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RESUMEN

La resistencia bacteriana a multiples farmacos representa una amenaza creciente para la salud
publica, especialmente en entornos donde la desinfeccion es critica. Una estrategia prometedora
frente a este problema es el uso de superficies antimicrobianas. El acero inoxidable,
ampliamente utilizado en diversos contextos, puede mejorarse mediante la incorporacion de
nanoparticulas de oro y platino, conocidas por sus propiedades antimicrobianas. Este estudio
evalu6 superficies de acero inoxidable modificadas con nanoparticulas (oro, platino y
oro/platino) aplicadas mediante pulverizacion catddica, un método eficaz para crear
recubrimientos delgados y duraderos. La actividad antimicrobiana se analizd frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, antes y después
de la limpieza con detergente y la esterilizacion por calor himedo. Los resultados muestran una
mayor eficacia en las superficies tratadas con nanoparticulas de oro y oro/platino. Para
garantizar la validez de los resultados, se confirmé la conservacion de las caracteristicas
morfologicas, metabolicas y fenotipicas de Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylococcus aureus,
asegurando que los efectos observados se debieran exclusivamente a la interaccion bacteria-
material. La caracterizacion estructural y composicional demostr6 que la pulverizacion catddica
permite la deposicion parcial y controlada de nanoparticulas metélicas, generando superficies
heterogéneas adecuadas para estudios de interaccion bacteriana. Los ensayos evidenciaron una
actividad antibacteriana significativa en todos los recubrimientos, dependiente tanto del tipo de
nanoparticula como de la especie bacteriana. En particular, los recubrimientos bimetéalicos Au/Pt
presentaron el mayor efecto inhibitorio previo al tratamiento térmico, con reducciones
bacterianas cercanas al 99 %, lo que sugiere un efecto sinérgico entre ambos metales. Sin
embargo, tras los procesos de limpieza y esterilizacion a 121 °C, se observo una disminucion de
la actividad antibacteriana, especialmente en los recubrimientos Au/Pt, mientras que los
recubrimientos monometalicos de Au y Pt mantuvieron una eficacia elevada, principalmente
frente a P. aeruginosa. Estos resultados indican que, aunque los recubrimientos con
nanoparticulas de Au y Pt poseen un alto potencial para aplicaciones antimicrobianas, es
necesario optimizar la estabilidad térmica, mecénica y adhesiva de los sistemas bimetalicos para

su implementacion en condiciones reales.



1. INTRODUCCION

La proliferacion de infecciones bacterianas resistentes a multiples firmacos representa un
desafio significativo para la salud publica, especialmente en entornos donde la higiene y la
desinfeccion son fundamentales. Entre las diversas estrategias para combatir estas infecciones,
el desarrollo de materiales antimicrobianos ha emergido como una soluciéon prometedora. En
este contexto, las superficies de acero inoxidable (ampliamente utilizadas en entornos
hospitalarios, domésticos, industriales y publicos) ofrecen una base ideal para la incorporacion
de nanoparticulas con propiedades antimicrobianas, capaces de inhibir el crecimiento de
patogenos. Las nanoparticulas de oro y platino, conocidas por su capacidad para interactuar con
las membranas celulares bacterianas, inducir estrés oxidativo y alterar procesos metabolicos
esenciales, han sido objeto de numerosos estudios. Uno de los enfoques clave para incorporar
estas nanoparticulas en superficies de acero inoxidable es la pulverizacion catodica (sputtering),
un proceso fisicoquimico de deposicion en fase vapor. Este método permite la formaciéon de
capas delgadas sobre un sustrato mediante la expulsion de 4tomos o moléculas de un blanco
(material objetivo) bajo la accion de un campo eléctrico. La pulverizacion catodica resulta
especialmente eficaz para la incorporacion controlada de nanoparticulas, como las de oro y
platino, en matrices metalicas, lo que le confiere a las superficies propiedades antimicrobianas
mejoradas y una mayor durabilidad frente a la contaminacion bacteriana. En este estudio, se
evalua la actividad antimicrobiana de superficies de acero inoxidable modificadas mediante la
deposicion de nanoparticulas de oro, platino y su combinacion (oro/platino), obtenidas a través
del método de pulverizacion catddica. Las pruebas se realizaron antes y después de someter las
superficies a un proceso de limpieza con un detergente comercial y a una esterilizacion por calor
himedo (121 °C, 15 minutos, 15 psi). Los patdégenos seleccionados para el ensayo fueron
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, debido a su
implicacion en numerosos procesos infecciosos, su capacidad para colonizar distintas
superficies y su resistencia a una amplia gama de antibidticos y desinfectantes. Para la
evaluacion de las ldminas de acero inoxidable modificadas se utiliz6 el método estandarizado
de la norma ISO 22196:2011. La viabilidad bacteriana se determind mediante el método de
goteo en placa. Los resultados obtenidos muestran una mayor eficacia antimicrobiana en las
superficies recubiertas con nanoparticulas de oro y de oro/platino, tanto antes como después de

los tratamientos de limpieza y esterilizacion.



2. MARCO TEORICO

Los microorganismos se desplazan en el ambiente de diversas maneras, en forma pasiva
(bioaerosoles) (Mohajeri ef al., 2019), contacto directo entre dos objetos animados (Wu et al.,
2022) y fomites (Jaradat et al., 2020). Algunos microorganismos pueden mantener su potencial
patdégeno mientras estan fuera de su huésped durante dias e incluso semanas en superficies
inanimadas como plasticos y metales, a menudo consideradas superficies “higiénicas” (Cai et
al., 2022). El depdsito de microorganismos en diferentes tipos de superficies es un aspecto
crucial en la gestion de la contaminacion y la prevencion de infecciones, especialmente en
entornos hospitalarios, domésticos, industriales y publicos. El contacto con estas superficies
puede llevar a la transmision de infecciones, especialmente en lugares donde la higiene es
critica. Algunos microorganismos pueden sobrevivir y proliferar en superficies metalicas
durante periodos prolongados, aumentando el riesgo de infecciones. Las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana permiten evaluar la eficacia de estos nuevos materiales y recubrimientos,

proporcionando datos valiosos para la investigacion y el desarrollo.

2.1. Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) constituye una amenaza global significativa. Segin
declaraciones del secretario de Salud, Jorge Alcocer Varela, en la 2.da Cumbre Internacional
del Sector Salud (COISS), se estima que en 2019 esta problematica fue responsable de
aproximadamente un milléon 270 mil muertes a nivel mundial. El secretario subray6 que el uso
eficaz de los antibidticos estd comprometido por la creciente resistencia de bacterias, virus,
hongos y parasitos, lo que ha dificultado su tratamiento con los medicamentos disponibles. En
Meéxico se reportaron mas de tres millones de casos de infecciones resistentes a tratamientos
durante el afio 2021, lo cual resulto en mas de 48 mil fallecimientos. Entre las bacterias
responsables de RAM se encuentran las bacterias Grampositivas como: Staphylococcus aureus
y las Gramnegativas, como Enterobacteriaceae, Pseudomona aeruginosa y Acinetobacter
baumanii, estas son las bacterias que se encuentran con mayor frecuencia en las infecciones
humanas, por lo que el desarrollo de antibidticos nuevos, efectivos y la creacion de alternativas

de materiales antimicrobianos contra estas bacterias es de cardcter prioritario (Secretaria de



Salud, Gobierno de México, 2024). Las bacterias multirresistentes a los antibidticos constituyen
un problema de salud mundial, en los ultimos afos, el interés en las nanoparticulas,
especificamente las metalicas, han crecido como potenciales candidatos antimicrobianos

(Gouyau et al., 2021).

2.2. Pseudomona aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria heterotrofica, movil, Gram negativa, con forma de baston, de
aproximadamente de 1 a 5 pm de largo y de 0.5 a 1.0 um de ancho, aerobio facultativo que crece
mediante respiracion aerdbica y respiracion anaerobica con el nitrato como aceptor final de
electrones, puede crecer anaerObicamente con arginina y tiene capacidades fermentativas
limitadas, crece a 37 °C, pero puede sobrevivir a un amplio rango de temperaturas que van desde
4 a 42 °C. Es una bacteria importante del suelo, también se puede detectar en depdsitos de agua
contaminadas por animales y humanos, asi como también en aguas residuales. Presenta
resistencia a muchas clases de antibidticos y agentes terapéuticos, lo que la convierte en un
problema durante la infeccion, ya que puede resultar dificil de tratar. A menudo se le denomina
un “patdégeno oportunista", porque rara vez infecta a personas sanas. Las personas con sistemas
inmunitarios comprometidos son los principalmente afectados por esta bacteria incluso
pacientes con dispositivos médicos permanentes (Diggle et al., 2020). Pseudomona aeruginosa
puede sobrevivir en el ambiente, en estado planctonico, en una suspension liquida como la
saliva, donde se reproducen rapidamente y son moviles o en estado sésil, adhiriéndose a
superficies naturales o sintéticas, donde las bacterias crecen lentamente y tienen una movilidad
restringida, por lo que forman racimos pegajosos en reordenamientos permanentes por la
secrecion de una matriz adhesiva y protectora conocida como biofilm que aparece como una
respuesta adaptativa a un ambiente inadecuado para el crecimiento en forma planctonica (Tuon
etal., 2022).

