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NANOPARTICULAS DE COBRE

La desalinizacion de agua de mar mediante osmosis reversa (RO) es un proceso que ha
destacado en los ultimos afios debido a su alta eficiencia. Dentro de los fendmenos que afecta
en mayor medida a este proceso se encuentra la incrustacion o fouling bioldgico, siendo ésta
una de las principales limitantes en el desempefio de las membranas utilizadas en el proceso
para purificar agua de mar. Actualmente, el Centro de Tecnologia Avanzada para la Mineria
(AMTC) se encuentra estudiando la incorporacion de nanoparticulas (NPs) de cobre con efecto
biocida en membranas de osmosis inversa de capa fina (TFC) (Proyecto PIA- ACM170003),
dado que se ha demostrado que pueden mejorar la resistencia al biofouling. Dentro de estos
estudios se considera como una variable importante la carga de NPs a incluir en la membrana.

Los objetivos del presente trabajo contemplan la fabricacion y caracterizacién de
membranas TFC-RO modificadas con distintas concentraciones de nanoparticulas de 6xido de
cobre (CuO-NPs), incluyendo el analisis del desempefio de las membranas sintetizadas en el
proceso de osmosis reversay en su capacidad para resistir al biofouling. Ademas, se estudio el
efecto de la incorporacion de un soporte de poliéster con el fin de aumentar la resistencia
mecénica de las membranas y poder operar a mayores presiones. Para ello se sintetizaron
coloides con concentraciones de CuO NPs de 0,033% y 0,125% p/p por un método de reaccién
sonoquimico y, la sintesis de membranas modificadas se realiz6 afiadiendo las NPs durante el
proceso de polimerizacion interfacial. Estas membranas se caracterizaron mediante
microscopia de barrido electrénico (SEM), espectroscopia de rayos X (EDX), microscopia de
fuerza atbmica (AFM), angulo de contacto, y difraccion de rayos X (XRD).

Los resultados de caracterizacion sobre las nanoparticulas mostraron diferencias en el
tamano de éstas, con un radio hidrodindmico de 34,94 nm para las 0,033% CuO NPsy de 66,07
nm para las 0,125% CuO NPs. Por otro lado, las caracterizaciones sobre las membranas
modificadas confirmaron la presencia de nanoparticulas en su superficie, sin embargo, se
observd que las membranas modificadas con ambas concentraciones poseen similares
cantidades de cobre y morfologia superficial. Las pruebas antibiofouling se realizaron con E.
coli, demostrando un nivel de muerte entre el 95% y 100% de las bacterias que se encontraban
en un medio junto con las membranas modificadas. Ademas, se observé una disminucion de la
adherencia de las bacterias de hasta un 92% de antiadhesion en comparacion con las membranas
sin modificar. Por otra parte, el rendimiento de las membranas modificadas en pruebas en planta
obtuvo una capacidad de rechazo de sales de un 91% y un flux de permeado de 3,22 L h't m=2.

La incorporacion de nanoparticulas de 6xido de cobre Il en las membranas TFC mejora las
capacidades antibiofouling sin afectar su rechazo de sales, sin embargo, también disminuye el
rendimiento de la membrana en términos de la capacidad de flujo de permeado. A pesar de que
se utilizaron distintas concentraciones de nanoparticulas en la sintesis, las membranas
modificadas son similares entre si, tanto en morfologia como en composicion, lo cual se podria
deber a un efecto de saturacion de la cantidad de nanoparticulas que son agregadas a la
membrana. Finalmente, el soporte extra de poliéster demostré ser una manera efectiva para
aumentar la resistencia mecanica de las membranas sintetizadas, ya que permitio operar hasta
950 psi sin que éstas presentaran rupturas.
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1. Introduccion

1.1 Antecedentes generales

La escasez de agua dulce es uno de los principales problemas que afectan el desarrollo social
y econdémico de muchos paises, incluyendo a Chile [1, 2]. Una manera de combatir a este
problema es la obtencion de agua dulce a partir de agua salada, dando origen a diversos procesos
para realizar la desalinizacion del agua, tales como destilacion flash multi-etapa, evaporacion,
congelamiento y osmosis inversa, siendo esta Gltima la més utilizada debido a que su disefio e
implementacién son relativamente simples y, ademas, requiere de menos energia para su
operacion [3, 4]. Por ejemplo, al compararla con la destilaciéon flash, que corresponde al
segundo método mas utilizado, se obtiene que este proceso requiere entre 2 'y 3 veces mas la
cantidad de energia por metro cubico desalinizado [5].

La osmosis es un fendomeno fisico que consiste en el transporte de un disolvente desde una
solucién menos concentrada hacia una de mayor concentracion cuando éstas estan separadas
mediante una membrana semipermeable [6]. Por otro lado, la presion osmotica se define como
la presion a la que debe ser sometida la solucion con mayor concentracion para detener
completamente el paso de disolvente a través de una membrana semipermeable [6].

La osmosis inversa es un proceso en el que, mediante un esfuerzo externo se logra superar a
la presién osmotica, forzando a las moléculas de disolvente a viajar en direccion contraria al
que iria en un proceso de osmosis directa, como se ejemplifica en la Figura 1. Para que esto
ocurra es necesario que la presion aplicada sea mayor a la presion osmatica de la solucion [7].
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Figura 1: Esquema ilustrativo de osmosis y osmosis inversa .Obtenido de [8].

La incrustacion o fouling en sistemas de osmosis inversa corresponde a la acumulacion de
compuestos organicos, inorganicos y/o bioldgicos no deseados en la superficie de la membrana
0 dentro de sus poros, causando una disminucion del flujo de permeado y rechazo de sales en
el sistema. Esto representa una problematica, pues hasta el dia de hoy no se ha podido mitigar
completamente este fenomeno [9].

Existen distintos tipos de incrustaciones dependiendo de cuéles son las especies que se alojan
en la membrana: se habla de fouling inorganico cuando se forma una capa de sales inorganicas
solubles, organico cuando la incrustacion se origina por la presencia de materia organica (tales
como lipidos, polisacaridos, proteinas, etc.) y bioldgico, que corresponde a la acumulacion de
especies vivas [9].



Cuando el origen de la incrustacion se debe a agentes bioldgicos se habla de bioincrustacion
o biofouling. Este tipo de ensuciamiento es importante, pues representa un obstaculo mayor en
la industria, ya que es responsable de una importante disminucién de los flux de las membranas
utilizadas en desalinizacion de agua [9, 10].

Se suelen utilizar dos tipos de membranas en los sistemas de Osmosis Reversa, las
membranas asimétricas de acetato de celulosa (AC) y las membranas compuestas de capa fina
(TFC) [11]. Las membranas AC son resistentes al cloro, pero son propensas a hidrolizarse tanto
en medios acidos como basicos y pueden compactarse, disminuyendo su rendimiento cuando
se trabajan con presiones altas, en cambio, las membranas TFC dominan el mercado actual
debido a que poseen una alta selectividad de permeado, resistencia a compactarse y son estables
quimicamente [11, 12].

Las membranas TFC estan compuestas por tres capas: una capa activa, la cual esta en
contacto directo con el flujo de alimentacion cuando se utiliza en plantas de flujo cruzado y
separa el agua de los contaminantes, y que cominmente esta compuesta de poliamida; una
segunda capa que actla como soporte para la capa activa, generalmente compuesta de
polisulfona; y una tercera capa de refuerzo, que generalmente es de poliéster no tejido, y que
aporta resistencia mecanica a la membrana [11, 13]. Se muestra un esquema de la composicién
de las membranas TFC en la Figura 2.

Capa Activa ~ 0,05 - 0,3 [um] I—\ ¢ il

Soporte ~ 20 - 50 [um] ‘

Refuerzo ~ 100 - 200 [pum]

Figura 2: Esquema de una membrana TFC con los valores tipicos de grosor de cada capa. Adaptado de [13].

Si bien las membranas TFC presentan ventajas frente a las de acetato de celulosa, mostrando
un mejor desempefio selectivo y productividad [11, 14], son altamente sensibles a la formacion
de bio-peliculas en su superficie debido a que los microorganismos son capaces de adherirse a
la capa activa de la membrana, disminuyendo su desempefio y vida atil [9]. Es debido a esto
que nace la busqueda de modificaciones en las membranas que permitan evitar la formacion de
las incrustaciones bioldgicas; de esta manera es que se origina el interés en la inclusién de
nanoparticulas (NPs) en las membranas [15].

Las nanoparticulas son una familia de materiales de tamafio que va entre los 1 y 100 nm.
Esto les confiere propiedades fisicoquimicas especiales, debido a que presentan una razon
superficie-volumen mas elevada que el comun de los materiales gracias a su reducido tamario,
lo que se traduce en una reactividad superficial mayor [16]. Estas caracteristicas han provocado
gue se haya aumentado el estudio y uso de nanoparticulas en variadas areas, como la
biomedicina, electronica y nanoquimica ente otras [16]. Una de las caracteristicas de interés
gue poseen algunas nanoparticulas es su capacidad de funcionar como agentes biocidas, y que
se han mostrado efectivas cuando se utilizan en procesos industriales para reducir la carga
microbiana.

Se ha reportado que la modificacion de membranas TFC mediante la adicion de
nanoparticulas metalicas con efecto biocida, como por ejemplo TiO2 NPs y Ag NPs, entre otras,
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mejoran sus propiedades antibiofouling [1, 5, 12, 17, 18]. Ademas, varios estudios han
mostrado que las nanoparticulas de plata, 6xido de titanio y cobre exhiben buenas propiedades
antibiofouling y pueden ser usadas para el desarrollo de membranas de osmosis reversa
modificadas [1, 17-21].

Actualmente, el Centro de Tecnologia Avanzada para la Mineria de la Universidad de Chile
(AMTC) se encuentra desarrollando membranas TFC modificadas con nanoparticulas de 6xido
de cobre (CuO). Si bien se espera que las membranas modificadas posean un mejor desempefio
frente a la incrustacion biologica debido a la incorporacion de las nanoparticulas sin perder sus
propiedades como membranas desalinizadoras [15, 22], se desconoce el impacto que tendré la
concentracion de nanoparticulas de 6xido de cobre utilizado en la sintesis de las membranas
modificadas, tanto en el rendimiento del flujo de permeado como en su capacidad anti
biofouling. Es importante medir los efectos variando la concentracion de cobre utilizada, pues
se ha visto que mientras mayor sea la concentracion de nanoparticulas en la membrana, éstas
exhiben un efecto biocida superior [23].

Por otro lado, las membranas sintetizadas por el AMTC estan compuestas solo por la capa
activa de poliamida y la capa soporte de polisulfona, por lo que poseen una baja resistencia
mecanica, generando rupturas en la membrana al superar los 500 psi de presion de operacion.
Es importante y necesario que las membranas sean capaces de soportar presiones de operacion
mas altas, pues las condiciones de operacion utilizadas en la industria para la desalinizacion de
agua de mar llega hasta los 1000 psi [5].

Es por esto que ademas de sintetizar y evaluar el rendimiento de membranas que incluyan
distintas concentraciones de nanoparticulas de 6xido de cobre, se espera adicionar una capa de
alta resistencia mecanica basada en el uso de poliéster no tejido en la realizacion de pruebas de
eficiencia de desalinizacion y de capacidad anti-incrustacién bioldgica, pues se podria
determinar el impacto de la inclusién de distintas concentraciones de nanoparticulas en las
membranas tanto en el rendimiento como membrana desalinizadora como en su capacidad anti-
bioincrustacion y, ademas, el adicionar una capa de refuerzo mecanico podria dar pie para que
las membranas sintetizadas soporten mayores presiones de operacion.

En primer lugar, se sintetizaron membranas TFC modificadas con dos concentraciones
distintas de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuQ), para ser utilizadas tanto en pruebas de
permeabilidad y desalinizacién como en pruebas anti biofouling. Para ello, se sintetizaron tanto
las nanoparticulas como la membrana TFC, compuesta de la capa de poliamida sobre el soporte
de polisulfona.

Por otro lado, se realizaron pruebas bactericidas y anti-adhesion en laboratorio de forma
batch y utilizando una bacteria modelo que se ha demostrado que es capaz de formar
biopeliculas.

Luego, se realizaron pruebas de permeabilidad y desalinizacion en planta piloto de
desalinizacion a escala de laboratorio para medir el impacto que tiene la modificaciéon con
nanoparticulas sobre el rendimiento de desalinizacion y la capacidad anti-bio, asi como también
los cambios en la resistencia con la capa de poliéster.

1.2 Objetivos

El objetivo general de este trabajo es sintetizar, caracterizar y evaluar el desempefio anti-
biofouling y desalinizacion de membranas TFC-RO maodificadas con la incorporacion de
distintas concentraciones de nanoparticulas de éxido de cobre II.

