas de CuSO,H,0:
(a) campo brillante, (b) campo oscuro, (c) espacio d, (d) patron de difraccion de nano haz

La Figura 5 muestra en detalle la morfologia y la cristalinidad
de las NPs de CuO-Sulf; también la imagen en campo claro (Figura
5a) y contraste Z (Figura 5b) muestran el crecimiento alargado de las
particulas de CuO-Sulf, con diametro de ~10 nm y longitud de ~80
nm. Del mismo modo, la Figura 5c muestra las distancias
interplanares de las particulas, cuyos planos cristalinos pertenecen al
CuO. El patréon de difraccion de electrones muestra intensidades
semi-continuas a lo largo del circulo que muestran un crecimiento
textural de las NPs, debido a la monocristalinidad de cada una de las
particulas alargadas.

Ademas de estas particulas, la Figura 6 muestra la imagen de una
particula laminar que no fue encontrada en las imagenes por SEM.
La imagen de campo claro (Figura 6a) y campo oscuro (Figura 6b)
muestran que se encuentra con las particulas alargadas; la intensidad
uniforme en la particula laminar muestra que tiene un espesor
uniforme. En el patrén de difraccion de electrones (Figura 6¢) se
observan intensidades puntuales bien marcadas, las cuales
corresponden a la fase de CuSO,-H,0, cuyos indices de Miller estan
en color verde; las otras intensidades provienen de las particulas
alargadas.

Figura 6. Micrografias electronicas de las particulas CuSO,H,0 presentes junto con las
nanoparticulas de CuO: (a) campo brillante, (b) campo oscuro, (¢) patron de difraccion de nano haz

A partir de estas imagenes por microscopia electronica de
transmision, puede observarse que la sintesis de NPs prismaticas se
forma con el precursor acetato y, en el caso de las particulas
alargadas y laminares monocristalinas, con el precursor sulfato.
Usando diferentes tipos de precursores fue posible obtener particulas
con morfologias diferentes.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

En la Figura 7 se observa el espectro de transmision de las NPs (a)
CuO-Acet y (b) CuO-Sulf. Tanto para las Figuras 7a y 7b las bandas
formadas entre 2500 a 4000 cm™ son principalmente atribuidas al
modo stretching del enlace O-H en la superficie de las NPs de CuO.
Ademas de ello, para ambos espectros la banda formada alrededor de
1640 cm™ es correspondiente al modo bending del agua (12, 31).

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 28-36.
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En la Figura 7a las bandas en 1550 cm™ y 1410 cm™ se pueden
atribuir al modo stretching del —COO y modo bending del —CH,
respectivamente (/2, 3/). Las bandas entre 800 a 1250 cm™,
especificamente en 1122 cm™ y 1085 cm™ de la Figura 7b pueden ser
correspondientes a los modos de vibracion del CuSO,-H,O
remanente sin reaccionar (32). Las bandas de absorcion infrarroja en
valores menores que 700 cm™ muestran los modos de vibracion
caracteristicos de las NPs de CuO. Las bandas en 473 cm” y 597
cm de la Figura 7a y las bandas en 477 cm™ y 592 cm™ de la Figura
7b corresponden al modo de vibracion stretching del enlace Cu-O
(12, 33).
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Figura 7. Espectros infrarojo con trasnformada de Fourier de nanoparticulas de CuO:
(a) Cu(CH,CO0),;H,0, (b) CuSO,;H,0

Actividad antimicrobiana

De la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se observd que los
halos de inhibicién para el control positivo para Staphylococcus
epidermidis, Aerococcus viridans, Ochrobactrum anthropi 'y
Micrococcus lylae fueron de 21, 18, 7 y 19 mm, respectivamente,
mientras que para el control negativo fue de 6 mm para todas las
bacterias estudiadas. En la Figura 8 se muestra la formacion de halos
de inhibicion para las nanoparticulas de CuO-Acet para bacterias: (a)
Staphylococcus epidermidis (12 mm), (b) Aerococcus viridans (10
mm), (¢) Ochrobactrum anthropi (16 mm) y (d) Micrococcus lylae
(14 mm). Las nanoparticulas de CuO-Sulf presentaron los siguientes
halos de inhibicion: (e) Staphylococcus epidermidis (17 mm), (f)
Aerococcus viridans (13 mm), (g) Ochrobactrum anthropi (16 mm) y
(h) Micrococcus lylae (16 mm); la Tabla 2 muestra un resumen de
estos datos.
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También se visualiza claramente la presencia de un color azulado
oscuro alrededor de las NPs, lo que indica un proceso de formacién
de complejos de Cu** en el medio agar. Los iones del Cu** para el
caso de las NPs CuO-Acet, probablemente corresponden a un
proceso de disolucion de los atomos externos de las NPs. Para el
caso de las NPs CuO-Sulf, se puede esperar que los Cu*" provengan
también de la fase Cu,SO,(HO);.