2.3. Staphylococcus aureus

Es una bacteria Grampositiva en forma de coco y dispuestas en racimos; en los medios de
cultivo, pueden crecer a temperaturas entre 18 °Cy 40 °C, hasta con un 10 % de sal, son aerobios
o anaerobios facultativos. Las pruebas de identificacion bioquimica tipicas incluyen catalasa

positiva, coagulasa positiva, novobiocina sensible y la fermentacion del manitol positivo. Las



cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la metilcilina (MRSA) son portadoras del gen mec
en el cromosoma bacteriano, confiriéndole resistencia a multiples antibidticos dependiendo del
tipo de casete cromosomico estafilococico (SCC) que transporte. Estas bacterias pueden causar
infecciones invasivas y/o enfermedades mediadas por toxinas. Los mecanismos para la evasion
de la respuesta inmune del huésped incluyen la produccion de una cépsula antifagocitica, el
secuestro de anticuerpos del huésped o el enmascaramiento antigénico por la proteina A, la
formacion de biofilm, la supervivencia intracelular y el bloqueo quimiotéctico de los leucocitos
entre otros. Las infecciones de dispositivos protésicos a menudo estdin mediadas por la
capacidad de las cepas de Staphylococcus aureus de formar biopeliculas y comunicarse
mediante deteccion de quorum sensing dependiente de la densidad celular bacteriana (Howden

et al.,2023; Tong et al., 2015).

2.4. Biopeliculas

Las bacterias existen en forma de células individuales (cé€lulas planctonicas) o en forma de
agregados microbianos (biopeliculas). La biopelicula es una estructura tridimensional compleja
y multicapa, compuesta por diversas células bacterianas, ya sea en estado planctonico o
agrupadas. Estas cé€lulas secretan sustancias poliméricas extracelulares sobre superficies tanto
biologicas como no bioldgicas. Las biopeliculas pueden estar formadas por especies bacterianas
individuales o mixtas. En funcién de las cepas bacterianas involucradas y los factores
ambientales presentes, estas estructuras exhiben propiedades fisicoquimicas variables (Joshi ef
al., 2020). La palabra "biopelicula" originalmente se referia al biomaterial en una superficie, sin
embargo, las bacterias agregadas no adheridas a la superficie también se han reconocido como
biopeliculas. Las infecciones crénicas por biopeliculas se dividen a su vez en infecciones
asociadas a la superficie o no asociadas a la superficie. Las infecciones asociadas a la superficie
se observan comunmente en pacientes con implantes o dispositivos médicos. Las infecciones
no asociadas a superficies incluyen infecciones que se han asociado con infecciones agudas que
se pueden tratar con antibidticos, aunque el tratamiento exitoso depende en gran medida de un
diagnostico preciso y rapido (Sauer et al., 2022). Algunos autores mencionan que en los casos
en que las bacterias forman biopeliculas dentro del huésped, la infeccion es a menudo intratable
y se convierte en un estado cronico (Heiby ef al., 2015). Sin embargo, se sugieren que la

diferencia entre las bacterias en infecciones agudas y cronicas se debe a la actividad metabolica
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mas que a la agregacion (Kolpen et al., 2022). En el ambiente, las biopeliculas bacterianas se
han asociado con una mayor proteccion contra el estrés, la desecacion y la presencia de
compuestos toxicos. Ademas, la retencion de enzimas en la matriz de la biopelicula mejora la
eficiencia y la diversidad de la descomposicion de la materia organica; la formacion de
biopeliculas en las raices de las plantas y las células fungicas puede promover la adquisicién y
el transporte de nutrientes (Sauer et al., 2022). Las biopeliculas bacterianas son complejas
comunidades de bacterias adheridas a la superficie en una matriz autoproducida compuesta
principalmente por sustancias poliméricas extracelulares (EPS), incluyendo proteinas,
polisacaridos, ADN extracelular y otras moléculas (Muhammad et al., 2020). La formacion de
un biofilm es un proceso complejo que se clasifica tipicamente en tres etapas (Arciola et al.,
2018) (figura 1). Las bacterias en un biofilm pueden censar la distancia y el tamafo de los
cumulos bacterianos vecinos utilizando quoérum-sensing (QS) o autoinduccidon, mediante
péptidos inductores. Las bacterias Gramnegativas utilizan la acil-homoserina lactonas y las
bacterias Grampositivas se valen de oligopéptidos procesados que los guia a producir
exopolisacaridos (EPS), que encierra a la comunidad de microcolonias y estabiliza la red de
biofilm. En la etapa de dispersion, la matriz de biofilm puede interrumpirse y las bacterias

pueden migrar a otros sitios (Van Hoogstraten et al., 2024).
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Figura 1. ETAPAS DE LA FORMACION DE BIOFILM. Adhesién. Las bacterias se adhieren
al biomaterial por fuerzas quimicas y fisicas. Maduracion de biofilm. Se produce la matriz de
exopolisacaridos (EPS) y se agregan las células bacterianas. Dispersién y propagaciéon. Un
biofilm maduro puede dispersarse y propagarse a una nueva ubicacion
(Van Hoogstraten et al., 2024).



2.5. Nanoparticulas, nanotecnologia y nanomateriales

Las nanoparticulas y la nanotecnologia representan una revolucién en la ciencia y la
ingenieria, brindando soluciones innovadoras a desafios complejos en una amplia variedad de
campos, su tamafio tan pequeio les confiere propiedades como una mayor reactividad quimica,
propiedades Opticas singulares y una relacion superficie-volumen extremadamente alta, por lo
que los nanomateriales pueden tener propiedades fisicas, quimicas y mecanicas

significativamente diferentes a las de sus contrapartes en mayor escala.

2.5.1. Nanoparticulas (NPs)

Son pequefias particulas con tamafios que varian de 1 a 100 nanémetros. El concepto de un
"nandmetro" fue propuesto por primera vez por Richard Zsigmondy, Premio Nobel de Quimica
de 1925, para caracterizar el tamafio de las particulas, siendo el primero en medir el tamafo de
particulas como los coloides de oro usando un microscopio (Hulla ez al., 2015). Estos materiales
han ganado importancia e interés en los ultimos afios debido a su gran nimero de aplicaciones,
ya que, a esta escala, la materia presenta una disposicion mas compacta de &tomos y moléculas,
generando fendmenos y adquiriendo o mejorando propiedades mecdanicas, eléctricas,
magnéticas, Opticas, cataliticas y antibacterianas. Pueden clasificarse segun su composicion,
forma y tamafio. Los tipos mas comunes de nanoparticulas son metales, 6xidos metalicos,
basadas en carbono y puntos cuanticos. Debido a sus tamafios y propiedades las nanoparticulas
se pueden aplicar en diversos campos, incluyendo la medicina, la electronica, la energia y la
ciencia ambiental. Al reducir su tamafio, las nanoparticulas pueden tener una mayor relacion
superficie-volumen, lo que permite un mayor nimero de atomos o moléculas por volumen, por
lo que se necesita menos material para obtener la misma actividad y exhibir otras propiedades

(Alvarez-Chimal & Arenas-Alatorre, 2023).

2.5.1.1. Clasificacion de las Nanoparticulas (NPs)

En base a las caracteristicas fisicoquimicas, algunas NPs conocidas, se han clasificado en (Khan

et al., 2022):
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a)_Nanoparticulas de carbén. Como los fulerenos y los nanotubos de carbon, cuyo interés

comercial se bebe a su conductividad eléctrica, alta resistencia, estructura, afinidad de los
electrones y versatilidad.

b) Nanoparticulas metélicas. Estan hechas de los precursores de diferentes metales, debido a sus

propiedades, las NPs metalicas encuentran aplicaciones en muchas areas de investigacion.

c¢) Nanoparticulas de ceramica. Son s6lidos no metalicos inorganicos, sintetizados a través del

calor y el enfriamiento sucesivo, se pueden encontrar en formas amorfas, policristalinas, densas,
porosas o huecas, estan siendo de gran interés para los investigadores debido a sus aplicaciones

en catalisis, fotocatalisis, fotodegradacion de tintes y aplicaciones en imagenes.

d) Nanoparticulas semiconductoras. Los nanomateriales semiconductores poseen propiedades
entre metales y no metales y por lo que tienen varias aplicaciones en la foto optica y dispositivos
electronicos.

e) Nanoparticulas poliméricas. Se basan en compuestos organicos, son en su mayoria

nanoesferas, que forman una matriz so6lida donde otras moléculas se adsorben en el exterior de
la superficie esférica o nanocapsulas donde la masa sélida se encapsula completamente dentro
de la particula.

f) Nanoparticulas basadas en lipidos. Contienen fracciones lipidicas y se utilizan en muchas

aplicaciones biomédicas (portadores de farmacos, liberacion de moléculas de ARN en la terapia
del cancer, etc.); una NP lipidica es caracteristicamente esférica con un didmetro que varia de
10 a 1000 nm, poseen un nucleo sélido hecho de lipidos.

Las nanoparticulas son clasificadas también por su composicidon quimica, como
organicas e inorganicas; entre las primeras, se encuentran los dendrimeros, micelas, liposomas,
particulas poliméricas, polimero-cépsulas, ferritina y polimeros mesoporos. En el caso de las
nanoparticulas inorganicas se incluyen, puntos cudnticos, particulas paramagnéticas,
superparamagnéticas, 0xido metalicas y metélicas que suelen estar constituidas por Au, Cu, Ag,
Zn, Pb, Co, Cd, Al203, Si02, Fe;03, TiO2, CuO, CdSn, ZnO y ZnS (ljaz et al., 2020). Los seres
vivos pueden estar expuestos a las nanoparticulas liberadas al ambiente, durante los procesos de
fabricacién o al finalizar el ciclo de vida de los productos. Ademés de la descarga directa, las
nanoparticulas pueden redistribuirse en distintos medios a través de fendmenos naturales, como
el caso de la captacion desde la atmosfera y posteriormente el escurrimiento pluvial, por lo que

es importante conocer la composicion de los materiales, su estabilidad y carga superficial, la
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complejidad de los enlaces y la velocidad de degradacion de cada uno de sus componentes

(Mohamed et al., 2021).