Los objetivos especificos son:

e Estudiar el efecto de la concentracion de nanoparticulas de ¢Oxido de cobre en la
composicion y morfologia de membranas TFC-RO modificadas.
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e Determinar la efectividad de las membranas modificadas para combatir la formacion de
incrustaciones biologicas.

e Estudiar el efecto de las nanoparticulas de éxido de cobre en el desempefio de las
capacidades de permeado y desalinizacion de las membranas modificadas en planta banco.

e Estudiar el efecto de la inclusién de una capa de refuerzo en las membranas TFC-RO
modificadas mediante la incorporacion de un soporte de poliéster.

1.3 Limitaciones

Entre las limitaciones presentes en el trabajo se encuentran:

La sintesis de membranas no es automatizada, por lo que el error experimental puede ser
alto. Es importante tener esto en consideracion al momento de comparar los resultados
obtenidos de las pruebas en planta, pues puede existir una variacion asociada a la sintesis de las
membranas y no a la modificacion con nanoparticulas. Es por ello que se tuvo un especial
cuidado para comprobar la reproducibilidad de los resultados, comparando resultados de las
pruebas en planta con las caracterizaciones realizadas a las membranas.

Se presentaron inconvenientes en el desempefio de la planta piloto de desalinizacion por
fallas en la bomba de operacién, lo que retrasé el trabajo y limitd el desarrollo de varios
experimentos inicialmente contemplados.

Los efectos biocidas y anti-incrustaciones biologicas de las membranas seran medidos
utilizando E. coli como microorganismo de prueba debido a su facilidad en manejo y cultivo,
sumado a la disponibilidad para conseguir a este microorganismo. Debido a que este
microorganismo se utiliz6 como bacteria modelo, y considerando que no es un organismo
propio del agua de mar, los resultados obtenidos no podrian ser concluyente frente a condiciones
reales.



2. Marco Teodrico

2.1 Métodos de sintesis de membranas

Como se comento en el capitulo 1, en los sistemas de osmosis inversa, las membranas
compuestas de capa fina (Thin film Composite o TFC) corresponden a las mas utilizadas, debido
a que promueven un mejor flux y rechazo de sales comparadas con otros tipos de membranas,
ademas, pueden operar en mayores rangos de temperatura, pH y presiones [11, 14]. Estas
membranas tipicamente se fabrican en 2 pasos: primero se prepara el soporte de polisulfona
mediante inversion de fases utilizando pellets de polisulfona en una mezcla de
dimetilformamida con N-metil-2-pirrolidona. La utilizacion de este método genera huecos en
el soporte, haciendo que el material resultante sea poroso [24]. El segundo paso corresponde a
la sintesis de la capa activa de poliamida, la cual se realiza generalmente mediante
polimerizacion interfacial, este método genera la capa rapidamente mediante la reaccion de
condensacion entre los grupos aminos de m-fenilendiamina (MPD) y carbonilos de tricloruro
de mesoilo (TMC) [14]. Estos dos procesos se explican a continuacion.

2.1.1 Inversion de fases

La inversion de fases es un proceso en el cual un polimero en solucion se transforma en un
complejo macromolecular tridimensional [25]. En el caso de la preparacion de los soportes de
polisulfona para las membranas, consiste en la disolucion de pellets de polisulfona en una fase
organica a temperaturas cercanas a los 50 °C [18], la cual se somete a un bafio de coagulacion
con agua desionizada, en donde se solidifica la polisulfona y se separan las fases organicas y
acuosas (ver Figura 3), formando macro poros transversales en el soporte, los cuales generan
una regién con forma de dedos (o finger like region en inglés), la cual se muestra en la Figura
411, 18, 26].

Bano de agua destilada

Agua Dimetilformamida + N-metil-2-pirrolidona

|

Soporte de vidrio

Figura 3: Esquema de bafio de coagulacién utilizado para la preparacion de soporte de polisulfona para
membranas TFC mediante inversion de fases.




Figura 4: Imagen obtenida por SEM del corte transversal de la capa de polisulfona de una membrana TFC.
Adaptado de [27]

2.1.2 Polimerizacion interfacial

La polimerizacion interfacial es un método de polimerizacién, el cual ocurre en la interface
entre dos fases inmiscibles, resultando en un polimero que queda constrefiido en ésta [28].
Existen distintos métodos de polimerizacion interfacial, que puede resultar en distintos tipos de
polimeros, como nanocépsulas, nanofibras o peliculas ultradelgadas. Este ultimo tipo es el que
se utiliza para la confeccién de membranas TFC, y que se ejemplifica en la Figura 5.

Fase organica

Fase acuosa \
P A B Y‘L)- Polimerizacion interfacial
RY: YY\Q. = \_ —
SISt da e *

Capa de Polisulfona

Figura 5: Esquema de una polimerizacion interfacial sobre una membrana de polisulfona. Adaptado de [29]

Como se menciond anteriormente, la capa de poliamida de la membrana se genera haciendo
reaccionar los grupos aminos de la 2,6-fenilendiamina (MPD) con los grupos carbonilos de
tricloruro de mesoilo (TMC), generando una reaccion en cadena. En la Figura 6, se muestra la
reaccion que ocurre entre el MPD y el TMC.

(TMC)
cloc codl

Figura 6: Esquema de la reaccion en cadena de MPD con TMC para formar la capa de poliamida.



2.2 Problemas en la osmosis inversa

2.2.1 Incrustacion o fouling

A pesar de que las membranas TFC tienen varias ventajas sobre otros tipos de membranas,
siguen siendo afectadas por ensuciamiento mediante incrustaciones o fouling Los tipos de
fouling se clasifican segun el tipo de material que causa la incrustacion en la membrana, siendo
estos de tipo inorganico (capa de sales inorganicas solubles), organico (capa de material
organico presente en el agua que se trata) o bioldgico (capa de microorganismos vivos). En el
presente trabajo se le pondra énfasis a este ultimo tipo de ensuciamiento, que se explica con
mayor detalle a continuacion.

De la misma manera en que se menciond en la seccion 1, la incrustacion o fouling bioldgico
corresponde a la indeseada acumulacién y crecimiento de microorganismos en la membrana.
La manera en que se genera el biofouling esta compuesta por 3 pasos generales: adicion inicial,
formacion de una biopelicula y, finalmente ocurre una caida de presion, flujo permeado y
calidad del producto [30]. La adicidn inicial ocurre cuando los microorganismos y nutrientes
gue se encuentran en la solucion de alimentacion entran en contacto con la membrana. La
formacion de la biopelicula o biofilm se basa principalmente en bacterias y sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) que son producidas por los mismos microorganismos [9], esta
etapa es critica, pues genera resistencia en la incrustacion, haciendo que perdure en el tiempo.
En la Figura 7 se muestra un esquema de la formacion de la biopelicula [30].

Fijacion Crecimiento Separacion

Figura 7: Esquema de la formacion de biopelicula en membranas de osmosis reversa. Adaptado de [30].

El proceso de formacion de la bio-pelicula comienza con el contacto de los microorganismos
(principalmente bacterias [31]) con la membrana, luego comienza un acondicionamiento de la
membrana, en donde distintas moléculas del medio, como materia organica, se alojan sobre la
membrana, generando la presencia de nutrientes para que los microorganismos se unan a la
superficie [10], luego, las células bacterianas entran en contacto con la membrana, generando
un anclaje. Después, las células comienzan a formar sustancias extracelulares poliméricas,
produciendo una matriz extracelular que estabiliza al consorcio bacteriano, fortaleciendo y
facilitando su adhesién a la superficie [30].

La matriz extracelular estd compuesta principalmente de polisacaridos, glicoproteinas,
lipoproteinas y otras macromoléculas de origen biol6gico, y puede variar tanto es sus
propiedades fisicas como quimicas [30]. Las propiedades fisicas del biofilm dependen
fuertemente de las EPS vy, por otro lado, las propiedades fisiologicas dependen de los tipos de
microorganismos que lo componen. Dentro de los microorganismos mas comunes que producen
el biofouling se encuentran las Pseudomonas, Mycobacterium y Flavobacterium entre otros
[30, 32].
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Los efectos de la incrustacion biologica incluyen un aumento en la presion del sistemay en
la presion transmembrana, junto a una disminucion en el rechazo de sales, lo cual genera
aumentos en costos operacionales y energéticos para los sistemas de purificacion [9, 10].

Existen distintas estrategias utilizadas para evitar el biofouling en membranas de osmosis
inversa. Uno de ellos es el pretratamiento del agua de alimentacion aplicando un sistema de
filtrado, removiendo fisicamente a las bacterias y otros componentes que puedan causar dafios
a la membrana mediante el uso de procesos de microfiltracion o ultrafiltracion estandar [9, 30,
31]. Otra estrategia corresponde al uso de agentes biocidas en el pretratamiento, este método se
puede realizar en conjunto con los de filtracion mencionados anteriormente. Dentro de los
biocidas mas comunes se encuentran la clorina, el ozono y la radiacion UV [30].

Finalmente, el método que se ha masificado Ultimamente corresponde a la modificacion de
la superficie de las membranas para conferirle resistencia aumentada a los microorganismos,
enfocado en atacar a los pasos criticos asociados a la incrustacion bioldgica [33]. Las
caracteristicas que disminuyen la adhesion de bacterias son: una superficie mas lisa, mas
hidrofilica y/o con carga negativa [34]. Recientemente se han probado modificaciones con
materiales cuyo uso a nanoescala ha ido en crecimiento, como nanoparticulas de cobre, titanio
y plata [1, 18, 20, 35, 36].

2.2.2 Polarizacion de la concentracion

Otro de los fendbmenos que pueden afectar al rendimiento de desalinizacion en los sistemas
de osmosis inversa corresponde a la polarizacion de la concentracion, el cual consiste en la
acumulacion de las especies idnicas rechazadas en la superficie de la membrana. En la osmosis
inversa, el flujo de alimentacion lleva a la sal hacia la superficie de la membrana mediante
conveccion, y como en esa zona la sal es rechazada, ésta Ultima debe volver hacia el flujo que
se esta tratando mediante difusion. De esta manera, se van acumulando sales en la superficie de
la membrana hasta que la concentracion es mayor en la superficie que en el volumen que se
esta tratando, disminuyendo asi el rendimiento del proceso de osmosis inversa tanto términos
de flujo de permeado como en capacidad de rechazo de sales. En la Figura 8, se muestra un
esquema de la polarizacién de la membrana [37].

OOOOOO
©0%pn0 0O c°0%0 00

Membrana sin efecto de polarizacion Membrana con efecto de polarizacion

Figura 8: Esquema de la polarizacion de la concentracién en membranas de osmosis inversa, a la izquierda se
muestra una membrana sin efecto de la polarizacidn de la concentracién y a la derecha se muestra una
membrana con el efecto. Las flechas representan la direccién del flujo de agua y los circulos a la concentracién
de sales.

Una diferencia importante con el fouling es que la polarizacion de la concentracion es
completamente reversible y temporal. Para tratar a las membranas que presenten este problema,
bastara con realizar una limpieza con agua destilada para que su rendimiento se vuelva a
normalizar [38].

2.3 Nanoparticulas como agentes biocidas

Las nanoparticulas (NPs) poseen algunos factores importantes que han demostrado tener
influencia directa en el impacto que tienen en su capacidad biocida. Dentro de estos factores,
los que se han identificado como los que tienen mayor importancia son el tamafo, las
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caracteristicas superficiales de la NP y la solubilidad [39], las cuales se describen a
continuacion.

2.3.1 Efecto del tamario

Como ya se mencion¢ anteriormente, el tamafio es lo que confiere a las nanoparticulas sus
propiedades sobresalientes. Se ha demostrado que las particulas de tamafio nanométrico tienen
mayor toxicidad que la misma especie de mayor tamafio [16, 39].

Las nanoparticulas poseen un area especifica excepcionalmente alta [40], la cual, entre otras
cosas, permite una mayor acumulacion e interaccion de las nanoparticulas con los
microorganismos, explicando por qué el efecto de toxicidad es mayor [16, 39].

La primera interaccion que ocurre al enfrentar a los microorganismos (M.O.) con las NPs
ocurrira en la membrana citoplasmética del M.O. Se ha reportado que nanoparticulas de un
reducido tamafio (18 nm) son capaces de aumentar la densidad del empaquetamiento de los
lipidos presentes en la membrana citoplasmaética, haciendo que ésta se vuelva mas rigida y
tensa, provocando una disminucién en la movilidad de la célula en un efecto que se describe
como “congelante” [39, 41, 42]. Ademas, este incremento en la tensién de la membrana
citoplasmatica puede liberarse mediante fracturas en la membrana, generando microporos que
brindan la oportunidad para que las nanoparticulas difundan al interior de la célula [42].

Por otro lado, las células son capaces de endocitar a las nanoparticulas de mayor tamario
(100 nm), evitando los efectos en la bicapa lipidica de la membrana citoplasmatica [42—44]. Sin
embargo, si la membrana se encuentra bajo el efecto de “congelaciéon” que se describio
anteriormente, al intentar endocitar las nanoparticulas se formaran fracturas en la membrana,
permitiendo que las nanoparticulas entren a la célula [42].