Tabla 2. Valores de los diametros de los halos de inhibicion (mm) para las diferentes cepas intra-
hospitalarias enfrentadas a las NPs de CuO obtenido de diferentes reactivos. Se presentan
también los valores para los controles positivo (desinfectante a base de amonio cuaternario
diluido en 1/30) y negativo (agua destilada)

CuO-Acet CuO-Sulf Control Control
Cepa intrahospitalaria (mm) (mm) positivo negativo
(mm) (mm)
Staphylococcus epidermidis 12 17 21 6
Aerococcus viridans 10 13 18 6
Ochrobactrum anthropi 16 16 7 6
Micrococcus lylae 14 16 19 6

Una posible explicacion a la inhibicion bacteriana por parte de
las nanoparticulas de CuO podria ser la interaccion directa que se
estaria dando con la superficie de la membrana externa de la
bacteria. En este contexto, estudios realizados con 6xidos metalicos
sugieren que la actividad antimicrobiana estaria dandose por las
especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
producidas por la presencia de estos Oxidos. Alli, las especies de
oxigeno estarian interactuando con la membrana celular de la
bacteria y permitiendo el ingreso de las nanoparticulas a la célula
(34). Otros estudios realizados observan que el efecto antimicrobiano
de estas nanoparticulas aumenta con la concentracion utilizada, por
lo que probablemente esta inhibicion se deba al aumento de
interrupciones generadas por las nanoparticulas de CuO en la
superficie de la membrana de la célula generando asi un mal
funcionamiento de los componentes de la célula tales como el ADN,
lipidos, peptidoglicanos y proteinas (34, 35).

Muchos investigadores afirman que el mecanismo esencial para
la citotoxicidad que generan las nanoparticulas es la liberacion de
iones Cu** que reaccionan con los grupos tiol (SH) de las proteinas
presentes en la superficie de la membrana de la célula bacteriana.
Estas proteinas sobresalen de la membrana celular, permitiendo el
transporte de nutrientes a través de la pared celular. Las
nanoparticulas estarian inactivando estas proteinas, reduciendo la
permeabilidad de la membrana y llevando a la célula a la muerte (36,
37).

En este trabajo, la liberacion de los iones Cu** podria proceder
mas facilmente de las NPs de CuO-Sulf, dado que en ellas se
encuentra también una pequeiia cantidad de Cu,SO,(HO), el cual,
por su forma hidratada, interactia mas facilmente con el medio agar,
a diferencia de las NPs de CuO-Acet.
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Figura 8. Actividad antimicrobiana de nanoparticulas de CuQ obtenidas de (a-d) Cu(CH,CO0),H,0, (e-h) CuSO,5H,0
Otros trabajos de investigacion han demostrado que las células Conclusiones

bacterianas, luego de la fijacion inicial a una superficie, se mantienen
unidas por un polimero extracelular y forman una biopelicula.
Entonces, suprimir la formacion de la biopelicula es una forma de
prevenir o evitar el crecimiento de las bacterias (38). Asi, se ha
observado que recubrimientos delgados de ZnO que tienen una
superficie compuesta de agujas de tamafio nanométrico, pueden
penetrar en la membrana celular cuando estan en contacto. Ademas,
tales caracteristicas de la estructura superficial de la pelicula de ZnO
afecta la ltima etapa del desarrollo de la biopelicula. Por lo anterior,
el efecto combinado de las caracteristicas nanoscopicas de la aguja y
las propiedades antibacterianas del ZnO son los responsables del
menor nimero de bacterias en una superficie (39, 40). Se puede decir
entonces, de manera analoga, que la morfologia alargada y laminar
de las NPs de CuO-Sulf favorece la interaccién de estas con la
membrana celular de las bacterias a diferencia de las NPs de CuO-
Acet que presentaron forma globular.
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La caracterizacion de las NPs de CuO demostré que cuando son
sintetizadas a partir de Cu(CH;COO),"H,O presentan una fase de
CuO pura, mientras que si se sintetizan a partir de CuSO,-5H,0
presentan dos fases, siendo la fase mayoritaria de CuO. Lo anterior
puede deberse a la pureza grado técnico de la sal precursora. Sin
embargo, se puede observar que ambos tipos de NPs tienen un efecto
antimicrobiano frente a las diferentes cepas intrahospitalarias de un
hospital nacional de Lima norte.

Los halos de inhibicién de las cepas estudiadas fueron mayores
para las NPs de CuO obtenidas a partir de CuSO,-5H,0 que para las
obtenidas a partir de Cu(CH,COO),'H,O; solo para la cepa
Ochrobactrum anthropi presentan halos similares. Este hecho se
sustentaria, no solo en la pureza del CuO, sino también debido a que
la morfologia de las NPs de CuO de formas alargadas y laminares,
obtenidas a partir de CuSO,5H,0, podrian dafiar con mayor
facilidad la membrana celular de las bacterias, lo que conllevaria a la
inactivacion de las mismas.
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