2.5.1.2. Nanotecnologia y nanomateriales

La nanotecnologia puede definirse como la ciencia y la ingenieria involucradas en el disefio,

sintesis, caracterizacion y aplicacion de materiales y dispositivos cuya organizacion funcional

esta en la escala de nanometro o una milmillonésima de metro. A estas escalas, la consideracion

de moléculas individuales y grupos de moléculas que interactuan en relacion con las propiedades

macroscopicas permite tener control sobre la estructura molecular fundamental y las

propiedades quimicas y fisicas macroscopicas (Forrest, 2001). La nanotecnologia produce

materiales de varios tipos a nivel de nanoescala. Los nanomateriales suelen clasificarse respecto

a cuantas de las tres dimensiones (D) espaciales de sus componentes se encuentren en escala

nanométrica: 0D (tiene todas sus dimensiones en nanoescala), 1D (son materiales con una

dimensién que no estd en nanoescala mientras que las otras dos dimensiones estin en

nanoescala), 2D (contienen solo una dimension en nanoescala mientras que las otras dos no) y

3D (los materiales tienen varias dimensiones mas alla de los 100 nm) (Mubarak et al., 2021;

Saleh, 2020; Tiwari et al., 2012) (figura 2).
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Figura 2. Esquema de la clasificacion de los nanomateriales (Saleh 2020).
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Estas caracteristicas pueden influir en las propiedades fisicoquimicas de estas sustancias, por
ejemplo, las propiedades Opticas. Una nanoparticula de oro de 20 nm (Au), platino (Pt), plata
(Ag) y paladio (Pd), tienen color rojo vino, gris amarillento, negro y negro oscuro,
respectivamente. el color de la solucion cambia debido a la variacion en la relacion de aspecto,
el espesor de la monocapa y la concentracion en porcentaje de oro. Las NPs no son moléculas
simples en si, se componen de tres capas: a) La capa superficial, que puede fusionarse con una
variedad de moléculas pequenas, iones metélicos, tensoactivos y polimeros. b) La capa de
proteccion, que es quimicamente diferente del nucleo en todos los aspectos y ¢) El ntcleo, que
es esencialmente la parte central de la NP y generalmente se refiere a la propia NP. Las
caracteristicas de estos materiales han permitido el uso multidisciplinario de los mismos (Khan
et al., 2022). Otro criterio de clasificacion de los nanomateriales depende del método de
obtencion, algunos nanomateriales surgen a partir de fendmenos naturales como erupciones
volcanicas, fuegos forestales, polvos minerales, erosion del suelo o polvos de fuentes cosmicas
o desiertos (Maiti, 2014) o la condensacion y cristalizacion a través de neblina o precipitaciones
(Mohamed et al., 2021). Los nanomateriales manufacturados se clasifican de acuerdo con los
métodos de sintesis, a) método quimico (bottom-up) que consiste en la nucleacion y el
crecimiento de las particulas a partir de los atomos metalicos, que ofrece ventajas en cuanto al
control del tamafio y reproducibilidad y b) método fisico (top-down) si son sintetizados a partir
de macromateriales hasta alcanzar escalas menores (Alvarez-Chimal & Arenas-Alatorre, 2023;

Saleh 2020) (figura 3).
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Figura 3. Esquema de la sintesis de nanoparticula
(Alvarez-Chimal & Arenas-Alatorre, 2023).

13



2.5.1.2.1. Método de Pulverizacion Catddica (Sputtering)

Este procedimiento se emplea ampliamente en la fabricacion de capas delgadas sobre distintos
materiales, asi como en métodos de grabado y analisis técnico. El concepto de sputtering hace
referencia a la eyeccion de atomos por el bombardeo de un sélido o liquido por particulas
energéticas, principalmente iones (Depla et al. 2010). Las particulas en la superficie del material
son expulsadas como resultado de las colisiones de particulas energéticas, las cuales ocurren
tanto de manera elastica como no elastica. Los atomos que se liberan poseen una energia cinética
igual o superior a las energias de enlace, lo que impacta la cinética de crecimiento de las
peliculas y su microestructura. El sistema sputtering de corriente continua incluye un arreglo de
placas paralelas dentro de una cdmara de vacio, el cual es evacuado anteriormente (7.5 X 107
Torr o menor). Para esto se inserta un gas pesado (Argoén) a una presion de trabajo de 107 Torr.
Después se aplica una diferencia de potencial entre el anodo y el catodo con la suficiente energia
para ionizar los 4&tomos de argon, los cuales dan en el blanco y generan electrones secundarios
que a la vez ionizan mas atomos de Ar, generando un proceso de cascada y un plasma. Los iones
de argdn se atraen al catodo y chocan con su superficie (Mastache et al., 2023). La pulverizacion
catodica con magnetron de CC utiliza imanes detras del objetivo para ayudar a atrapar iones con
carga positiva cerca de la superficie del objetivo. El proceso se lleva a cabo en una camara de
vacio, para ayudar a eliminar los contaminantes que interferiran con la pelicula generada. Dentro
de la camara, se introduce un gas inerte de alta pureza, normalmente argon. Cuando se exponen
a una corriente continua o continua pulsada, este gas se ioniza, lo que permite que se produzca
el proceso de pulverizacion catddica. EI material metalico del objetivo actua como polo negativo
(catodo), mientras que el sustrato funciona como polo positivo (anodo). Cuando se aplica una
corriente eléctrica continua al objetivo, se ioniza el gas argon, lo que hace que los iones
colisionen con fuerza con el material del objetivo cargado negativamente. Estas colisiones
moleculares de alta energia desprenden iones metalicos de la superficie del objetivo y los liberan
en el plasma (una mezcla de atomos de gas argdn ionizado y electrones). El sustrato (ahora el
anodo) se encuentra en el camino del flujo de vapor generado por el objetivo, por lo que el vapor
se condensara sobre la superficie y formara una fina capa del material del objetivo (figura 4)

(Jena et al., 2025).
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Figura 4. Diagrama esquematico que ilustra los componentes basicos de un sistema de
pulverizacion catédica (Maurya et al., 2014).

2.5.1.3. Nanoparticulas en superficies de acero inoxidable con aplicaciones antimicrobianas

Desde que Harry Brearley descubri6 el acero inoxidable en Inglaterra en 1913 (Keown, 1984),
se ha convertido en uno de los materiales mas utilizados en la vida diaria, siendo utilizado en
utensilios de cocina, varios tipos de cubiertos, envases de alimentos, cintas transportadoras,
conectores de almacenamiento etc., por lo que en la mayoria de los casos debe estar libre de
contaminantes nocivos como los microrganismos. Sin embargo, la adhesion microbiana a las
superficies de acero inoxidable seguidas de la colonizacion y el crecimiento de células puede
dar lugar a la formacion de biofilms que protegen a los microorganismos de los agentes de
esterilizacion quimica y fisica, como el ozono, el AgNOs; y sus derivados, la luz ultravioleta y
la radiacion (Costerton et al., 1999). Situacidon que incrementa el uso de productos quimicos en
las superficies y mayores costos para desinfectar y esterilizar equipos. Por lo tanto, se necesita
un método antimicrobiano conveniente, eficiente, de bajo costo y a largo plazo para prevenir la

adhesion de la biopelicula sobre el acero inoxidable (Chen et al., 2010).
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2.5.1.3.1. Nanoparticulas de oro y platino como agentes antimicrobianos

En los ultimos afios ha aumentado el interés por la nanotecnologia y sus productos, las
nanoparticulas, se han aplicado en muchos campos, entre ellos la medicina, la veterinaria y la
farmacologia. Un gran avance en nanotecnologia fue el desarrollo de un método fisico para
obtener nanoparticulas de plata, oro y cobre. La fragmentacion de las nanoparticulas aumenta
sus propiedades biocidas en contacto con microorganismos. Las aplicaciones biologicas de los
nanomateriales se deben a su estructura especial y a su superficie activa excepcionalmente
grande, lo que tiene una importancia decisiva en su efecto sobre las células de los
microorganismos. Debido a la mayor superficie de las nanoparticulas en relacion con su masa,
la membrana celular se cubre con una gran cantidad de nanoparticulas, lo que provoca dafios y
deformaciones en las estructuras celulares externas. Cuando las nanoparticulas se unen a los
grupos tiol de los aminoacidos pueden provocar cambios en la conformacion de las proteinas
esenciales, bloquea centros de actividad enzimadtica e impide el intercambio de iones con el
entorno (Wernicki et al., 2014). También se ha demostrado, que las nanoparticulas inducen
alteraciones en los potenciales electroquimicos de la membrana celular de los microorganismos,
lo que puede causar interrupciones significativas en los procesos que tienen lugar en el limite
entre la célula y su entorno (L1, et al., 210). El tamafo y la estructura de las nanoparticulas son
factores que determinan las propiedades biocidas de estas; un alto grado de fragmentacion de
las nanoparticulas de 3 a 10 nm y una estructura triangular son mas efectivas que las

nanoparticulas esféricas o varillas (Akter et al., 2018).