2.3.2 Efecto de las caracteristicas de superficie

Es importante recalcar que las caracteristicas superficiales de las nanoparticulas como la
carga idnicay la forma corresponden a otro factor clave en su toxicidad hacia microorganismos.
De estas caracteristicas dependera la forma en la que se produzca la interaccion con la célula,
por ejemplo, las proteinas y estructuras celulares de seres vivos poseen carga negativa en rangos
de pH similares a los encontrado en ambientes marinos [21], de esta manera, una nanoparticula
cuya carga sea positiva sera absorbida méas facilmente por proteinas que se encuentren cargadas
negativamente, aumentando su toxicidad. Por otro lado, las nanoparticulas con carga superficial
negativa también pueden ser absorbidas en las células al mediar con cationes presentes en el
medio como el calcio (Ca?*), aunque en menor medida [39, 45, 46].

Otro factor que tiene un rol importante en la interaccion entre las células y las nanoparticulas
corresponde a la forma de estas Ultimas. Se ha reportado que las nanoparticulas esféricas son
mas endocitadas que las cilindricas de un tamafio similar, llegando hasta un 500% mas para las
esféricas [46]. Esto se debe a que la membrana envuelve a las nanoparticulas, lo que toma mas
tiempo para nanoparticulas de tamafio alargado.

Por otro lado, la composicion quimica de las nanoparticulas también cumple un rol clave. Se
han realizado experimentos que comparan la toxicidad de distintos tipos de nanoparticulas en
células de higado de raton, obteniendo que tenian distintos efectos dependiendo del material en
el que entraba en contacto la célula [47]. El hecho de que las nanoparticulas con distinta
composicion interacttan con distintas moléculas y a distintos niveles puede explicar por qué
existen casos de toxicidad aumentada con algunos tipos de materiales.

La ultima caracteristica importante de las nanoparticulas asociada a su superficie es su
hidrofobicidad. Las nanoparticulas pueden interactuar con especies que se encuentren en el
medio, como proteinas, iones y/o moléculas organicas, haciendo que estos compuestos se
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adhieran a la superficie de las NPs, generando una “corona” alrededor de éstas. Esto trae como
consecuencia que se altere la superficie quimica de las nanoparticulas, haciendo que se
aglomeren y se reduzca la adhesion con la membrana citoplasmatica de los microorganismos,
lo cual, como se mencion0 anteriormente, es muy importante para que se inicien los efectos
toxicos de las nanoparticulas en las células. Si se adhieren revestimientos hidrofobicos en las
NPs, se puede disminuir el efecto de la aglomeracién, provocando una penetracion celular mas
efectiva [48].

2.3.3 Efecto de la solubilidad

La liberacion de iones metélicos en el medio es otro aspecto clave de la toxicidad de las
nanoparticulas, pues la solubilidad de estas ultimas es mas rapida que la de sus versiones de
mayor tamafio debido a que poseen una mayor cantidad de area en contacto con el disolvente
[16].

Los iones metalicos son necesarios para algunos procesos metabdlicos celulares, sin
embargo, si se encuentran en concentraciones superiores a un determinado umbral pueden
interrumpir algunas rutas metabolicas de la célula, llegando a causar la muerte (lisis) [49].
Principalmente, la toxicidad de los iones estd asociada al desplazamiento de los metales
esenciales de sus sitios nativos y/o a la interaccién por ligandos [50]. En general, los iones de
metales no esenciales poseen mayor afinidad con los grupos que contengan tioles (RSH) y
oxigeno, comparados con los iones de metales esenciales, generando el desplazamiento de estos
ultimos. Esto trae como consecuencia que se generen alteraciones en la estructura
conformacional de algunas proteinas y &cidos nucleicos y, ademas, se altera al balance osmético
y fosforilacion oxidativa dentro de la célula [47, 50].

Otro factor que influye en la toxicidad corresponde a las propiedades redox de los metales.
Para el caso del cobre, el ciclo redox entre Cu?* y Cu* cataliza la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales alteran el metabolismo completo de la célula, generando
estrés oxidativo y provocando dafio en lipidos, proteinas, ADN y otras biomoléculas [50].

2.4 Membranas de osmosis inversa modificada

La modificacion de la membrana con nanoparticulas de cobre utilizada en este trabajo ocurre
en la formacion de la capa de poliamida, durante la etapa de polimerizacion interfacial, en donde
se agregan las NPs, quedando impregnadas dentro de esta capa densa [51], como se ejemplifica
en la Figura 9.

Nanoparticulas

Capa de poliamida
(PA) modificada

‘ ‘ | ‘ | ‘ | ‘ | ‘ Capa de polisulfona (PS)

++++ +++++++++I+.:-+++ +++ C d f
_,_ + _,_ + *4 + + 40 apa de refuerzo
+++ ++++++++ +++++++ +++

++ T+ + +++ * ié
++ 1t 4+ 4 ++ ¢ + + + de poliéster
ML i L +++++++++ P

Figura 9: Esquema de membrana TFC modificada con nanoparticulas de 6xido de cobre. Adaptado de [15].

A la fecha, las membranas que han sido sintetizadas por el grupo de aguas del AMTC han
incluido cobre elemental, 6xido de cobre, dioxido de titanio y un oligdbmero de cobre generado
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a partir de la agregacion de una sal de cobre (CuClz). Las membranas modificadas fueron
analizadas en su morfologia, superficie, capacidad anti incrustacion biologica y desempefio de
desalinizacion, encontrando que todas las membranas modificadas presentan una mejora en sus
caracteristicas biocidas y antiadherentes con respecto a las no modificadas [20, 23, 52].

2.4.1 Propiedades superficiales relevantes en membranas de osmosis reversa

Como se menciond anteriormente, existen ciertas caracteristicas asociadas a las
nanoparticulas que son deseables para que presente una alta capacidad biocida, sin embargo,
algunos de estos factores pueden llegar a afectar negativamente al rendimiento de la membrana
de osmosis reversa, disminuyendo su flujo de permeado, rechazo de sales y/o su resistencia a
agentes incrustantes, tanto biol6gicos como no bioldgicos.

Uno de los parametros de importancia corresponde a la carga superficial de la membrana.
Como se menciond anteriormente, las nanoparticulas que poseen una carga superficial positiva
poseen mayor toxicidad debido a que pueden interactuar con las estructuras proteicas de carga
negativa de los microorganismos [39]. Sin embargo, existen estudios que sugieren que es
preferible que las membranas posean una carga superficial negativa, pues la mayoria de las
particulas organicas que generan incrustaciones son de carga negativa, de esta manera, el poseer
el mismo tipo de carga en la superficie de la membrana permite repeler a estas particulas,
evitando la formacion de incrustaciones [53, 54].

Otro factor importante corresponde a la hidrofilicidad. Se ha demostrado que modificaciones
de membranas con nanoparticulas hidrofilicas mejoran el rendimiento, aumentando el flujo de
permeado debido a que permiten un mejor traspaso de agua a través de la membrana,
manteniendo el rechazo de los iones presentes en la alimentacion [55].

La Gltima caracteristica importante en las membranas corresponde a la rugosidad. Mientras
mas rugosa sea una membrana, mayor es su sensibilidad a la incrustacion, debido a que una
mayor rugosidad significa una mayor presencia y/o tamafio de hendiduras o “valles” en la
superficie de la membrana, y a su vez, estas hendiduras dan lugar para que se alojen los agentes
incrustantes en la superficie de la membrana. Esto es particularmente favorecedor para la etapa
de fijacion en la formacion de incrustaciones bioldgicas [56]. Realizar modificaciones con
nanoparticulas en las membranas puede acentuar la formacién de estos valles en la superficie,
por lo cual el método de sintesis con la incorporacion de las nanoparticulas se vuelve
fundamental para generar una membrana con la menor rugosidad posible [51].

2.5 Técnicas utilizadas para la caracterizacion de nanoparticulas
2.5.1 Potencial Zeta

El anélisis de potencial zeta permite determinar la carga superficial de nanoparticulas en un
coloide [57]. Las nanoparticulas poseen una carga superficial que atrae a una capa fina de iones
de carga opuesta hacia la superficie de la nanoparticula, como se observa en la Figura 10. Esta
doble capa de iones viaja con la nanoparticula mientras esta difunde a través de la solucion. El
potencial eléctrico en el limite de la doble capa se conoce como el potencial Zeta de las
nanoparticulas y posee valores que generalmente varian entre los +100 mV hasta los -100 mV.
La magnitud del potencial zeta es Util para predecir la estabilidad del coloide, nanoparticulas
con un valor de potencial zeta mayores a +25 mV 0 menores que -25 mV generalmente poseen
altos niveles de estabilidad, debido a que las particulas cargadas se repeleran unas con otras,
evitando que se aglomeren [57, 58]. Por otro lado, se define como slipping plane al plano en
donde la particula con su agua quimicamente unida e iones se mueve en masa a través de la
solucion, considerado como la zona en donde el potencial zeta es valido [59], como se muestra
en la Figura 10.
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Figura 10: Esquema de una nanoparticula de carga negativa con iones de carga positiva rodedndola.
Adaptado de [58].

2.5.2 Dispersion dinamica de luz

La dispersidn dinamica de luz (o DLS por sus siglas en inglés) es una técnica que permite,
entre otras cosas, la determinacion de la distribucion de tamafios de particulas en suspension.
Esta medicidn se realiza enviando rayos de luz monocromatica (usualmente mediante un laser)
a la muestra, cuando la luz choca con las particulas, se dispersa en todas las direcciones. La luz
que fue dispersada se detecta durante un cierto periodo de tiempo para determinar el tamafio de
la particula y el coeficiente de difusion [60, 61]. En la medida en que las particulas son méas
pequefias, la velocidad a la que se mueven es mayor, haciendo que la dispersion de luz fluctle
mas en el tiempo [60], como se ejemplifica en la Figura 11.

Por otro lado, junto con el tamafio de las particulas se obtiene el indice de polidispersidad
(IPD, por sus siglas en inglés), el cual provee informacion sobre la distribucion de tamafios de
la muestra. Valores de IPD cercanos a 0 indican que la muestra es monodispersa (particulas de

tamarfios similares), y valores cercanos a 1 indican que la muestra presenta una gran variacion
en tamafos [62].

Particulas pequefas Particulas grandes

Intensidad

ko LA

Intensidad

N N
7 7
Tiempo Tiempo
Figura 11: Diferencias en la medicion de intensidad entre particulas grandes y pequeiias. Las particulas mds
pequeiias muestran fluctuaciones mds rdpidas en la medicion del DLS [63]

2.5.3 Espectrofotometria UV-visible

La espectrofotometria UV-visible es una técnica fisica (Optico) de reconocimiento
(diferenciacién) de compuestos inorganicos, generalmente en solucién, que consiste en emitir
luz a la muestra y realizar un analisis éptico, comparando la intensidad del haz de luz emitido
antes y despueés de interactuar con la muestra. Esta técnica normalmente destruye la muestra, y
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posee un bajo costo, motivo por el cual es el uno de los métodos mas utilizados en
investigaciones quimicas y bioguimicas [64]. Existen reportes que indican que las
nanoparticulas de éxido de cobre (las cuales se estudian en este trabajo) poseen bandas de
absorbancia a los 220 y 350 nm [65, 66].

2.5.4 Difraccién de rayos X

La difraccion de rayos X (DRX, o XRD por sus siglas en inglés) es un método que permite
obtener informacion estructural cuantitativa de una muestra y, en muchos casos la estructura
molecular completa [64]. Este procedimiento consiste en lanzar un haz de rayos X de una
determinada longitud de onda sobre la muestra, donde la radiacion al entrar en contacto con el
material es dispersada en todas las direcciones, dando origen a interferencia constructiva en
algunos angulos de donde se dispersaron los rayos X. Luego, se distinguen los elementos que
componen a la muestra debido a que cada uno posee su propio patrén de angulos de reflexion
[64].

2.6 Técnicas utilizadas para la caracterizacion de membranas
2.6.1 Microscopia de fuerza atomica

La microscopia de fuerza atdbmica o AFM por sus siglas en inglés, es una técnica que permite
obtener iméagenes tridimensionales de la superficie de los materiales utilizando una sonda
compuesta por una viga voladiza que posee una punta afilada. En el AFM, los &omos en la
punta de la sonda interacttan con los atomos de la superficie de la muestra a través de fuerzas
intermoleculares (por ejemplo, fuerzas de van der Waals). La viga que sostiene a la sonda es
impactado por un laser, cuyo reflejo es captado por el equipo, de esta manera se obtiene la
imagen de la superficie de la muestra [64].

2.6.2 Angulo de contacto

La medicion del angulo de contacto es uno de los métodos mas comunes para medir la
hidrofilicidad de un sélido. Esta prueba consiste en dejar una gota en la superficie del solido
que se desea estudiar y medir el &ngulo de contacto que se forma, como se muestra en la Figura
12. Mientras mas grande sea la afinidad entre el sélido y el liquido, menor sera el angulo de
contacto. Si el &ngulo de contacto es menor a 90°, el liquido mojaré la superficie del soélido,
definiéndolo como hidrofilico, por el contrario, si el &ngulo es mayor a 90°, el sélido se define
como hidrofdbico [67].

’ Fase gaseosa

¥ Angulo de
contacto

Sélido

Figura 12: Esquema del dngulo de contacto producido entre un liquido y un sélido. Adaptado de [68]
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2.6.3 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron Microscope o SEM) es una técnica
que permite tomar imagenes de la superficie de las muestras, funcionando de manera similar a
un microscopio éptico convencional, sin embargo, la obtencion de iméagenes por SEM se realiza
lanzando un haz de electrones hacia la muestra, y se detectan los electrones que son reflejados
[64]. Debido a que el método utiliza electrones para generar la imagen, las muestras deben ser
capaces de conducir la electricidad, y en el caso de que no sean conductivas, se deben cubrir
con una fina capa de metal, usualmente oro o aluminio, para asegurar que la imagen no resulte
borrosa [64].

2.6.4 Espectroscopia de rayos X

La espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (Energy dispersive X-ray Spectroscopy
0 EDX) es una técnica de caracterizacion que permite determinar cuantitativamente y
cualitativamente la presencia y cantidad de la mayoria de los elementos (generalmente aquellos
cuyo numero atdbmico es mayor a 8) presentes en la muestra. En la EDX, la muestra se
bombardea con rayos X, expulsando a los electrones interiores de los &tomos que la componen
y, cuando los electrones mas exteriores ocupan el lugar vacante de los electrones expulsados
ocurre una emision de rayos X en la muestra. Estos rayos X son caracteristicos de cada
elemento, por lo que es posible determinar cuéles son los compuestos que se encuentran en la
muestra [64].
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3. Metodologia

3.1 Sintesis de nanoparticulas

Nanoparticulas de éxido de cobre (CuO NPs) fueron sintetizadas en una solucion acuosa
bésica, utilizando bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como agente estabilizador y
borohidruro de sodio (NaBH4) como agente reductor. Los reactivos usados fueron: sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO4-5H.0) (99,995%) SIGMA-ALDRICH, NaOH (98%) SIGMA-
ALDRICH, CTAB (99%) SIGMA-ALDRICH y NaBH4 (99,99%) SIGMA-ALDRICH.

La sintesis se produjo mediante una reduccion quimica asistida por ultrasonido, utilizando
un sonicador marca ISOLAB modelo 621.05.003 a una temperatura inicial de 30 °C. Para la
sintesis de nanoparticulas en suspension con una concentracion de 0,125%p/p de 6xido de cobre
(0,125% CuO NPs) las concentraciones utilizadas fueron las siguientes: NaOH (17 mM), CTAB
(68 mM), CuSO4-5H,0 (42 mM) y NaBHs (8,6 M) y, para las suspensiones de nanoparticulas
con una concentracion de 0,033%p/p de 6xido de cobre (0,033% CuO NPs) se utiliz6: NaOH
(4,4 mM), CTAB (16 mM), CuSO4-5H,0 (0,4 mM) y NaBH4 (2 M). En el Anexo A se
encuentra el protocolo de sintesis de nanoparticulas desarrollado por el AMTC [65] y utilizado
en este trabajo.

Para referirse a los distintos coloides de nanoparticulas en suspension se utilizara la siguiente
nomenclatura:

e 0,033% CuO NPs: Nanoparticulas de Oxido de cobre en suspension con una
concentracion de 0,033% en masa.

e 0,125% CuO NPs: Nanoparticulas de 6xido de cobre en suspension con una
concentracion de 0,125% en masa.

3.2 Sintesis de membranas

Para la sintesis del soporte de polisulfona se utilizaron los reactivos dimetilformamida
(DMF) (99%) SIGMA-ALDRICH, metil-2-pirrolidona (NMP)(99%) SIGMA-ALDRICH y
polisulfona (PS) (Solvay Specialty Polymers). Los equipos que se utilizaron incluyen un casting
knife (BYK), campana extractora y un agitador magnético. El protocolo de la sintesis se
encuentra en el Anexo B [51].

Por otro lado, para la sintesis de la capa activa de poliamida (PA) se utilizaron los reactivos
2,6-fenilendiamina (MPD) (99%) SIGMA-ALDRICH, carbonilos de tricloruro de mesoilo
(TMC) (98%) SIGMA-ALDRICH, hidroxido de sodio (NaOH) (98%) SIGMA-ALDRICH,
hexano (CeHis4) (99,98%) WINKLER, agua destilada y las nanoparticulas sintetizadas
anteriormente. Los equipos involucrados incluyen campana extractiva, agitador magnético y
horno. El protocolo de sintesis se encuentra en el Anexo B [51].

Para referirse a cada una de las membranas sintetizadas se utiliza la siguiente nomenclatura:
e PAJ/PS 0 membrana blanco: Membranas sin modificar con nanoparticulas de cobre.

e (PA + 0,033 %CuO-NPs)/PS: Membranas modificadas con nanoparticulas de 6xido
de cobre con una concentracion de 0,033% p/p.

e (PA + 0,125 %CuO-NPs)/PS: Membranas modificadas con nanoparticulas de 6xido
de cobre con una concentracion de 0,125% p/p.
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3.3 Caracterizacion de nanoparticulas

Para determinar la carga superficial de las nanoparticulas y su distribucion de tamafios se
realizaron los anélisis de Potencial Zetay DLS, para ello se almacenaron las muestras colocando
15 mL de las nanoparticulas en suspension en tubos falcon de 15 mL. Luego se realizd el
andlisis utilizando un Zetasizer Nano ZS90 marca Malvern.

Para determinar la existencia de nanoparticulas de 6xido de cobre de manera rapida, se
realizd un ensayo de espectrometria UV-visible en el laboratorio de calidad de agua del
Departamento de Ingenieria Civil de la Universidad de Chile, con un espectrofotometro marca
HACH modelo DR 5000.

Finalmente, para obtener informacion sobre la estructura molecular de las nanoparticulas
sintetizadas se prepararon las muestras colocando 15 mL de las nanoparticulas en suspension
en tubos falcon de 15 mL, para luego realizar el ensayo de DRX utilizando un difractémetro
marca Bruker, modelo D8 Advance con radiacion CuK.

3.4 Caracterizacion de membranas

Para comparar los resultados de las caracterizaciones se realizaran los ensayos en membranas
blanco junto con las membranas modificadas con las distintas concentraciones de
nanoparticulas de 6xido de cobre.

Microscopia de fuerza atémica

Para conocer la rugosidad de las membranas sintetizadas se realizaron ensayos de AFM, para
ello se prepararon muestras cortando un trozo de 2 x 2 cm de cada uno de los distintos tipos de
membranas y posteriormente se guardaron en placas de Petri, utilizando una placa de Petri por
cada tipo de membrana. El ensayo se realizd utilizando un equipo de AFM NanoWizard 3
BioScience, marca JPK Instruments.

Angulo de contacto

Para conocer la hidrofilicidad que poseen las membranas sintetizadas se realizé un ensayo
para medir el angulo de contacto de la membrana con una gota de agua ultra pura, utilizando
una camara Digi-Microscope JENOPTIK. Al igual que para el ensayo de AFM, se cortd un
trozo de 2x2 de cada uno de los tipos de membrana y se guardaron en placas de Petri para su
traslado.

Microscopia electronica de barrido

Para obtener imagenes de la superficie de las membranas sintetizadas se utilizé el método de
microscopia electronica de barrido (SEM). Para ello, las muestras se prepararon de la misma
manera que se describid en los ensayos anteriores y se realizaron las mediciones utilizando un
detector Helix, marca Thermo Fisher Scientific, a 5 kV. Como la superficie de las membranas
no son conductoras de la electricidad, éstas fueron bafiadas con una fina capa de oro para la
realizacion de este ensayo.

Espectroscopia de rayos X

Se realiz6 un estudio de EDX para determinar los compuestos que conforman a las
membranas. Se prepararon muestras de la misma manera que para las pruebas anteriores y se
utilizo el equipo FEI Quante 250, marca Thermo Fisher Scientific.

Difraccién de rayos X

Para complementar el estudio de la informacion estructural de las membranas se realizé un
ensayo de DRX. Al igual que en los otros ensayos, se prepard una muestra de 2x2 cm de cada
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membrana y se almacenaron en placas de Petri, para luego realizar el ensayo utilizando un
difractdmetro marca Bruker, modelo D8 Advance con radiacion CuK.

Software utilizado

Finalmente, se utilizé el software ORIGIN 8 para tratar y graficar los datos obtenidos a partir
de las caracterizaciones tanto de nanoparticulas como de las membranas.

3.5 Pruebas antibiofouling
3.5.1 Pruebas bactericidas

Para contrastar la capacidad de toxicidad de las membranas modificadas con nanoparticulas
de cobre con las membranas que no fueron modificadas se realiz6 un ensayo de Colony Forming
Unit (CFU), utilizando Escherichia coli (E. coli) K-12 como bacteria formadora de biofilm. Se
decidié utilizar E. coli K-12 debido a que es una bacteria cuya cepa es conocida por formar
biofilm [69]. El método CFU permite cuantificar la cantidad de bacterias vivas que son capaces
de formar colonias a partir del conteo de colonias visibles en una placa de Petri, desde el cual
se desprende el nimero de células vivas [70], de manera que mientras menor sea el CFU, mayor
sera la capacidad bactericida de las membranas modificadas.

En primer lugar, se prepard una solucion de medio de cultivo de caldo de lisogenia (medio
LB) con una concentracion de 15 g L, luego se descongeld un pre-indculo de E. coli a partir
de un vial de bacterias, y se insertd en un tubo de ensayo con 5 mL de medio LB, después se
Ilevd a un shaker, en donde se incub6 con una agitacion de 200 rpm a 30 °C por una noche. Se
decidio usar medio LB como medio de cultivo debido a la facilidad del acceso al insumo y dado
a que es un medio gue se ha comprobado que asegura el crecimiento normal de la E. coli [71].

Una vez terminado el cultivo, se mide la densidad Optica a 600 nm en el espectrofotometro
HACH (DR 5000) para estimar la densidad de células [72], luego se calcula el volumen
necesario para preparar un tubo de 10 mL de bacteria con una concentracion de 1 x 107 células
por mL utilizando buffer de fosfato salino (PBS) para completar el volumen. Se debe preparar
un tubo por cada tipo de membrana a evaluar en el experimento.

Por otro lado, las muestras de las membranas se obtuvieron cortando un trozo de 2 x 2 cm
de cada tipo (sin modificar, 0,033% CuO NPs y 0,125% CuQO NPs), las que posteriormente se
dejan en luz ultravioleta por 30 minutos para dejarlas estériles.

Posteriormente, cada una de las muestras ya estériles se dejaron en matraces separados y se
les vertio 10 mL de la solucion con bacterias preparadas anteriormente a cada uno de los tubos,
luego se dejan incubando en el shaker a 200 RPM y 30°C por cuatro horas.

Una vez pasado el tiempo de incubacion, se toma 1 mL de solucion de cada uno de los frascos
y se utiliza PBS para realizar diluciones seriadas hasta llegar a una dilucion de 105, después
se toman 50 ul de la dilucion mas baja y se esparce sobre una placa de Petri con LB-Agar,
distribuyendo la muestra sobre el agar utilizando un rastrillo de vidrio estéril. Las placas se
realizan por triplicado y se dejan en la incubadora a 37 °C por 24 horas, luego de ese tiempo se
cuentan las colonias presentes en cada placa, y se realiza una estimacion de las células viables
mediante la ecuacion (1) [70]:

, _[CFU o | 1 1
Células vivas [H = (promedio nimero de colonias) -

Dilucién ' Inéculo (1)
3.5.2 Pruebas anti-adhesion

Para evaluar la capacidad anti-adhesion se realiza un analisis de las bacterias vivas y muertas
que estén presentes en la superficie de las membranas, para ello se toman los trozos de
membrana que se dejaron incubando junto con la bacteria (y son enjuagadas con agua destilada
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utilizando una piseta). Luego se utiliza el kit de viabilidad bacterial LIVE/DEAD marca
Invitrogen, el cual tifie de rojo a las bacterias cuya pared celular esté destruida (las cuales se
consideran muertas) y tifie de color verde aquellas que estén intactas (consideradas como vivas).
Para utilizar el kit se deben agregar 1,5 uL de cada uno de los reactivos presentes en el kit
LIVE/DEAD en 1 mL de solucién salina (H-O + NaCl) al 0,85% p/p. Luego se agregan 6 uL
sobre la superficie de la membrana, y se lleva a un microscopio Axiolab modelo HBO 50 para
realizar el conteo de células vivas y muertas.