2.5.1.3.2. Nanoparticulas de oro (AuNPs)

La aparicion de organismos resistentes a los farmacos ha aumentado la necesidad de terapias
antibacterianas y antivirales eficaces. Las nanoparticulas de oro (AuNPs) debido a su pequeio
tamano, pueden interactuar eficazmente con virus y bacterias a nivel celular, lo que las convierte
en agentes antimicrobianos eficaces. Las nanoparticulas de oro presentas algunas ventajas sobre

otras nanoparticulas (Kokkarachedu & Sadiku, 2024):
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1. Estabilidad: las nanoparticulas de oro son conocidas por su alta estabilidad, tanto en términos
de propiedades fisicas como quimicas. Son menos propensas a la oxidacion y la degradacion, lo
que las convierte en una buena opcidn para aplicaciones a largo plazo.
2. Biocompatibilidad y no toxicidad: Lo que las convierte en un candidato atractivo para su uso
en aplicaciones biomédicas, como la terapia génica, la administracion de farmacos y la
obtencion de imagenes, sin inducir efectos secundarios nocivos en los organismos vivos.
3. Tamato y forma: es posible sintetizar nanoparticulas de oro en diversas formas y tamafios,
desde esferas y bastones hasta triangulos y estrellas. Sus propiedades se pueden ajustar para
aplicaciones particulares, como su resonancia plasmonica, su actividad catalitica o sus
capacidades de orientacion.
4. Relacion superficie-volumen: Interacciona con gran cantidad de sitios activos debido a la alta
relacion superficie-volumen de las AuNPs.
5. Estabilidad e inercia: Lo que reduce la susceptibilidad al deterioro o la oxidacion. Esto
garantiza su confiabilidad en diversas aplicaciones.
6. Propiedades oOpticas: Tienen caracteristicas Opticas distintivas como resultado de la
resonancia plasmonica superficial localizada (LSPR), lo que tienen implicaciones en la
deteccion, la obtencion de imagenes y la terapia del cancer.
7. Funcionalizacion en superficies: La superficie de las nanoparticulas de oro se puede fusionar
facilmente con varias biomoléculas, lo que permite la administracion dirigida de farmacos.
8. Conductividad: El oro es un excelente conductor de electricidad y las estructuras a nano escala
pueden mejorar aun mas la conductividad eléctrica de las nanoparticulas de oro.
9. Actividad catalitica: Siendo util en una amplia gama de reacciones quimicas y aplicaciones
de catalisis.
10. Conversion fototérmica: Tienen la capacidad de convertir la energia de la luz en calor.
11. Versatilidad: las nanoparticulas de oro encuentran aplicaciones en una amplia gama de
campos, incluidos la medicina, la electronica y la deteccion, debido a su combinacion tnica de
propiedades.

Dentro de las desventajas de las AuNPs encontramos: el alto costo, la toxicidad potencial
al ser utilizadas en altas concentraciones, la formacion de agregados y la estabilidad

(Kokkarachedu & Sadiku, 2024).
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2.5.1.3.3. Nanoparticulas de platino (PtNPs)

Las nanoparticulas de platino (PtNPs) han ganado una atencion significativa en varios campos,
incluidas las aplicaciones médicas, bioldgicas, eléctricas y quimicas, debido a su
biocompatibilidad, estabilidad y quimica de superficie. Las PtNPs exhiben una
biocompatibilidad celular notable, equivalente a la de las nanoparticulas de oro; sin embargo,
poseen un mayor impacto citotdxico, caracteristica que las hace potencialmente valiosas en la
terapia del céancer, ya que los iones de platino pueden interactuar con el ADN e impedir su
replicacion. También tienen propiedades antibacterianas contra patdégenos tanto grampositivos
como gramnegativos. Las aplicaciones de las PtNPs estan determinadas por su forma, tamaio,
dispersion y morfologia; se ha observado que las PtNPs cubicas funcionan como catalizador en
el proceso de adsorcidon y oxidacion de mondxido de carbono (CO) y en celdas de combustible
de membrana de intercambio de protones. Ademas, han encontrado una aplicacion generalizada
en varios procesos de hidrogenacion de o-cloronitrobenceno y cinamaldehido. Dentro de las
ventajas de las PtNPs se encuentran: la actividad catalitica, conductividad eléctrica,
biocompatibilidad y la durabilidad en presencia de diferentes ambientes, teniendo como
principales desventajas, el costo, la toxicidad, su alta reactividad y la formacion de

conglomerados entre otras (Kokkarachedu & Sadiku, 2024).

3. MARCO DE REFERENCIA

Bento de Carvalho y col., en 2024, revisaron investigaciones cientificas, que les dio una
perspectiva de los estudios que usan la norma ISO 22196, considerado el gold standard para
recubrimientos de superficies antimicrobianos y examinaron el estado actual de la técnica en
métodos de prueba antimicrobianos. Se centraron en detectar dificultades y como incluso
pequenas variaciones en los métodos pueden llevar a diferentes resultados, lo que afecta a la
evaluacion de la actividad antibacteriana de un producto en particular (Bento de Carvalho ef al.,

2024).

Zhan y col., en 2022 realizaron un analisis de 27 estudios relacionados con los efectos

antibacterianos de las superficies de material de implantes médicos modificadas con AuNPs,
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encontrando que estos implantes médicos tienen buenos efectos antibacterianos contra bacterias
Grampositivas y Gramnegativas, el cual puede ser mejorado por un laser de radiacion de
infrarrojo cercano (NIR). El efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de oro fue dependiente
de la dosis, siendo aproximadamente el 5 % del contenido de nanoparticulas de oro el mas
favorable para la respuesta inflamatoria, con un tamafio aproximado de 20 nm las mas propicias

para la biocompatibilidad (Zhan et al., 2022).

Chlumsky y col.,, en 2021 estudiaron las propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de paladio (PdNp) y nanoparticulas de platino (PtNP) y su uso potencial en la
industria alimentaria. Las NP se probaron contra los patégenos comunes transmitidos por los
alimentos Salmonella enterica infantis, Escherichia coli, Lysteria monocytogenes 'y
Staphylococcus aureus. Ambas NP redujeron las células bacterianas en logio UFC de 0.3-2.4
(PANP) y 0.8-2.0 (PtNP), siendo las tasas inhibitorias promedio de 55.2-99 % para PANP y 83.8-
99 % para PtNP. Sin embargo, ambas Np parecieran ser menos efectivas para combatir la
formacion de las biopeliculas. Las concentraciones mas efectivas que se evaluaron fueron 22.25-
44.5 mg/L para PANP y 50.5-101 mg/L PtNP. Demostrando sus propiedades antimicrobianas,
ambos tipos de NPs podrian combatir potencialmente patégenos transmitidos por los alimentos

(Chlumsky et al., 2021).

Joshi y col. en 2020, realizaron una serie de investigaciones para comprender las
interacciones moleculares de las nanoparticulas de oro y plata con diversas biopeliculas
bacterianas y los componentes del biofilm (acidos nucleicos, proteinas, polisacaridos y lipidos)
que interactian con las nanoparticulas de oro y nanoparticulas de plata (AuNP y AgNP) a través
de interacciones electrostaticas, interacciones hidrofobicas, interacciones de enlace de
hidrogeno, interacciones de Van der Waals, interacciones ionicas e interacciones aromaticas o
interacciones m-n concluyendo que el desarrollo tecnologico en el area de la nanoterapia durante
las ultimas décadas respalda un enorme potencial de las nanoparticulas de Au y Ag para

desarrollar nuevas aplicaciones antimicrobianas (Joshi et al., 2020)

En 2023 Jiménez-Mejia y colaboradores, llevaron a cabo la biosintesis y caracterizacion
de nanoparticulas de plata (AgNPs) a partir del sobrenadante de un cultivo de Pseudomona
aeruginosa al cual se le adiciono el AgNO3. Se evalud la actividad antimicrobiana en presencia

de Pseudomonas. aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
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Klebsiella neumonie y Lysteria monocytogenes, siendo P. aeruginosa la mas susceptible a las
nanoparticulas de plata y K. neumonie y L. monocytogenes las que mayor tolerancia mostraron
a las AgNPs; concluyendo que el uso de sobrenadante de cultivos de P aeruginosa es una
alternativa de viable para la sintesis ecologica de nanoparticulas de plata, las cuales muestran
actividad antibacteriana contra bacterias Gramnegativas y Grampositivas (Jiménez-Mejia et al.,

2023).

En 2024, Gonzalez-Lopez y col., desarrollaron peliculas a base de una matriz
biopolimérica de quitosano adicionadas con nanoparticulas de plata (AgNPs) (Q-AgNPs),
evaluando sus propiedades fisicomecanicas, fisicoquimicas y microbiologicas para aplicaciones
en el de envasado de alimentos. La combinacion de Q-AgNPs mostro efecto bacteriostatico,
mientras que las AgNPs mostraron un retraso en el inicio de la fase de crecimiento logaritmico
y disminuy6 el crecimiento respecto al control. Las peliculas Q-AgNPs se observaron
homogéneas sin porosidad. El color fue ligeramente mas amarillo y menos luminoso, lo que
podria conferir proteccion de la luz. En el mismo sentido, fueron menos permeables al vapor de
agua lo que puede conferirles una funcion de barrera, ofreciendo un mejor efecto protector de
los alimentos; fueron 9 % mas resistentes a la elongacion, lo cual las hace mas maleables;
concluyendo que las peliculas Q-AgNPs son factibles para aplicarse como recubrimientos o

empaques para alimentos (Gonzalez-Lopez et al., 2024).

En 2022 Abrica-Gonzéalez y Gomez-Arrollo, recopilaron informacion de distintos
estudios sobre aplicaciones de nanoparticulas de 6xido de zinc y 6xido de cobre, la manera en
que pueden detectarse y el como pueden ser captadas y caracterizadas mediante el uso de
plantas. También resalta la importancia de los estudios sobre la toxicidad y los efectos que se
generan a través de la interaccion con distintas especies de plantas, que contribuyen a entender
los diversos mecanismos de toxicidad, interaccion y acumulacion de metales, asi como su
degradacion en el ambiente. También se mencionan alternativas para mejorar la
biocompatibilidad de las nanoparticulas con el ambiente y los organismos (Abrica-Gonzalez &

Gomez-Arroyo, 2022).

En 2023 Lara-Vazquez, evalu6 la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de
cobre activadas con laser diodo contra Enterococcus faecalis para esto se cre6 una solucion

irrigante con nanoparticulas de cobre y las probo a distintas concentraciones (300 pg/ml a 1000
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pug/ml), obteniendo como resultado que en ambos grupos se obtuvo la misma capacidad de
eliminacion bacterias teniendo una concentracién minima inhibitoria de 700 pg/ml (Lara-

Vézquez, 2023).