3.6 Pruebas de desempefio de desalinizacién en planta

Para desarrollar los experimentos de resistencia mecanica, capacidad de permeado y
desalinizacion en las membranas sintetizadas se utilizo la planta piloto de osmosis inversa a
escala de laboratorio ubicada en el Laboratorio de Hidraulica del Departamento de Ingenieria
Civil de la Universidad de Chile operando como banco de pruebas. El sistema posee una bomba
de desplazamiento positivo marca Wanner, modelo D-03, adicionalmente posee un
amortiguador marca Blacoh modelo H1120V-5, para suavizar el flujo generado por la bomba,
evitando irregularidades.

En la planta, la membrana es ubicada en una celda marca Sterlitech modelo CF042D, la cual
es capaz de resistir hasta 1.000 psi y posee un area efectiva de 33 cm?.

Para realizar las pruebas de resistencia mecénicay permeabilidad se utiliz6 agua desionizada
y, para las pruebas de desalinizacion se utilizo una solucion salina a 1.000 ppm, que se obtuvo
mezclando agua destilada con costra salina que fue extraida de agua de mar y posteriormente
lavada.

3.6.1 Efecto del poliéster

Para evaluar el impacto que tiene el agregar una capa de poliéster no tejido sobre las
membranas sintetizadas se realiz6 una prueba operando la planta con la membrana sin la capa
de refuerzo de poliéster a 300 psi durante al menos cuatro horas, tomando datos del volumen
de permeado y tiempo periddicamente, y luego se oper6 la planta utilizando la misma
membrana, pero adicionando la capa de refuerzo y tomando las mediciones de tiempo y
volumen de permeado. Para obtener la capa de poliéster desde una membrana TFC comercial
se utilizé una membrana FILMTEC BW30-4040, cuyas capas fueron separadas manualmente.

Para las pruebas de permeabilidad a distintas presiones se oper6 la planta con la membrana
utilizando la capa de refuerzo, al inicio de la prueba, se utilizé una presion de 300 psi, luego de
dos horas de operacidn se subi6 la presion a 550 psi y, una vez pasadas dos horas mas se volvio
a subir la presion de operacion a 950 psi, con el fin de evaluar el comportamiento de las
membranas sintetizadas ante los cambios en la presion.

3.6.2 Pruebas desalinizacién

Para medir la capacidad de desalinizacion de las membranas sintetizadas se oper¢ la planta
durante un tiempo de pre-compactacion utilizando agua destilada durante los primeros 30
minutos de operacion (que se comienzan a contar desde que se alcanza la presion de operacion),
para permitir que la membrana se humedezca y compacte, con el fin de evitar problemas
asociados al fendmeno de la compactacion de las membranas, el cual puede afectar a los flujos
de permeado y/o el rechazo de sales [73]. Luego de los 30 minutos de pre-compactacion, se
inicial la prueba dando paso al agua salada. En paralelo, se realizaron mediciones de tiempo de
operacion, volumen y concentracion de sales en el flujo de permeado periédicamente.

Para la toma de datos durante la prueba se utilizé un crondmetro para medir el tiempo, una
probeta para medir el volumen del permeado, y un conductimetro OAKTON modelo CON 2700
para medir la conductividad del agua de permeado. Ademas, las pruebas de desalinizacion se
realizaron entre 4 y 7 horas, utilizando como criterio de término la aparicion de un efecto de
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polarizacion de las membranas en el flujo de permeado, o cuando se cumplen 8 horas de
operacion.

El flux de permeado se calculé mediante la ecuacion (2):

v
J = The (2)

En donde J (L-m?2-h?) corresponde al flux de permeado, V (L) es el volumen de agua
permeada, A (m?) es el area efectiva de la membrana en la celda (33 cm?) y At es el tiempo
transcurrido.

Por otro lado, el porcentaje de rechazo de sales se calculé utilizando la ecuacion (3), en
donde C y C,, son las concentraciones de alimentacion y permeado, respectivamente.

rechazo (%) = M- 100
Cy (3)

3.6.3 Descripcioén del equipo de testeo de las membranas

A continuacion, se presenta una breve descripcion del montaje experimental utilizado,
acompariado de un esquema e imagenes.

V2
Estanque de Estangue d.e agua [> < Rechazo
agua salada desmineralizada

C I Permeado

DQ V3

va

v >

Figura 13: Esquema del montaje experimental. V1: Valvula reguladora de presion de operacion. V2 Véalvula
reguladora de caudal de rechazo. V3: Valvula estanque agua salada. V4: Vélvula estanque con agua
desmineralizada. B: Bomba de desplazamiento positivo. C: Celda de prueba, lugar donde va ubicada la
membrana.

En la Figura 13, se presenta un esquema de la planta en donde se llevaron a cabo los
experimentos. La bomba impulsa el agua proveniente de los estanques en direccion a la celda
en donde se encuentra la membrana. Para operar la planta utilizando agua desmineralizada se
debe tener abierta la valvula 4 y cerrada la 3, por el contrario, si se desea utilizar agua salada se
debe abrir lavalvula 3y cerrar la 4. La manguera de recirculacion, que es regulada por la valvula
1, siempre debe encontrarse en el mismo estanque de agua que se esta utilizando, de manera
que, si se quiere pasar de usar agua desmineralizada a agua salada, se deben regular las valvulas
y mover la maguera desde un estanque al otro.

Para regular la presion se utiliza la valvula 1, mientras mas cerrada se encuentre esta valvula,
mayor sera la presion de operacion. Cada vez que se comienza a operar la planta, la valvula 1
debe estar completamente abierta, y una vez que la bomba esté funcionando se debe regular la
presion de operacion.
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En la Figura 14, se muestra una fotografia de la planta banco utilizada, y en la Figura 15 se
muestra el detalle de las piezas que componen a la celda Sterlitech modelo CF042D.

Figura 15: Esquema de la celda CF042D para sistemas de osmosis inversa. 1: Perillas de ajuste. 2: Plato superior.
3: Tapa superior de la celda. 4: Soporte metéalico sinterizado (integrado en la tapa superior). 5: O-rings. 6: Parte
inferior de la celda. 7: Plato inferior. Obtenido de [74].
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4. Resultados y Discusiones

4.1 Caracterizaciones de nanoparticulas
4.1.2 Espectrofotometria UV-Visible

A partir del resultado de la caracterizacion mediante espectroscopia por UV-Visible de las
nanoparticulas en suspension (Figura 16) se observa que, para ambas muestras de
nanoparticulas en suspension existe una banda de absorcion cercano a los 350 nm, representado
por un cambio en la tendencia de absorbancia, la cual disminuye en la medida que aumenta la
longitud de onda. Existen reportes que indican que las nanoparticulas de 6xido de cobre poseen
dos puntos de absorbancia, siendo éstos a los 220 y 350 nm [66], confirmando la presencia de
nanoparticulas de 6xido de cobre en las muestras. Por otro lado, dado que las concentraciones
de las nanoparticulas sintetizadas son relativamente bajas es que la banda de absorcion no
resalta de manera prominente en el espectro.

03| ——0,125% CuQ NPs |

02 .

Absorbancia

00 |- .

0,08 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
——0,033% CuO NPs |
006 = -

002 -
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Figura 16: Espectrometria de UV-Visible de las nanoparticulas en suspension sintetizadas con concentracion de
0,033% y 0,125% p/p

Al comparar las absorbancias de las 0,125%CuO NPs con las 0,033%CuO NPs se observa
gue el comportamiento general de la curva es similar, sin embargo, la escala a la que se
encuentran los valores de la absorbancia es distinto, siendo un orden de magnitud mayor en el
caso de las 0,125% CuO NPs. Es probable que esto se deba a que las concentraciones de los
compuestos presentes en los coloides son distintos, siendo mayor en el caso de las 0,125% CuO
NPs, provocando que exista un aumento en la absorbancia general.

4.1.2 Dispersion dinamica de luz y potencial Zeta

Los valores obtenidos a partir del analisis de dispersion dindmica de luz (DLYS),
polidispersidad (IPD) y potencial Zeta de las nanoparticulas de 6xido de cobre sintetizadas se
muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1: Diametro hidrodinamico, indice de polidispersion y potencial zeta de las nanoparticulas sintetizadas en
distintas concentraciones

0,033% CuO NPs 0,125% CuO NPs
_ Diametro 34,94 + 9,57 66,07 + 20,54
hidrodinamico (nm)
IPD 0,198 0,189
Potencial Z (mV) 54,64 112,1

A partir del andlisis DLS se puede evidenciar que ambos coloides presentan nanoparticulas
con un tamano inferior a 100 nandmetros, comprobando que las particulas de 6xido de cobre
sintetizadas efectivamente se encuentran en el rango de tamafio que corresponde a las
nanoparticulas [16]. Por otro lado, se evidencia que el tamafio de las 0,125% CuO NPs es de
66,07 nm, siendo este superior al tamafio de las 0,033% CuO NPs, que poseen un valor de
34,94. Los tamafios distintos observados por en el DLS se pueden deber a que el CTAB genera
micelas de mayor radio dentro del coloide debido a que se encuentra en una mayor
concentracion, pues en la sintesis de 0,033% CuO NPs se utiliz6 CTAB con una concentracion
de 16 mM y en la sintesis de 0,125% CuO NPs la concentracion utilizada fue de 68 mM. Es por
esto que se debe tener en cuenta que los diametros hidrodindmicos observador podrian no estar
reflejando el tamafio de las nanoparticulas mismas, sino que de las micelas presentes en el
coloide. De esta manera, se recomendaria realizar una medicidn con un microscopio electronico
de transmision (TEM) para corroborar los resultados obtenidos del tamafio de las nanoparticulas
sintetizadas.

El andlisis de polidispersion muestra la distribucién de los tamarfios de nanoparticulas, por
lo que la diferencia obtenida de 4,5% en el andlisis indica que ambas nanoparticulas poseen una
distribucion similar de tamafios. Este resultado indica que el método utilizado en la sintesis de
las nanoparticulas de 6xido de cobre es capaz de generar resultados similares en términos de la
distribucion de tamafios para las dos concentraciones de nanoparticulas sintetizadas.

El potencial zeta de las 0,125% CuO NPs es cerca del doble de grande que el potencial de
las 0,033% CuO NPs. Existen reportes que indican que el valor del potencial zeta en
nanoparticulas de 6xido de cobre depende de la concentracion de CTAB utilizado en la sintesis
[65], lo cual se confirma con los resultados obtenidos. Por otro lado, si el potencial zeta de las
nanoparticulas presenta un valor superior a los 30 mV se considera que son estables en la
solucion [75], cuyo caso se presenta en ambas nanoparticulas sintetizadas en este trabajo.

4.1.3 Difraccion de rayos X

Con el proposito de comparar la composicion de las nanoparticulas en suspension
sintetizadas se utilizo un analisis DRX, ademas, los resultados obtenidos se contrastan con
mediciones de CTAB sin nanoparticulas, las cuales fueron proveidas por el AMTC. Los
resultados se muestran en la Figura 17.
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Figura 17: Patrones de difraccion de rayos X de 0,033%CuO NPs, 0,125%CuO NPsy CTAB.

En la Figura 17 se observa que los peaks cercanos a los 21° corresponden a la presencia de
CTAB, los cuales se aprecian tanto en las mediciones de los coloides sintetizados como en la
muestra que contiene sélo CTAB. Por otro lado, cerca de los 35°, 38°, 49° y 61° (sefialados en
la Figura 17), se observan peaks en las mediciones de las 0,033% CuO NPs y 0,125% CuO
NPs, los cuales corresponde a patrones de difraccion del CuO [65, 76], ademas, éstos peaks no
se observan en el DRX del CTAB, lo que confirma la presencia de nanoparticulas de 6xido de
cobre en los coloides sintetizados. Por otro lado, ambos coloides presentan patrones similares
entre si, pues se utilizaron los mismos compuestos durante la sintesis, solamente cambiando su
concentracion, sin embargo, es posible observar el efecto de la concentracion del CTAB al
comparar las 0,033% CuO NPs con las 0,125%CuO NPs, pues en estas Ultimas los peaks que
corresponden al CTAB resaltan méas que en el coloide con menor concentracion de cobre.

Para corroborar la informacién observada en este ensayo, se puede realizar un analisis de
selected area electron diffraction (SAED) realizado por un microscopio electrénico de
transmision (transmission electron microscopy o TEM), pues este ensayo permite conocer,
entre otras cosas, la composicién de las nanoparticulas, incluso si se encuentran en una baja
concentracion mediante un andlisis de sus patrones de difraccion [77].
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4.2 Analisis de las superficies y morfologias de las membranas sintetizadas

4.2.1 Microscopia

Las imagenes obtenidas por SEM de la superficie de las membranas sintetizadas se muestran
en la Figura 18.

PA/PS (PA +0,033% CuO)/PS (PA +0,125% CuO)/PS
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Figura 18: Imagenes obtenidas por Scanning Electron Microscopy (SEM) de la superficie de una membrana
blanco (Izquierda), membrana modificada con 0,033% CuO NPs (Centro) y membrana modificada con 0,125%
CuO NPs (Derecha).

En las imagenes obtenidas por SEM de los tres tipos de membrana se observan
protuberancias definidas, las cuales son formadas por las hebras de polimeros que conforman
la superficie de la membrana. Estas protuberancias siguen una estructura de crestas y valles, la
cual es consistente con las caracteristicas de membranas de poliamida sintetizadas por
polimerizacion interfacial [78, 79].

Las imagenes de la superficie de las membranas (PA + 0,033% CuO NPs)/PS y (PA +
0,033% CuO NPs)/PS no muestran diferencias muy relevantes en su estructura. Se esperaria
que la diferencia en los tamafios y concentracion de los coloides utilizados para la modificacion
de las membranas mostrara una diferencia en como se ve el entrecruzamiento de las hebras de
la superficie, sin embargo, no se evidencia un impacto significativo en ello a pesar de que
utilizaron concentraciones distintas de nanoparticulas en la sintesis. En cambio, si es posible
apreciar esta diferencia al comparar las membranas modificadas con respecto al blanco, lo que
se corrobora con los resultados de rugosidad.

Dado que se utilizaron concentraciones distintas de nanoparticulas durante la sintesis de las
membranas modificadas, y con distinto tamafio seguin lo observado por el DLS, se esperaba
encontrar alguna diferencia en la capa superficial de poliamida, sin embargo, este no fue el caso.
Es posible que esto se deba al tamafio de las nanoparticulas utilizadas en la sintesis, pues al ser
mas grandes en el caso de las 0,125% CuO NPs, se podria estar dificultando su agregado en la
capa de poliamida de la membrana. Por otro lado, también es posible que exista algun efecto de
saturacion de nanoparticulas en la capa de poliamida cuando se realiza la sintesis, pues como
se vera en los resultados de composicion, las cantidades de nanoparticulas presentes en las
membranas son similares e incluso ligeramente mayores para las membranas (PA + 0,033%
CuO NPs)/PS.

4.2.2 Rugosidad

Para comparar la morfologia superficial de las membranas sintetizadas, se realiz6 una
espectrometria de fuerza atdbmica (AFM), cuyos resultados se presentan en la Figura 19, Figura
20, Figura 21y Tabla 2.
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Figura 21: Imagenes obtenidas del analisis AFM de la membrana (PA + 0,125% CuQO NPs)/PS.

A partir de las imagenes mostradas en la Figura 19, Figura 20 Yy Figura 21, se puede apreciar que
las caracteristicas de la superficie de las membranas sintetizadas se muestran consistentes con
membranas de poliamida sintetizadas por polimerizacién interfacial, las cuales consisten en
picos y valles [78, 79].

En la Tabla 2, se muestran las rugosidades promedio de las membranas:

Tabla 2: Rugosidades promedio obtenidas del analisis AFM de las membranas sintetizadas.

Membrana Rugosidad /nm
PA/PS 4,57 £0,29
(PA +0,033% CuO NPs)/PS | 94,40 +1,27
(PA +0,125% CuO NPs)/PS | 79,70 +1,27

Las rugosidades obtenidas indican que las membranas modificadas con nanoparticulas de
cobre poseen una rugosidad mucho mayor que la membrana blanco, siendo de hasta 20 veces
superior en el caso de la membrana (PA + 0,033% CuO NPs)/PS y de 17 veces mayor en las
(PA + 0,125% CuO NPs)/PS. Como se mencioné en el capitulo 2, esta caracteristica puede
favorecer la formacion de incrustaciones en la membrana, pues los agentes incrustantes se
pueden alojar en las irregularidades presentes en la superficie de la membrana, las cuales son
mas prominentes cuando la rugosidad es mayor. El efecto del incremento en la rugosidad de las
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membranas modificadas es atribuido a la presencia de nanoparticulas en la superficie durante
el proceso de polimerizacion, ya que al incluir las NPs, éstas alteran la distancia entre los picos
y valles de la capa de poliamida, por lo que se esperaba un aumento en la rugosidad de las
membranas modificadas.

Por otro lado, la rugosidad de la membrana (PA + 0,033% CuO NPs)/PS es un 16% mayor
que la de la membrana (PA + 0,125% CuO NPs)/PS, ademaés, en la imagen de la membrana
(PA + 0,033% CuO NPs)/PS es posible notar un efecto de aglomeracion de nanoparticulas en
ciertos sectores, lo que podria afectar al célculo del promedio de la rugosidad, siendo éste el
causante de que ésta membrana posea una rugosidad mayor. Es posible que las 0,033% CuO
NPs sean méas propensas a aglomerarse durante la sintesis de la membrana debido a que
presentan un menor tamario, pues como se vera en la seccién de composicion de las membranas
modificadas, éstas poseen cantidades similares de cobre.

4.2.3 Angulo de contacto

En la Tabla 3, se presentan los resultados obtenidos de la medicion de angulo de contacto de
las membranas sintetizadas.

Tabla 3: Angulos de contacto de las distintas membranas sintetizadas

Membrana Angulo de contacto

PA/PS 71,38 + 7,66
(PA +0,033%Cu0O) /PS | 58,37 + 4,87
(PA +0,125%Cu0) /PS | 37,95 + 8,44

Todas las membranas sintetizadas poseen un angulo de contacto menor a 90°, ademas, se
evidencia una disminucion en el angulo de contacto en las membranas modificadas con
nanoparticulas de cobre, llegando a un 18% menos en (PA + 0,033%CuO)/PS y un 46% de
disminucion en (PA + 0,125%CuQ)/PS con respecto a la membrana sin modificacién. Esta
disminucion en el angulo de contacto se debe a que las nanoparticulas de 6xido de cobre son
hidrofilicas [55], por lo que la presencia de éstas en las membranas les pudo haber otorgado
una mayor hidrofilicidad, reforzando la presencia de nanoparticulas de éxido de cobre en la
membrana.

Por otro lado, el &ngulo de contacto de la membrana modificada con 0,125% CuO NPs es un
34% menor comparado con la membrana modificada con 0,033% CuO NPs. Esto se puede
deber a que, al ser de mayor tamafio las 0,125% CuO NPs, éstas le confieren una mayor
hidrofilicidad a la membrana, pues como se vera en los analisis de composicién, éstas poseen
cantidades similares de cobre.

4.2.4 Difraccion de rayos X

El patron del anélisis DRX realizado a las membranas PA/PS, (PA + 0,033% CuO NPs)/PS
y (PA +0,125% CuO NPs)/PS sintetizadas se muestra en la Figura 22. Los patrones de las dos
membranas modificadas se muestran muy similares entre si, no mostrando ningun cambio
significativo, ademas, al compararlas con la membrana PA/PS se observa que los patrones
poseen el mismo comportamiento, con dos picos prominentes ubicados entre los 10°y los 30°,
lo cual es una caracteristica tipica de la estructura amorfa de la membrana [52], comprobando
que la capa de poliamida se sintetizd de manera correcta en las membranas.

Por otro lado, la baja diferenciacion entre las distintas membranas se puede deber a que la
concentracion existente de nanoparticulas en la capa de poliamida es baja, dificultando que se
pueda comprobar la existencia de nanoparticulas de 6xido de cobre en las membranas mediante
este analisis.
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Figura 22: Patrones DRX comparativos de las membranas sintetizadas con distintas concentraciones de
nanoparticulas de éxido de cobre y membrana blanco.

4.2.5 Espectroscopia de rayos X

Se presentan los resultados del analisis composicional semicuantitativo mediante EDX de la
membranas (PA + 0,033% CuO NPs)/PS y (PA + 0,125% CuO NPs)/PS en la Figura 23 y la
Figura 24, respectivamente. En estos graficos, el eje de las ordenadas indica la cantidad de veces
gue se cont6 un elemento y el eje de las abscisas indica el nivel de energia de ionizacion, el cual
indica al elemento. En la Tabla 4 y la Tabla 5 se muestran las composiciones de la superficie
de las membranas expresadas en porcentajes masicos de cada elemento.

M tap Sum Spectrum

C

Figura 23: Andlisis EDX de la membrana (PA + 0,033% CuQO NPs)/PS
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Figura 24: Andlisis EDX de la membrana (PA + 0,125% CuQO NPs)/PS

Tabla 4: Composicion elemental de membrana (PA + 0,033% CuO NPs)/PS obtenido por EDX.

Elemento | Porcentaje | Desviacion

masico porcentaje
masico
C 73,96 0,58
N 7,77 0,68
0 12,87 0,23
S 4,71 0,05
Cu 0,19 0,03
Br 0,50 0,02
Total: 100,00

Tabla 5: Composicién elemental de membrana (PA + 0,125% CuO NPs)/PS obtenido por EDX.

Elemento | Porcentaje | Desviacion

masico porcentaje
masico
C 76,71 0,50
N 3,74 0,58
o) 13,72 0,20
S 4,70 0,04
Cu 0,12 0,02
Br 1,00 0,03
Total: 100,00

A partir de los resultados del analisis por EDX, se observa que los elementos que componen
principalmente a las membranas son C, O, S, N, Br y Cu, confirmando asi la presencia de las
nanoparticulas de cobre en la capa de poliamida de la membrana. Por otro lado, todos los
compuestos que componen a la capa superficial de la membrana provienen de los reactivos
utilizados en la sintesis [51].
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El porcentaje masico de cobre en la membrana (PA + 0,033% CuO NPs)/PS es de 0,19% y
en la membrana (PA + 0,125% CuO NPs)/PS es de 0,12%. Este resultado destaca debido a que
se esperaba que la membrana modificada con una mayor concentracion de nanoparticulas de
Oxido de cobre poseyera una mayor cantidad relativa de cobre en la capa activa de poliamida,
sin embargo, el resultado obtenido muestra que las membranas modificadas poseen niveles
similares de nanoparticulas de cobre, pues una diferencia de 0,07% de la masa total no es
significativa para el método semicuantitativo utilizado. La existencia de niveles similares de
cobre indica que no se estan agregando todas las nanoparticulas de éxido de cobre presente en
el coloide sobre la superficie de la membrana durante la sintesis de ésta, por lo que podria existir
una saturacion de la concentracion de cobre (o en este caso, de nanoparticulas de cobre) que se
le agrega a la membrana con el método utilizado.

Finalmente, en la Figura 25 se muestra la distribucion de cobre en la superficie de las
membranas sintetizadas con nanoparticulas de cobre. A partir de estas imagenes se puede
observar la presencia del cobre, confirmando nuevamente la existencia de nanoparticulas en la
superficie de la membrana. Por otro lado, al comparar ambas imagenes no se puede apreciar
una diferencia significativa ni en la cantidad de cobre ni en su distribucién sobre la superficie,
reafirmando la posibilidad de que exista un efecto de saturacion de NPs en la membrana.

La similitud en las cantidades de cobre entre ambas membranas se puede atribuir al método
de sintesis de la capa activa de poliamida modificada con nanoparticulas de éxido de cobre,
pues se desconoce la efectividad que posee el método en asegurar que se agreguen una mayor
cantidad de nanoparticulas en la capa de poliamida cuando se utiliza un coloide con una mayor
concentracion de CuO NPs. Por otro lado, es posible que las nanoparticulas, al tener distinto
tamafo segin lo mostrado por el analisis de DLS, se agreguen de diferente manera a la
superficie de la membrana, pues si las 0,125% CuO NPs son de un tamafio mayor a las 0,033%
CuO NPs, podrian generar un mayor efecto de saturacion en la capa de poliamida mientras se
realiza la sintesis, dando explicacion a la cantidad relativa ligeramente menor de cobre
observada en la membrana (PA + 0,125% CuO NPs)/PS.

Cu Kal

: 10um : 10pm

Figura 25: Imégenes obtenidas por EDX del cobre distribuido en la superficie de las membranas (PA + 0,033%
CuO NPs)/PS (A) y (PA + 0,125% CuO NPs)/PS (B).
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4.3 Pruebas biocidas y antibiofouling

Para medir la cantidad de E. coli viva presente en el medio de cultivo después de estar en
contacto con las membranas modificadas con las dos concentraciones de nanoparticulas de
Oxido de cobre, y con la membrana blanco, se utilizé el método de unidades formadoras de
colonia (CFU), el cual se realizé en duplicado, y cuyos resultados se presentan en la Figura 26.

CFU

1,76E+11
1,40E+11

I

1,36E+11 1
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1,16E+11
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1,6E+10 3,00E+09 0
lﬁl -

PA/PS (PA+0,033%CuO NPs)/PS (PA+0,125%Cu0O NPs)/PS
Membrana

-4E+09

Figura 26: Conteo de unidades formadoras de colonias de E. coli después de estar en contacto con las membranas:
PA/PS, (PA + 0,033%CuO NPs)/PS y (PA + 0,125%CuO NPs)/PS.