En este estudio se sintetizaron nanoparticulas de 6xido de calcio (CaO) mediante el
método de precipitacion y se evaluaron sus propiedades antibacterianas. Las nanoparticulas
presentaron una estructura ctbica simple con una pureza del 97.5 %, segtn analisis Difraccion
de Rayos X (DRX). El analisis Espectroscopia de Dispersion de Energia de Rayos X (EDS)
mostr6 una composicion de 52.84 % de calcio, 36.83 % de oxigeno y 10.32 % de carbono. El
tamafo promedio de particula fue de 68—78 nm, determinado por Microscopia de Fuerza
Atomica (AFM). El analisis Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
identifico la vibracion caracteristica del enlace Ca—O en 505 cm™. La actividad antibacteriana
se evaludé mediante microdilucién en caldo frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
determinando la concentracion minima inhibitoria. Los resultados muestran que las
nanoparticulas de CaO tienen buenas propiedades antibacterianas, lo que las convierte en una

alternativa eficaz y sostenible frente a métodos tradicionales (Pérez-Morales, 2025).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el ambito de la salud y la industria, la prevencion de infecciones y la garantia de ambientes
estériles son fundamentales para la proteccion de la Salud Publica y la eficacia de los procesos
industriales. Las superficies de acero inoxidable son comunmente utilizadas en equipos y areas
criticas debido a su durabilidad y facilidad de limpieza. Sin embargo, la persistencia de
microorganismos patégenos en estas superficies puede representar un riesgo significativo,
especialmente en ambientes donde la esterilidad es crucial. Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus son dos patdégenos de importancia clinica y ambiental debido a su
capacidad para causar infecciones graves y su resistencia a multiples antibioticos. Estos
microorganismos pueden sobrevivir y proliferar en superficies de acero inoxidable,
contribuyendo a la transmision de infecciones y la contaminacion cruzada. Las estrategias
actuales para controlar estos microorganismos incluyen el uso de agentes antimicrobianos y
métodos de desinfeccion, pero su efectividad puede verse limitada por la formacion de biofilms

y la multiresistencia emergente de los patégenos.
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5. JUSTIFICACION

En la busqueda de soluciones innovadoras para mejorar el control de infecciones, el uso de
nanoparticulas metalicas ha surgido como una opcioén prometedora. Las nanoparticulas de oro
y platino han mostrado propiedades antimicrobianas en diversos estudios, pero su aplicacion
sobre superficies de acero inoxidable y su efectividad frente a patogenos especificos como
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus ain no estd completamente evaluada. La
incorporacion de nanoparticulas de oro, platino y combinaciones de ambos metales en
superficies de acero inoxidable podria ofrecer un enfoque novedoso para mejorar la actividad
antimicrobiana. La eficacia de estas nanoparticulas en la prevencion del crecimiento y la
proliferacion de microorganismos patogenos en dichas superficies requiere una evaluacion
precisa que determine la estabilidad coloidal de las nanoparticulas en la superficie de acero
inoxidable, considerando factores como la friccion, el uso de surfactantes caseros,
desinfectantes halogenos como el hipoclorito de sodio y la exposicion a ambientes humedos o

corrosivos (esterilizacion en autoclave).

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de superficies de acero inoxidable que han sido tratadas con
depositos de nanoparticulas de oro, platino y combinaciones de oro/platino frente a las bacterias

patogenas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

6.2. Objetivos especificos

e Analizar las propiedades fisicas y quimicas de las superficies de acero inoxidable
recubiertas con nanoparticulas de oro, platino y oro/platino, incluyendo su distribucion,
tamano y estabilidad.

e Evaluar la eficacia antimicrobiana de superficies de acero inoxidable tratadas con

nanoparticulas de oro, platino y oro/platino frente a las cepas bacterianas Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, mediante métodos de
cultivo y conteo de colonias.

e Investigar la estabilidad y durabilidad de las nanoparticulas sobre las superficies de acero
inoxidable, considerando factores como la friccidon, el uso de surfactantes caseros,
desinfectantes hal6genos como el hipoclorito de sodio y la exposiciéon a ambientes
himedos o corrosivos (esterilizacion en autoclave).

e Investigar en la bibliografia los posibles mecanismos de accion de las nanoparticulas de

oro, platino y oro/platino en la reduccion de la viabilidad microbiana.

7. DISENO DE LA INVESTIGACION
7.1. Tipo de estudio

Observacional, prospectivo, transversal y descriptivo.

7.2. Universo del estudio

Cepas bacterianas:

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923

6 placas de acero de inoxidable de 3x3 cm con grosor de un milimetro sin deposito de
nanoparticulas.

18 placas de acero inoxidable de 3x3 cm con grosor de un milimetro, con depositos de

nanoparticulas de oro, platino y oro/platino.

7.3. Tamafo de muestra

Cepas bacterianas:

Bacteria Gramnegativa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Bacteria Grampositiva
Staphylococcus aureus ATCC 25923

24 de placas de acero de inoxidable:

6 placas de acero inoxidables de 3x3 cm con grosor de un milimetro (control).

6 placas de acero inoxidable de 3x3 cm con grosor de un milimetro, con depdsitos de

nanoparticulas de oro.
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6 placas de acero inoxidable de 3x3 cm con grosor de un milimetro, con depodsitos de
nanoparticulas de platino.
6 placas de acero inoxidable de 3x3 cm con grosor de un milimetro, con depodsitos de

nanoparticulas de oro/platino.

7.4. Sede y lugar del estudio

-Laboratorio de Microbiologia, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias
Quimicas, Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla (BUAP).

-Laboratorio de Investigacion, Departamento de Fisicomatematica, Facultad de Ciencias
Quimicas, Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).

-Ingenieria Mecatrdnica, Tecnologico de Estudios Superiores de Jocotitlan. Estado de México.

7.5. Criterios de seleccion

Criterios de inclusion: Cepas bacterianas que sean Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Placas de acero de inoxidable de 3x3 cm con grosor de un milimetro sin depdsito de
nanoparticulas y placas de acero inoxidable de 3x3 cm con grosor de un milimetro, con depositos

de nanoparticulas de oro, platino y oro/platino.

Criterios de exclusion: Cepas bacterianas que no sean Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Placas que no sean de acero de inoxidable de 3x3 cm con grosor de un milimetro sin deposito
de nanoparticulas y placas que no sean de acero inoxidable de 3x3 cm con grosor de un

milimetro, con depdsitos de nanoparticulas de oro, platino y oro/platino.

7.6. Recursos humanos

Directora de tesis de la Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP:

Dra. Ana Marta de los Angeles Lobo Sanchez.

Codirector de tesis del area de Ingenieria Mecatrdnica, Tecnologico de Estudios Superiores de
Jocotitlan. Estado de México:

Dr. Roberto Lopez Rodriguez.
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Asesora Interna de la Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP:

Dra. Fabiola Gabriela Nieto Caballero.

Tesistas: Amelia Hadid Aguirre Estevez y Luis Fernando Lopez Martinez

7.7. Recursos financieros
Recursos personales.

Recursos del Tecnoldgico de Estudios Superiores de Jocotitlan. Estado de México:

7.8. Diseiio estadistico

Estadistica descriptiva.

8. MATERIALES Y METODOLOGIAS
8.1. Cepas bacterianas:

Se emplearon cepas bacterianas tipo: la Gramnegativa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
y la Grampositiva Staphylococcus aureus ATCC 25923. Ambas cepas fueron reactivadas en
caldo nutritivo e incubadas a 37 °C durante 18 a 24 horas. Posteriormente, se realizaron siembras
por estria cruzada en agar soya tripticaseina (TSA) y se incubaron nuevamente bajo las mismas
condiciones. La pureza de los cultivos se confirm6 mediante tincion de Gram y observacion de

las caracteristicas morfologicas tipicas de las colonias correspondientes a cada cepa.

8.2. Elaboracion de las placas de acero inoxidable con depositos de nanoparticulas de oro,
platino y oro/platino

Las placas de acero utilizadas se obtuvieron a partir de una lamina de acero inoxidable tipo 430.
Previo a cualquier tratamiento, se dividieron 24 placas de dimensiones 3 X 3 cm en cuatro
grupos, cada uno conformado por seis placas. Esta distribucion permitié diferenciar entre los
grupos de control y aquellos que serian tratados con nanoparticulas de oro, platino y una

combinacion oro/platino. Una vez clasificadas, las placas fueron sometidas a un proceso de
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limpieza mediante lavado ultrasénico en el equipo Baku 9050. Este procedimiento consistio en
lavados secuenciales con agua, jabon, acetona, alcohol al 70 % y un enjuague final con agua
destilada. Cada etapa de lavado tuvo una duracion de 5 minutos. Posteriormente, se procedi6 al
recubrimiento de las placas mediante pulverizacion catoddica (sputtering), utilizando el equipo
Agar Auto Sputter Coater. Para este proceso, se seleccionaron como materiales diana (target)
oro y platino. Antes de iniciar la pulverizacion, se verifico que las superficies estuvieran
completamente limpias y secas. Las placas se colocaron individualmente en el soporte del
equipo conforme se completaba su preparacion. Una vez encendido el equipo, se permitio
estabilizar el sistema, asegurando que la camara alcanzara un vacio alto dentro de los pardmetros
recomendados. Luego, se selecciono el material diana correspondiente (Gold target o Platinum
target), el cual fue erosionado durante el proceso de sputtering. Se configuraron los parametros
operativos: una presion de trabajo entre 1 y 10 mTorr, un voltaje en el rango de 300 a 1000 V,
y una corriente entre 36 y 40 mA. El tiempo de deposicion fue de 180 segundos (3 minutos),
ajustado en funcion del grosor de recubrimiento deseado. Durante todo el proceso, se
monitorearon continuamente los parametros de corriente, voltaje y presion para garantizar un
funcionamiento adecuado. Al finalizar el tiempo programado, el proceso de pulverizacion se
detuvo automaticamente y la cdmara liber6 el vacio. Finalmente, cada placa fue retirada

cuidadosamente para su posterior analisis.

8.3. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las placas de acero inoxidable con los
depdsitos de nanoparticulas de oro, platino y oro/platino

Se aplicéd la metodologia propuesta por la norma ISO 22196:2011 (Cashera & Porosa, 2022),
disenada para evaluar la actividad antibacteriana en superficies no porosas, adaptada en este
caso para placas de acero inoxidable.

1. Preparacion del indculo bacteriano

Se prepararon suspensiones bacterianas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923 en caldo nutritivo, ajustadas a una concentracion de

1.5x10%8 UFC/mL, correspondiente a un valor de 0.5 en la escala de McFarland, respectivamente.
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2. Inoculacion de las placas
Se inocularon las placas de acero inoxidable con las cepas bacterianas, tanto sin nanoparticulas
(control) como con nanoparticulas de oro, platino y una mezcla de oro/platino. Cada tratamiento

se realizo por triplicado para asegurar la reproducibilidad.

3. Incubacion
Las placas inoculadas se cubrieron con una pelicula estéril de polietileno y se incubaron a 37 °C

durante 18-24 horas.

4. Recuperacion del inoculo
Después de la incubacion, se retiraron las biopeliculas de polietileno y las placas con inoculo

bacteriano se transfirieron a una solucidn buffer estéril para suspender las bacterias adheridas.

5. Limpieza y esterilizacion

Posterior al ensayo, las placas (tanto las que contenian nanoparticulas como los controles) se
limpiaron con un detergente comercial seguido de esterilizacion mediante calor humedo (121
°C, 15 minutos a 15 Psi). Luego, se realizé un segundo ciclo del ensayo para evaluar la

estabilidad y persistencia de la actividad antibacteriana tras limpieza y esterilizacion.

8.4. Recuento de viabilidad bacteriana

El recuento bacteriano se llevé a cabo mediante la técnica de “goteo en placa”, la cual consiste
en realizar diluciones seriadas del cultivo original, en un rango de 10" a 10~® (Mufioz-Rojas et
al., 2016). De cada dilucion se tomaron alicuotas de 20 pL, las cuales fueron depositadas en
forma de gotas individuales sobre la superficie de placas con medio Mueller Hinton previamente
gelificado. Las gotas se colocaron separadas entre si para evitar mezclas o superposiciones. Una
vez aplicadas las gotas, las placas se dejaron reposar con la tapa entreabierta durante algunos
minutos, permitiendo que el medio absorbiera las gotas sin que estas se expandieran.
Posteriormente, las placas se incubaron a 37 °C durante 18 a 24 horas. Finalizado el periodo de
incubacion, se selecciond la dilucion que presentd un niimero contable de colonias, y con base
en el recuento obtenido, se realizaron los calculos correspondientes para determinar la

concentracion bacteriana inicial de la muestra.
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9. DIAGRAMAS DE LA METODOLOGIA

PREPARACION DE PLACAS DE ACERO INOXIDABLE Con depésitos de
nanoparticulas de oo, Platino y OrolPlatino

LAVADO ULTRASONICO DE PLACAS
Aguay jabln, acetona, alcohol al 70% y agua destiada (cada
lavado por 5 minutos (Dejar secar)

PULVERIZACION CATODICA POR GOLD
TARGET Y PLATINUM TARGET
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INCUBACION
37°C18-24h

Aphcacion de 240 pl de inoculo por placa
(ensayo por triphcado para cada cepa
baceteriana

RECUPERACION DEL INOCULO
POST-INCUBACION
Retiro de pelicula de polietileno
Suspencion del inéculo en solucion
Bufter

CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD
BACTERIANA
tecuento en placa (UFCnL
omparacion frente a las placas control

LIMPIEZA DE LAS PLACAS DE ACERO
INOXIDABLE
Uniizacion de

y
de las placas por calor
humedo (121 *C, 15 min, 15 psi)
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10. RESULTADOS

Para las cepas bacterianas utilizadas en este ensayo se confirm6 la pureza y la morfologia
esperada mediante tincién de Gram y la caracterizacion de las colonias cultivadas en agar soya
tripticaseina (TSA). Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 present6d bacilos Gramnegativos
dispuestos de forma aislada o en pares. Staphylococcus aureus ATCC 25923 mostrd cocos
Grampositivos agrupados en racimos caracteristicos, en concordancia con las descripciones
morfologicas previamente reportadas para ambas especies (Habib ef al., 2015). En cuanto a las
caracteristicas coloniales, Pseudomonas aeruginosa desarrolld colonias grandes, opacas y
planas, con bordes irregulares o continuos y un olor distintivo dulce o afrutado, atribuible a la
produccion de compuestos volatiles tipicos de la especie, como la 2-aminoacetofenona. En las
placas con TSA se observaron colonias de color azul verdoso, no fluorescentes, asociadas con
la sintesis del pigmento piocianina, un metabolito secundario caracteristico con funciones
antioxidantes y de competencia microbiana. La ligera difusion de este pigmento en el medio
concuerda con lo descrito en cepas tanto ambientales como clinicas, reflejando la capacidad de
Pseudomonas aeruginosa para producir metabolitos extracelulares con potencial antibiotico
(Abdelaziz et al., 2023). Staphylococcus aureus formo colonias redondeadas, lisas, convexas y
brillantes, de color blanco porcelana y consistencia himeda. Esta morfologia es indicativa de
un crecimiento estable y homogéneo, representativo de cultivos viables y libres de
contaminacion. La ausencia de microorganismos indeseados en todos los aislamientos confirmo
la eficacia de las condiciones de reactivacion y mantenimiento, asegurando la pureza y
reproducibilidad de los resultados experimentales.

La elaboracion de las placas de acero inoxidable con depositos de nanoparticulas de oro,
platino y oro/platino recubiertas mediante pulverizacion catédica mostraron una cobertura
homogénea, con un brillo metalico caracteristico segiin el material depositado. Las placas con
nanoparticulas de oro presentaron una tonalidad dorada suave, mientras que las de platino
mostraron un color gris plateado. Las placas con mezcla Au/Pt presentaron una coloracion
intermedia. No se detectaron irregularidades ni zonas sin recubrimiento visibles. La
caracterizacion morfolodgica y composicional de las muestras obtenidas por pulverizacion
catddica de oro, platino y oro/platino sobre sustratos de acero inoxidable se llevd a cabo
mediante microscopia electronica de transmision de barrido (STEM) acoplada a espectroscopia

de dispersion de energia de rayos X (EDS). Para el depdsito de platino (Pt), la micrografia STEM
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(figura 5) se distinguen entidades con un contraste claramente definido, observadas a una escala
de 0.5 um, correspondientes a particulas colectadas del substrato de acero inoxidable. Asi
mismo, se observan algunas particulas mas pequeias con una morfologia de tipo longitudinal
tipo aguja, cuyo contraste se ve mas brillante que el resto de la particula. Esto sugiere que, si
bien, estas particulas pueden estar compuestas de acero inoxidable, en su superficie se encuentra
el metal Pt, debido a que este ultimo tiene un numero atomico mucho mas grande que los
elementos principales que componen al acero inoxidable (Fe, Cr, Ni, C). Este contraste
observado de manera homogénea indica que pueden existir nanoparticulas y que estas se han
aglomerado en la superficie de las particulas tipo aguja de acero inoxidable. La formacién de
aglomerados de Pt es un fendmeno esperado en este tipo de recubrimientos, ya que el proceso
de pulverizacion catddica favorece la nucleacion y crecimiento en islas metélicas debido a la
movilidad limitada de los atomos depositados y a la rugosidad inherente de la superficie del

acero inoxidable (Andreazza et al., 2002).

C——— 0.5 pm IMG1({frame1)

Figura 5. Micrografia STEM de nanoparticulas de Pt en sustrato de acero inoxidable
obtenida por pulverizacion catédica
Con el fin de confirmar la naturaleza de las particulas, se realiz6 un mapeo elemental por EDS
(figura 6). El andlisis de la sefial correspondiente a Pt (lineas M) demuestra una correlacion
espacial directa entre las zonas contrastadas en la micrografia STEM y la presencia de platino,
lo que valida que las entidades observadas pueden corresponder a nanoparticulas metalicas

depositadas sobre la superficie del acero inoxidable. Este resultado es consistente con la
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literatura, donde se ha reportado que la pulverizacion catddica de metales nobles tiende a
producir recubrimientos discontinuos en etapas iniciales, caracterizados por la formacion de
nanoparticulas aisladas que posteriormente pueden coalescer para formar peliculas, siempre y

cuando se incremente el tiempo de deposito (Murata et al., 2012).

[ 1 0.5 pm Pt M

Figura 6. Mapeo elemental de espectroscopia de dispersién de energia de rayos X (EDS) de

las nanoparticulas de Pt obtenidas por pulverizacién catédica.

El espectro de EDS (figura 7) complementa el andlisis anterior, mostrando los picos
caracteristicos del platino, particularmente en las regiones energéticas asociadas a las lineas M
(~2 keV) y L (>9 keV). Ademas, se identifican sefiales correspondientes a Fe, Ni y Cr, que son
elementos mayoritarios en el substrato de acero inoxidable; asi como trazas de C y O, que
pueden estar relacionadas con la contaminacion superficial o con 6xidos nativos del acero. La
presencia de estos elementos secundarios es esperada debido a que el haz de electrones utilizado
en TEM excita no solo las nanoparticulas depositadas, sino también las regiones cercanas del

sustrato.
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Figura 7. Espectro de espectroscopia de dispersién de energia de rayos X (EDS) de las

nanoparticulas de Pt depositadas por pulverizacion catédica.