Al comparar los resultados de CFU entre las membranas PA/PS y las modificadas con
nanoparticulas de 6xido de cobre, se observa que estas Ultimas presentan una fuerte capacidad
biocida, disminuyendo drasticamente los valores del CFU. Esto se le atribuye a que las
nanoparticulas presentes en las membranas son capaces de matar a las bacterias dada a su alta
capacidad biocida [21], demostrando que ambas concentraciones de nanoparticulas utilizadas
en las membranas modificadas es suficiente para matar a las bacterias presentes en el medio
utilizado para el ensayo.

Al comparar la capacidad biocida de las membranas modificadas, se aprecia una leve
diferencia, en donde la membrana (PA + 0,033% CuO NPs)/PS provocé un 98% de disminucion
del CFU, y la membrana (PA + 0,125% CuO NPs)/PS lo redujo en su totalidad. Esta diferencia
se le atribuye al error asociado al método de medicion utilizado, pues los resultados de los
analisis de composicion arrojaron que las membranas tenian cantidades similares de cobre en
la capa de poliamida, por lo que su capacidad biocida debiese ser parecida, lo cual se ve
reflejado en el andlisis de CFU.

Para visualizar la capacidad anti-incrustacion de las membranas modificadas, se tomaron
imagenes de la superficie de las membranas con un microscopio de fluorescencia, con las
bacterias tefiidas por un kit de viabilidad bacterial. Las bacterias vivas brillan bajo la luz verde
y las muertas con la luz roja. Algunas de las imagenes obtenidas se muestran en la Figura 27,
Figura 28 y Figura 29. Ademas, en la Tabla 6, se resume el conteo de las bacterias vivas y
muertas. La tabla con el detalle del conteo celular se encuentra en el Anexo C.
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- -
Figura 27: Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de la distribucion de E. coli en la membrana
PA/PS. A) Bacterias vivas (verdes), B) Bacterias muertas (rojo), C) Superposicion de las imagenes Ay B.

- -
Figura 28: Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de la distribucién de E. coli en la membrana

(PA+0,033% CuO NPs)/PS. A) Bacterias vivas (verde), B) Bacterias muertas (rojo) C) Superposicién de las
imagenes Ay B.

Figura 29: Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de la distribucion de E. coli en la membrana
(PA+0,125% CuO NPs)/PS. A) Bacterias vivas (verde), B) Bacterias muertas (rojo), C) Superposicion de las
imagenes Ay B.

Tabla 6: Conteo de las bacterias vivas y muertas presentes en las imagenes de la superficie de las distintas
membranas mediante microscopia de fluorescencia.

Membrana Vivas/ % | Muertas/% | Antiadhesion/ %
PA/PS 93+4.24 7+424 -
(PA +0,033% CuO NPs)/PS 13 £ 3,54 87 + 3,54 76+ 11
(PA +0,125% CuO NPs)/PS 00 100+0 86+5

A partir de los resultados obtenidos de la prueba antiadhesion, los cuales se resumen en la
Tabla 6, se observa que las membranas modificadas poseen una menor cantidad de bacterias
adheridas con respecto a la membrana blanco y, ademas, el mayor porcentaje de esas bacterias
adheridas estan muertas. Esto es una consecuencia de la capacidad biocida de las nanoparticulas
presentes en las membranas modificadas, lo cual se refuerza con los resultados obtenidos en las
pruebas de CFU.

Por otro lado, se evidencié una diferencia en la capacidad de antiadhesion entre las
membranas (PA + 0,033% CuO NPs)/PSy (PA + 0,125% CuO NPs)/PS, con un 76% y 86%,
respectivamente. Es posible que esta diferencia se deba a que la rugosidad de la membrana (PA
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+ 0,033% CuO NPs)/PS es mayor, pues, como se comento anteriormente, una rugosidad mas
alta puede favorecer la formacion de incrustaciones en la membrana.

Con respecto a la capacidad biocida de las membranas, se observa que la membrana (PA +
0,033% CuO NPs)/PS posee un 87% de bacterias muertas, en contraste con un 100% de muerte
en la (PA +0,125% CuO NPs)/PS. Esto podria ser una consecuencia de la diferencia del tamafio
de las nanoparticulas utilizadas en la sintesis de las membranas, en donde las nanoparticulas
méas grandes pueden estar causando un mayor efecto biocida sobre los microorganismos
utilizados en el ensayo.

Finalmente, tanto las pruebas de CFU como las de antiadhesion mostraron que las (PA +
0,125%CuO NPs)/PS poseen una capacidad biocida levemente superior que las (PA +
0,033%CuO NPs)/PS, en donde las diferencias no son significativas al contrastarlo con la
membrana blanco, lo que se refuerza con lo mostrado en las caracterizaciones de las
membranas, en donde los dos tipos de membranas modificadas poseen cantidades similares de
nanoparticulas, pues de éstas depende la capacidad biocida de las membranas modificadas.

4.4 Pruebas en planta

4.4.1 Pruebas de desalinizacién

Los resultados de las pruebas de desalinizacion en planta se resumen en la Tabla 7, en donde
se muestran los flux y rechazos de sales promedios de las pruebas realizadas. El detalle de las
mediciones realizadas durante las pruebas se encuentra en el Anexo D.

Tabla 7: Flux y rechazo de sales obtenidos en prueba de desalinizacion utilizando agua con costra salina a una
concentracion de 1.000 ppm y a 300 psi. Utilizando las membranas PA/PS y (PA +0,125% CuQO NPs)/PS sin la
adicion de la capa de poliéster.

Membrana Flux/Lh™'m™2 Rechazo de sal (%)
PA/PS 127+0,2 98+1,0
(PA +0,033% CuO NPs)/PS 58+04 91+3,6
(PA + 0,125% CuO NPs)/PS - -

A partir de los resultados de la Tabla 7, se observa una disminucion del 54% del flux de
permeado para la membrana (PA + 0,033%CuO NPs)/PS comparado con la membrana sin
modificacion. Es posible que el aumento de la rugosidad asociado a la adicion de nanoparticulas
a las membranas modificadas tenga un efecto de “taponamiento” sobre éstas, obstruyendo el
paso de agua por los microporos de la membrana y asi disminuya su flujo, pues como se vio
anteriormente en este capitulo, las pruebas de hidrofilicidad de las membranas demostraron que
las membranas modificadas con nanoparticulas de 6xido de cobre son mas hidrofilicas que su
contraparte sin modificacion.

Tanto la membrana PA/PS como la membrana (PA+ 0,033%CuO NPs)/PS se encuentran
dentro del rango de desalinizacion, con un 98% y 91% de rechazo de sales, respectivamente.
La diferencia en los niveles de desalinizacion se le atribuye a un error en la medicién y no a la
presencia de nanoparticulas, pues como se observa en las pruebas de rendimiento con la adicion
de la capa de refuerzo, el nivel de rechazo de sales obtenido con las mismas membranas puede
variar levemente entre las pruebas.

No se pudieron realizar las pruebas con la membrana (PA + 0,125%CuO NPs)/PS en el plazo
establecido para este trabajo debido a que la bomba utilizada en la planta banco se descompuso.
A pesar de esto, se esperaria que las membranas (PA + 0,125%CuO NPs)/PS posean un
comportamiento similar al visto en las membranas (PA + 0,033%CuO NPs)/PS debido a que el
efecto de “tapdn” que ejercen las nanoparticulas sobre los poros de la membrana deberia ocurrir
en las otras membranas modificadas. Por otro lado, como en la seccidn de caracterizaciones se
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observo que la membrana (PA + 0,125%CuO NPs)/PS posee una rugosidad menor, se esperaria
que los resultados de flujo de permeado fueran ligeramente superiores que los vistos en la
membrana (PA + 0,033%CuO NPs)/PS.

4.4.2 Impacto del rendimiento con adicion de la capa de refuerzo

En la Tabla 8 se muestran los flujos de permeado y rendimiento de desalinizacion de las
membranas con y sin la capa de refuerzo de poliéster. A partir de estos resultados se puede
observar que el poliéster tiene un efecto negativo en el flujo de permeado de las membranas,
con una disminucion del 13% para la membrana blanco y de 44% en la membrana (PA +
0,033%CuO NPs)/PS. Sin embargo, la disminucion del flujo es poco relevante en comparacion
con la caracteristica obtenida, pues las membranas lograron soportar presiones de operacion de
hasta 950 psi sin presentar dafios de ningun tipo.

La capa de refuerzo presenta una resistencia adicional para el paso del agua a través de la
membrana, por lo que se esperaba que existiera una disminucion en el flujo de permeado al
agregar esta capa. Por otro lado, se observa que los flujos disminuyen en distinta proporcién al
comparar las dos membranas utilizadas. Es posible que el impacto de la capa de refuerzo sea
mayor cuando se suma al efecto de “taponamiento” de las membranas modificadas, pues la
adicion de la capa de refuerzo podria estar acentuando el efecto de ese fendmeno sobre el flujo
de permeado. Sin embargo, se debe tener en cuenta que esta disminucion en el flux puede
provenir de un comportamiento no previsto en la membrana (PA + 0,033%CuO NPs)/PS, la
cual present6é un cambio significativo en su nivel de flujo rechazo que no se vio reflejado en la
membrana blanco.

Respecto al impacto de la adicion de la capa de refuerzo en la capacidad desaladora de las
membranas, no se evidencia una relacion entre el rechazo de sales y la presencia de la capa de
poliéster, pues en todas las pruebas las membranas mantienen un rendimiento similar en esta
area. Esto se debe a que la separacion de los iones del agua ocurre principalmente en la capa
activa, por lo que la capa de refuerzo no afecta en este aspecto a las membranas.

Tabla 8: Comparacion del flux y rechazo de sales frente a la presencia de la capa de refuerzo de poliéster en las
membranas blanco y (PA + 0,033% CuO NPs)/PS

Membrana FI/UL)‘( }[:[?me_dzio Rechazo de sal (%)
Sinpoliser | sTzosL | sieas
§£+poéﬂggfgcuo)/Ps 3,22£0,07 94 +3
zﬁ/g(?liéster 12,7+0,2 98+1
?:Ig\r/wppsoliéster 11,07+0,74 93£0,6

4.4.3 Prueba de permeabilidad

Para medir el comportamiento de las membranas sintetizadas frente a distintas presiones de
operacion se realizaron pruebas de permeabilidad con agua desionizada. Ademas, esta prueba
se logr6 completar gracias a que la adicion de la capa de refuerzo a las membranas permitio que
éstas soportasen presiones de hasta 950 psi sin romperse, presion que corresponde a la maxima
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en la que se puede operar la planta banco. Los resultados de las pruebas de permeabilidad se
presentan en la Tabla 9, y el detalle de las mediciones se encuentra en el Anexo E.

Tabla 9: Flux promedio obtenido de las pruebas de permeabilidad de las membranas sintetizadas operando con
agua destilada a distintas presiones.

PA/PS (PA + 0,033% CuO NPs)/PS| (PA +0,125% CuO NPs)/PS
Presion Flux Flux Flux
/ psi /Lh™im™2 /Lh™tm™2 /Lh™tm™2
300 10,73 £ 1,27 3,02+0,2 3,790
550 36,83 + 6,32 4,56 £ 0,32 10,18 £3/4
950 63,46 £ 8,5 12,63 £ 3,57 2191+23

Nuevamente se observa que hay mayor flux de permeado en la membrana blanco con
respecto a las modificadas con nanoparticulas, por lo que se cree que esto es por el efecto del
“taponamiento” de las nanoparticulas en las membranas. Por otro lado, se observa que la
membrana (PA + 0,125%CuO NPs)/PS posee un mayor flujo de permeado que las (PA +
0,033%CuO NPs)/PS. Esta diferencia coincide con lo mostrado en las caracterizaciones, pues
la membrana 0,125% mostré poseer una rugosidad mas baja y ser méas hidrofilica, lo que se
traduce como un flux mas alto en las pruebas realizadas en planta.

Tanto la membrana PA/PS como la membrana (PA + 0,125% CuO NPs)/PS presentaron un
comportamiento lineal en el aumento del flux con respecto al aumento en la presion de
operacion, corroborando que poseen una cualidad importante de las membranas de osmosis
inversa, pues existen modelos que indican que el comportamiento del flujo de permeado
depende linealmente de la presién de operacion [80-83]. En el caso de la membrana (PA +
0,033% CuO NPs)/PS no se evidencio este comportamiento, pero es probable que este resultado
sea parte del problema ocurrido durante la operacion, pues durante esta prueba se descompuso
la bomba de la planta.
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5. Conclusiones

La inclusion de nanoparticulas de 6xido de cobre Il durante la etapa de polimerizacion
interfacial en la sintesis de membranas modificadas permitio afiadir las nanoparticulas a la capa
activa de poliamida durante la etapa de polimerizacion interfacial. Por otro lado, las membranas
(PA + 0,033% CuO NPs)/PS y (PA + 0,125% CuO NPs)/PS presentaron caracteristicas
similares, tanto en morfologia superficial como en su composicién, debido a una posible
saturacion de la cantidad de nanoparticulas que se le agrega a la membrana con el método de
sintesis utilizado. Por lo que se concluye que las membranas modificadas fabricadas son muy
similares entre si, independiente de la concentracion de nanoparticulas en suspension que se
utilizd para su sintesis.