La estructura y el tamafio de las nanoparticulas de oro al ser analizadas mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) revelaron que las nanoparticulas presentaban
predominantemente una morfologia esférica, con un tamafio que varia entre 10 y 50 nm,
ubicandose dentro del rango caracteristico de las nanoparticulas, definido entre 1 y 100

nanometros (figura 8).
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Figura 8. Estructura y tamafio de las nanoparticulas de oro analizadas por microscopia

electrénica de transmisiéon (TEM). Los resultados revelaron que las nanoparticulas
presentaban predominantemente una morfologia esférica,

con un tamano que varia entre 10 y 50 nm.

La elaboracion de las placas de acero inoxidable recubiertas con nanoparticulas de oro (Au),
platino (Pt) y la aleacion Au/Pt mediante pulverizacion catddica resultod en superficies con una
cobertura uniforme y un brillo metalico caracteristico de cada material depositado. Visualmente,
las placas recubiertas con nanoparticulas de oro mostraron una tonalidad dorada suave, mientras
que las de platino presentaron un color gris plateado. En el caso de las placas con la mezcla
Au/Pt, se observo una coloracion intermedia, indicativa de la combinacion de ambos metales.
No se detectaron irregularidades ni zonas sin recubrimiento visibles, lo que sugiere una
adecuada adherencia del material depositado sobre el sustrato metélico. En la Figura 9 se
presenta el analisis obtenido mediante microscopia electronica de transmision por barrido
(STEM) de la muestra con nanoparticulas del sistema Au/Pt, donde se aprecia una de las dos
particulas longitudinales analizadas previamente, a partir de la cual se realizo el barrido para
determinar la distribucion elemental en su superficie. El espectro de energia dispersiva de rayos
X (EDS) evidencia la presencia de varios elementos, entre ellos niquel, hierro y cromo,

caracteristicos del acero inoxidable. Asimismo, se observan picos correspondientes a Au y Pt,
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lo que confirma que las nanoparticulas depositadas sobre el soporte metalico pertenecen al

sistema Au/Pt desarrollado para evaluar el efecto antibacterial.

Figura 9. Analisis obtenido mediante microscopia electrénica de transmision por barrido
(STEM) de la muestra con nanoparticulas del sistema Au/Pt. En la imagen se aprecia una de
las dos particulas longitudinales analizadas previamente, a partir de la cual se realiz6 el

barrido para determinar la distribucién elemental en su superficie.
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Figura 10. Espectro EDS y porcentaje atdbmico de elementos presentes en muestra con
nanoparticulas de Pt y Au sobre acero inoxidable

La actividad antibacteriana de las superficies de acero inoxidable modificadas con
nanoparticulas de Au, Pt y Au/Pt se evalud frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, siguiendo la metodologia ISO 22196:2011. Los
resultados obtenidos se presentan como el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC)
recuperadas después del periodo de incubacion, asi como la reduccion bacteriana respecto al
control sin nanoparticulas. Los ensayos se realizaron por triplicado, por lo que de los datos
obtenidos se saco el promedio y se trabajé con porcentajes.

En el recuento bacteriano en superficies sin nanoparticulas (control); las placas de acero
inoxidable sin modificacion mostraron altos niveles de recuperacion bacteriana en ambas cepas,
lo que indica que el material por si solo no presenta actividad antibacteriana significativa. En el
caso de Staphylococcus aureus, el recuento promedio de bacterias viables fue de 55.6x10°
UFC/mL (100 %), mientras que para Pseudomonas aeruginosa fue de 5.22x10° UFC/mL (100
%). Estos valores se tomaron como referencia para calcular los porcentajes de reduccion en las
superficies tratadas. La actividad antibacteriana de las superficies tratadas con nanoparticulas
de Au, Pt y Au/Pt mostraron una disminucion notable en el nimero de colonias recuperadas (en

comparacion con el control). En la superficie de las placas con nanoparticulas de oro (AuNP) la
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viabilidad bacteriana fue en promedio de 3.08x10° UFC/mL (6 %) para S. aureus y de 0.15x10°
UFC/mL (3 %) para P. aeruginosa. Por su parte, el tratamiento con PtNP mostr6 reducciones
de 13.5x10° (24 %) y de 0.12x10° (5 %), respectivamente. La mayor actividad antibacteriana se
observo en las superficies con nanoparticulas bimetalicas Au/Pt, donde el recuento bacteriano
disminuyé hasta 0.623x10° UFC/mL (1 %) en S. aureus y 0.0311x10° UFC/mL (1 %) en P.

aeruginosa, lo cual indica un posible efecto sinérgico entre ambos metales (tabla 1).

Tabla 1.

Resultados del primer ensayo con placas de acero inoxidable sin nanoparticulas (NP)
(control) y con nanoparticulas de oro (AuNP), platino (PtNP) y oro/platino (Au/PtNP) en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(ensayos realizados por triplicado).

Staphylococcus aureus ATCC 25923

PLACAS PROMEDIO (UFC/mL) PORENTAIJE (%)

(Promedio (UFC/mL))

Control 55.6x10° 100

AuNP 3.08x10° 6

PtNP 13.3x10° 24

Au/PtNP 0.623x10° 1

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

PLACAS PROMEDIO (UFC/mL) PORENTAIJE (%)
(Promedio (UFC/mL))

Control 5.22x10° 100

AuNP 0.15x10° 3

PtNP 0.261x10° 5

Au/PtNP 0.311x10° 1

Después del proceso de limpieza con detergente comercial y esterilizaciéon a 121 °C, las
superficies tratadas conservaron parcialmente su actividad antibacteriana. En el recuento de
bacterias viables en las superficies sin nanoparticulas (control) se obtuvieron los siguientes
resultados, para Staphylococcus aureus, el recuento promedio de bacterias viables fue de
75.6x10° UFC/mL (100 %), mientras que para Pseudomonas aeruginosa fue de 26.4x10°

UFC/mL (100 %). Aunque los recuentos bacterianos aumentaron en comparacion con el primer
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ensayo, las placas con nanoparticulas oro (Au) continuaron mostrando la mayor reduccion de
viabilidad bacteriana en presencia de S. aureus, con valores de 28.1x106 UFC/mL (37 %). En
el caso de P. aeruginosa tanto el oro como el platino (Pt) mantuvieron alta la actividad
antibacteriana con 0.86x10°> UFC/mL (3 %) para las AuNP y 0.35x10° UFC/mL (1 %) para las
PtNP. En el caso de las nanoparticulas bimetalicas Au/Pt los porcentajes de inhibicién se
disminuyeron drasticamente con 35.0x10° UFC/mL (46 %) para S. aureus; en el caso de P.
aeruginosa no hubo inhibicién del crecimiento y se incrementd con respecto al control en
42.2x10° UFC/mL (160 %), probablemente por desprendimiento del material o por agregacion
de las nanoparticulas después del tratamiento térmico (tabla 2). En todos los ensayos, S. aureus
mostré6 una menor sensibilidad a las superficies modificadas, probablemente a la mayor
resistencia estructural debido a la composicion de su pared celular. Los resultados obtenidos
evidenciaron diferencias significativas en la supervivencia bacteriana entre placas control (sin
recubrimiento de nanoparticulas) y aquellas con los recubrimientos. En los graficos 1 y 2 se
observa la comparacion de los resultados promedio del crecimiento bacteriano en las placas de
acero inoxidable sin nanoparticulas (control 1 y 2) y con nanoparticulas antes (placas 1) y

después de la limpieza de las placas de acero inoxidable (placas 2).

Tabla 2.

Resultados del segundo ensayo con placas de acero inoxidable sin nanoparticulas (NP)
(control) y con nanoparticulas de oro (AuNP), platino (PtNP) y oro/platino (Au/PtNP) en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
tras ser sometidos a limpieza y esterilizacidon (ensayos realizados por triplicado).

Staphylococcus aureus ATCC 25923

PLACAS PROMEDIO (UFC/mL) PORENTAIJE (%)
(Promedio (UFC/mL))
Control 75.6x10° 100
AuNP 28.1x10° 37
PtNP 43.6x10° 58
Au/PtNP 35x10° 46
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

PLACAS PROMEDIO (UFC/mL) PORENTAIJE (%)
(Promedio (UFC/mL))

Control 26.4x10° 100

AuNP 0.858x10° 3

PINP 0.35x10° 1

Au/PtNP 0.422x10° 160

PROMEDIOS (UFC/mL)

PORCENTAJE (%)

ENSAYOS PARA Staphylococcus aureus
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CRECIMIENTO EN PLACAS

Grafico 1. Resultados de los ensayos de inhibicion bacteriana realizados para

Staphylococcus aureus ATCC 25923. Primer ensayo: placas de acero inoxidable sin

nanoparticulas con un promedio de crecimiento bacteriano de 55.6x10° UFC/mL (control 1).
Placas con nanoparticulas (placas 1): AuNP (3.08x10° UFC/mL), PtNP (13.3x10°UFC/mL) y
Au/PtNP (13.3x10° UFC/mL). Segundo ensayo (limpieza de las placas): placas de acero

inoxidable sin nanoparticulas con un promedio de crecimiento bacteriano de 75.6x10°
UFC/mL (control 2). Placas con nanoparticulas (placas 2): AuNP (28.1x10° UFC/mL), PtNP

(43.6x105 UFC/mL) y Au/PtNP (35x10° UFC/mL).
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ENSAYOS PARA Pseudomonas aeruginosa
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CRECIMIENTO EN PLACAS

Grafico 2. Resultados de los ensayos de inhibicidn bacteriana realizados para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Primer ensayo: placas de acero inoxidable sin nanoparticulas con
un promedio de crecimiento bacteriano de 5.22x10° UFC/mL (control 1). Placas con
nanoparticulas (placas 1): AuNP (0.15x10° UFC/mL), PtNP (0.261x10° UFC/mL) y Au/PtNP
(0.311x10° UFC/mL). Segundo ensayo (limpieza de las placas): placas de acero inoxidable
sin nanoparticulas con un promedio de crecimiento bacteriano de 26.4x10° UFC/mL (control
2). Placas con nanoparticulas (placas 2): AuNP (0.858x10° UFC/mL), PtNP (0.35x10°
UFC/mL)

y Au/PtNP (0.422x10° UFC/mL).

11. DISCUSION

La confirmaciéon de la pureza y morfologia esperada de las cepas bacterianas utilizadas
constituye un paso esencial para garantizar la fiabilidad de los ensayos de actividad
antibacteriana. Los resultados obtenidos en la tincion de Gram y la observacion colonial
corroboraron que tanto Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 como Staphylococcus aureus
ATCC 25923 conservaron sus caracteristicas fenotipicas, lo que asegura que las respuestas
observadas en los tratamientos con nanoparticulas metalicas pueden atribuirse directamente a la
interaccion entre las bacterias y las superficies recubiertas, sin interferencia de contaminantes u

otras especies microbianas. La morfologia observada en Pseudomonas aeruginosa coincide con
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las descripciones que menciona Diggle et al., 2020, clasicas de esta especie. La presencia y
difusion de la piocianina observada en este estudio reflejan un metabolismo activo, propio de
cepas viables y sugiere que las condiciones de cultivo fueron adecuadas para mantener el
comportamiento fisiologico esperado. Esta caracteristica resulta particularmente relevante, ya
que Pseudomonas aeruginosa se utiliza frecuentemente como modelo de microorganismo
resistente para la evaluacion de materiales antimicrobianos debido a su capacidad de formar
biopeliculas y tolerar ambientes hostiles (Krell & Matilla, 2024). Satphylococcus aureus,
representa un modelo grampositivo de alta relevancia clinica, asociado a infecciones
nosocomiales y conocido por su capacidad de supervivencia en superficies inertes,
caracteristicas que coinciden con lo descrito por Habib y col., para cepas de esta especie (Habib
et al., 2015). La morfologia uniforme y la ausencia de contaminaciones observadas sugieren un
crecimiento controlado y estable, condiciones indispensables para asegurar la reproducibilidad
de los ensayos antibacterianos. La confirmacién morfologica de ambas cepas valida el protocolo

de reactivacion y mantenimiento (ATCC, 2012).

En cuanto a la caracterizacion de los recubrimientos metélicos, la microscopia STEM y el
analisis EDS demostraron que el proceso de pulverizacidon catddica permitio la formacion de
nanoparticulas de Pt, Au y Au/Pt depositadas de manera parcial sobre la superficie del acero
inoxidable. La presencia de aglomerados observada en la muestra con Pt coincide con lo descrito
en recubrimientos metalicos obtenidos por sputtering, donde la nucleacion inicial tiende a
generar islas metalicas antes de la coalescencia en peliculas continuas (Andreazza et al., 2002).
De igual forma, la deteccion de Pt, Au y la aleacion Au/Pt mediante EDS confirma que los
depositos permanecen adheridos al sustrato y se encuentran distribuidos heterogéneamente, lo
cual es relevante para la interaccion de las nanoparticulas con las células bacterianas. Los
analisis TEM revelaron que las nanoparticulas de oro presentaron un tamafo entre 10 y 50 nm,
dimensiones que se sitllan dentro del rango optimo de reactividad biologica. Se ha reportado
ampliamente que particulas en este intervalo tienden a generar dafio membranal, estrés oxidativo
e interferencia en la replicacion bacteriana, otorgando al oro propiedades antibacterianas incluso
en ausencia de agentes funcionalizantes (Eker ef al., 2024; Dykman & Khlebtsov, 2012).

La evaluacion de la actividad antibacteriana demostrd que los recubrimientos metalicos reducen

significativamente la viabilidad tanto de S. aureus como de P. aeruginosa, aunque con diferente
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intensidad segun el tipo de nanoparticula. En el primer ensayo, las superficies con AuNP y PtNP
mostraron reducciones marcadas en ambas especies, pero el efecto mas pronunciado se observo
en las nanoparticulas bimetalicas Au/Pt, las cuales alcanzaron reducciones del 99 % en ambos
microorganismos. Este comportamiento sugiere un posible efecto sinérgico, ya que la
combinacion de metales nobles puede potenciar mecanismos de dafio celular como Ia
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la alteracion de la integridad de la
membrana y la desestabilizacion de proteinas esenciales (Zhang et al., 2021; Shaikh et al.,
2019). La mayor susceptibilidad de P. aeruginosa frente a los recubrimientos metalicos también
ha sido documentada, posiblemente debido a la fragilidad relativa de su membrana externa ante
los efectos oxidativos y la capacidad de las nanoparticulas para interactuar con el
lipopolisacarido (LPS). Por el contrario, S. aureus mostré mayor resistencia, probablemente
debido a la caracteristica de su pared celular rica en peptidoglicano, lo que podria limitar el
acceso de nanoparticulas metalicas y radicales libres al interior celular (Franco ef al., 2022).
Tras la limpieza y esterilizacion a 121 °C, la actividad antibacteriana se conservo parcialmente,
aunque con variaciones entre materiales. Las AuNP mantuvieron la mayor eficacia frente a
Staphylococus aureus, mientras que AuNP y PtNP conservaron su efectividad elevada frente a
Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, la actividad de las nanoparticulas bimetalicas Au/Pt
disminuy6 drasticamente. Esta pérdida puede explicarse por fendmenos como desprendimiento
del material, coalescencia térmica o reagrupamiento superficial de las nanoparticulas, efectos
conocidos en sistemas bimetalicos sometidos a calor o friccion (Cuenya, 2010). El incremento
del crecimiento bacteriano observado en P. aeruginosa sobre las superficies Au/Pt después del
tratamiento térmico (160 % respecto al control) podria deberse a una redistribucion de
nanoparticulas que genere zonas activas heterogéneas, ya que ademds de los factores
termodinamicos, el comportamiento de los materiales bimetalicos se ve afectado por su
composicion, la formacion de barreras quimicas, enfriamiento significativo y la fuerza de
arrastre entre otros (Itina, 2024), ocasionando el deterioro de los recubrimientos |, facilitando
la adherencia microbiana , otro factor que pudo influir en esto es la corrosion del acero
inoxidable, esto puede darse porque Pseudomona aeruginosa forma una biopelicula sobre el
acero inoxidable y esta gracias a su capacidad electroactiva y a la transferencia de electrones
extracelular degrada la pelicula pasiva de 6xido de cromo, favoreciendo la corrosion por

picaduras y accion de iones corrosivos siendo capaz de iniciar y acelerar la corrosion
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influenciada microbiologicamente del acero inoxidable (Maji & Lavanya 2024). En conjunto,
los resultados confirman la capacidad antibacteriana de AuNP, PtNP y particularmente de
Au/PtNP, destacando que la combinacién bimetalica presenta un alto potencial antes del
tratamiento térmico. No obstante, la estabilidad de estos recubrimientos frente a condiciones de
uso real (limpieza, calor, abrasion) debe ser optimizada para garantizar su aplicacion industrial.
La persistencia parcial de la actividad antibacteriana tras la esterilizacion sugiere que estos
materiales podrian emplearse en la fabricacion de superficies antimicrobianas, aunque sera

necesario evaluar la adherencia, resistencia y durabilidad en condiciones prolongadas.

12. CONCLUSION

La conservacion de las caracteristicas morfologicas, metabolicas y fenotipicas de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 permitid atribuir de manera
directa los efectos observados a la interaccion entre las bacterias y los recubrimientos metalicos,

sin interferencias derivadas de contaminaciones o alteraciones fisiologicas no controladas.

La caracterizaciéon morfoldgica y composicional de los recubrimientos confirm6 que el proceso
de pulverizacion catddica es una técnica eficaz para la deposicion parcial de nanoparticulas de
Au, Pt y Au/Pt sobre acero inoxidable, generando superficies heterogéneas con caracteristicas

favorables para la interaccion bacteria-nanoparticulas.

Desde el punto de vista funcional, los ensayos demostraron que todos los recubrimientos
metalicos presentan actividad antibacteriana significativa, con diferencias dependientes tanto
del tipo de nanoparticula como de la especie bacteriana. Antes del tratamiento térmico, las
nanoparticulas bimetéalicas Au/Pt mostraron el mayor efecto inhibitorio, alcanzando reducciones
cercanas al 99 % en S. aureus y P. aeruginosa, lo que sugiere un claro efecto sinérgico entre

ambos metales.

Tras los procesos de limpieza y esterilizacion a 121 °C, se evidenci6 una pérdida parcial de la
actividad antibacteriana, particularmente marcada en los recubrimientos Au/Pt. Mientras que las

AuNP y PtNP conservaron una eficacia elevada, especialmente frente a P. aeruginosa, la
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disminucién dréstica observada en las nanoparticulas bimetalicas indica una menor estabilidad

frente a condiciones térmicas severas.

El estudio demuestra que los recubrimientos basados en nanoparticulas de Auy Pt poseen un

alto potencial para aplicaciones antimicrobianas.

Las nanoparticulas bimetalicas Au/Pt destacan por su elevada eficacia inicial. No obstante, la
pérdida de actividad tras la esterilizacion subraya la necesidad de optimizar la estabilidad
mecanica, térmica y adhesiva de estos recubrimientos para su implementacion en entornos

reales.
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