Al modificar las membranas con nanoparticulas, su rugosidad aumento, sin embargo, a pesar
de que este efecto puede aumentar la susceptibilidad de que se adhirieran bacterias a las
membranas, se obtuvo que la adherencia de bacterias en las membranas modificadas era menor
debido a las propiedades biocidas de las nanoparticulas que se agregaron a las membranas.
Ademas, las membranas modificadas fueron capaces de matar a las bacterias que se encontraban
en un medio en contacto con ellas. A partir de lo anterior, se concluye que las membranas
modificadas con nanoparticulas de 6xido de cobre poseen capacidades biocidas que pueden
disminuir la formacion de incrustaciones bioldgicas.

Las membranas modificadas sintetizadas poseen un rechazo de sales similares a las
membranas sin modificacion, sin embargo, el flux de permeado en las membranas modificadas
es significativamente menor, decayendo cerca del 70% en comparacion con las membranas sin
nanoparticulas. Por lo que se concluye que la modificacion con nanoparticulas de 6xido de
cobre no afecta al rechazo de sales que posee la membrana, pero si posee un efecto negativo
sobre el rendimiento del flujo de permeado.

Respecto a la adicion de la capa de refuerzo, se concluye que es una manera efectiva para
aumentar la resistencia mecanica de las membranas sintetizadas, dado que permitié que éstas
soportasen presiones de operacién de hasta 950 psi. Sin embargo, la adicién de esta capa de
refuerzo provoca una disminucion del flujo de permeado que debe ser méas estudiada para las
membranas modificadas.

El método sonoquimico utilizado permitié sintetizar nanoparticulas de 6xido de cobre 1l en
suspension en dos concentraciones distintas, sin embargo, en la caracterizacion de las 0,125%
CuO NPs se observé un radio hidrodinamico mayor, por lo que la sintesis nanoparticulas en
una concentracion mayor puede resultar en nanoparticulas mas grandes. No obstante, es
necesario comprobar este resultado mediante un analisis TEM.

En base a los experimentos realizados y los resultados obtenidos, es posible plantear algunas
recomendaciones para etapas futuras en el desarrollo de este proyecto, las que se plantean a
continuacion:

Con los resultados obtenidos no es posible determinar cuél de las dos concentraciones de
nanoparticulas utilizadas en la sintesis de las membranas modificadas es optima, pues las
0,125% CuO NPs presentaron un desempefio ligeramente superior, sin embargo, existe una
pérdida de nanoparticulas durante la sintesis debido al efecto de saturacion de las membranas,
ya que la cantidad de cobre presente en éstas es similar para los dos colides utilizados en este
trabajo. Es por ello que se requiere realizar un analisis TEM para conocer el tamafio de las
nanoparticulas en precision. De comprobarse que las 0,125% CuO NPs poseen un tamafio
superior, se propone intentar sintetizar nanoparticulas en menor concentracion con el tamario
que ha demostrado tener los resultados ligeramente superiores, por ejemplo, a través de una
variacion en la concentracion de CTAB utilizado en la sintesis.
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Para una siguiente etapa del proyecto, se recomienda disminuir el grosor de la capa de
soporte de polisulfona en las membranas sintetizadas, pues al agregar la capa de poliéster
aumenta la resistencia mecanica de las membranas, por lo que, al disminuir el grosor de la capa
de poliamida se podria mejorar los flujos de permeado de las membranas sintetizadas,
manteniendo la resistencia suficiente como para operar a presiones cercanas a los 1.000 psi.

Respecto a la vida util de las membranas modificadas, se propone realizar ensayos de
envejecimiento acelerado en planta y asi poner a prueba la capacidad para combatir
incrustaciones de las membranas y, por otro lado, evaluar si existe pérdida de nanoparticulas
durante la operacion.

Finalmente, se propone realizar pruebas biologicas operando en la planta banco utilizando
agua con carga bioldgica similar a la real, con la finalidad de comprobar si los resultados vistos
en este trabajo se mantienen cuando las membranas estan en operacion en condiciones reales y
asi dar un paso mas hacia la operacion de las membranas modificadas con agua de mar.
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7. Anexos

Anexo A. Protocolo de sintesis de nanoparticulas

A continuacion, se presenta el protocolo utilizado para la sintesis de nanoparticulas de 6xido
de cobre (CuO NPs) utilizado por el AMTC, basado en estudios anteriores por la misma
organizacion [65]. La sintesis para las nanoparticulas con una concentracion de 0,033% y
0,125% p/p se realiza siguiendo el mismo procedimiento, sélo cambiando las cantidades y
concentraciones de los reactivos.

Sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre al 0,033% p/p (0,033% CuO NPs)

Los reactivos necesarios con sus respectivas cantidades y concentraciones para la sintesis de
100 ml de 0,033% CuO NPs se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: Cantidades y concentraciones de reactivos para preparar 0,033% CuO NPs

Reactivo Cantidad | Unidad | Concentracion | Unidad

Agua destilada 6 mL - -

Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4-5H20)| 0,499 g - -
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)

. 49,5 mL 16 mM
disuelto en agua

Hidroxido de sodio (NaOH) disuelto en agua 49,5 mL 4,4 mM

Borohidruro de sodio (NaBH4) 0,053 g - -

En primer lugar, se vierten 49,5 ml de la solucion de CTAB al 16 mM, luego se vierten 49,5
ml de la solucién de hidréxido de sodio al 4,4 mM en un frasco de vidrio de 200 ml.

Por otro lado, se preparan 5 ml de CuSO4 en solucién con una concentracion de 0,4 M. Para
ello se ponen 0,499 gr de sulfuro de cobre pentahidratado en un matraz de aforo de 5 mL y se
utiliza agua destilada para completar el volumen, luego se agita y se traspasa la solucién a un
tubo falcon de 15 mL tapado y se cubre con papel aluminio.

Después se pesan 0,053 gramos de borohidruro sodico y se guardan en un tubo falcon de 15
ml tapado.

Luego se llena el sonicador con agua destilada y se ajusta su temperatura a 30 °C.

Una vez alcanzada la temperatura se introduce el frasco de vidrio con la soluciéon de CTAB
y NaOH en el sonicador, luego se enciende el sonicador y se deja funcionando por 1 minuto.

Pasado el minuto, se agregan 0,33 ml de la solucion de sulfato de cobre al frasco de vidrio
dentro del sonicador sin apagar y se deja por 5 minutos mas.

Cuando queden 2 de los 5 minutos de espera, se agregan 0,7 mL de agua destilada fria (lo
mas cercana a 0 °C posible) al borohidruro y se agita en un vortex, la concentracion de la
solucion debe ser de 2M. Para obtener el agua se descongela agua destilada que estaba
previamente congelada en un tubo falcon de 50 ml con el calor de las manos.

Apenas pasan los 5 minutos de sonicacion, se le agregan 0,66 ml de la solucion de
borohidrudo al frasco de vidrio con los demas reactivos sin apagar el equipo de sonicacion.
Luego se deja sonicar por 15 minutos.

Finalmente, cuando terminan los 15 minutos, se apaga el equipo y se deja reposando la
solucion de nanoparticulas 24 horas a 25 °C.
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Sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre al 0,125% p/p (0,125% CuO NPs)
Los reactivos necesarios con sus respectivas cantidades y concentraciones para la sintesis de

100 ml de 0,125% CuO NPs se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11: Cantidades y concentraciones de reactivos para preparar 0,125% CuO NPs

Reactivo Cantidad | Unidad | Concentracion| Unidad
/Agua destilada 30 mL - -
Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4-5H20) 0,257 g - -
B_romuro de hexadceiltrimetilamonio (CTAB) 43,86 mL 68 MM
disuelto en agua
Hidroxido de sodio (NaOH) disuelto en agua 43,86 mL 17 mM
Borohidruro de sodio (NaBHa) 0,228 g - -

En primer lugar, se vierten 43,86 ml de la solucion de CTAB al 68 mM, luego se vierten
43,86 ml de la solucién de hidroxido de sodio al 17 mM en un frasco de vidrio de 200 ml.

Por otro lado, se preparan 25 ml de CuSOas en solucién con una concentracion de 42 mM.
Para ello se ponen 0,257 gr de sulfuro de cobre pentahidratado en un matraz de aforo de 25 mL
y se utiliza agua destilada para completar el volumen, luego se agita y se traspasa la solucion a
un tubo falcon de 50 mL tapado y se cubre con papel aluminio.

Después se pesan 0,228 gramos de borohidruro sodico y se guardan en un tubo falcon de 15
ml tapado.

Luego se llena el sonicador con agua destilada y se ajusta su temperatura a 30 °C.

Una vez alcanzada la temperatura se introduce el frasco de vidrio con la solucion de CTAB
y NaOH en el sonicador, luego se enciende el sonicador y se deja funcionando por 1 minuto.

Pasado el minuto, se agregan 11,696 ml de la solucion de sulfato de cobre al frasco de vidrio
dentro del sonicador sin apagar y se deja por 5 minutos mas.

Cuando queden 2 de los 5 minutos de espera, se agregan 0,7 ml de agua destilada fria (lo
mas cercana a 0 °C) al borohidruro y se agita en un vortex, la concentracion de la solucion debe
ser de 8,6 M. Para obtener el agua se descongela agua destilada que estaba previamente
congelada en un tubo falcon de 50 mL con el calor de las manos.

Apenas pasan los 5 minutos de sonicacion, se le agregan 0,58 mL de la solucion de
borohidrudo al frasco de vidrio con los demas reactivos sin apagar el equipo de sonicacion.
Luego se deja sonicar por 15 minutos.

Finalmente, cuando terminan los 15 minutos, se apaga el equipo y se deja reposando la
solucion de nanoparticulas 24 horas a 25 °C.

Se recomienda preparar las soluciones de CTAB y NaOH antes de realizar la sintesis de
nanoparticulas y en mayores cantidades (0,5 o 1 litro), debido a que si se almacenan bien no se
descomponen y permite ahorrar tiempo durante la sintesis de nanoparticulas.
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Anexo B. Protocolo de sintesis de membranas

A continuacidn, se presenta el protocolo utilizado para la confeccion de las membranas de
osmosis reversa utilizadas en este proyecto. El protocolo se divide en dos partes: la confeccion
del soporte de polisulfona (PS) y la preparacion de la capa activa de poliamida (PA). Es en esta
ultima etapa en donde se realiza la modificacion agregando las nanoparticulas de cobre.

Preparacion de soportes de polisulfona (PS)

Para preparar 3 soportes de polisulfona se requieren los reactivos con sus respectivas
cantidades presentados en la Tabla 12.

Tabla 12: Cantidades de reactivos para preparar 3 soportes de polisulfona.

Reactivo Cantidad Unidad
Dimetilformamida (DMF) 12,8 mL
Metil-2-pirrolidona (NMP) 3,2 mL
Polisulfona 3 g

En primer lugar, se afiade DMF bajo campana a un vaso precipitado, el cual se mantiene
agitado a una temperatura de 60 °C. Luego se agrega el NMP y la polisulfona y se deja tapado
agitando por 2 horas. Una vez pasado ese periodo se debe apagar la agitacion y se deja reposar
la muestra por 10 minutos. Mientras la muestra esta en reposo se preparan bafios con agua
destilada a 26°C y se limpia el equipo de casting knife con etanol.

Después de pasado el tiempo de reposo, se vierte en un tubo de vidrio rotulado la cantidad
suficiente de la mezcla de polisulfona para cubrir la parte superior del cuchillo, e
inmediatamente se vierte desde el tubo hacia el casting knife y se hace correr sobre un soporte
de vidrio plano. Después se toma el vidrio y se sumerge en el bafio por 1 minuto. Esta inmersion
debe realizarse de la forma mas homogénea posible para no dafiar al soporte de polisulfona.

Una vez pasado el minuto, se retira la membrana del vidrio y se vuelve a colocar en el bafio,
dejandola sumergida con apoyo de vidrios de microscopio por 24 horas. Luego se saca la
membrana del bafio y se deja a secar a temperatura ambiente por 24 horas y después se
almacena.

Confeccion de membranas modificadas

Para sintetizar una capa de PA modificada con nanoparticulas de 6xido de cobre se requieren
las cantidades de reactivos mostrados en la Tabla 13.

Tabla 13: Reactivos y cantidades necesarias para la sintesis de la capa de poliamida modificada con
nanoparticulas de éxido de cobre para una membrana de osmosis inversa

Reactivo Cantidad Unidad
2,6-Fenilendiamida (MPD) 2 g
Hexano 100 mL
Tricloruro de mesoilo (TMC) 0,066 g
Solucién de nanoparticulas de 100 mL
cobre (CuO NPs)

Inicialmente se agrega el MPD a la soluciéon de nanoparticulas de cobre y se deja en
agitacion, y luego se prepara una solucion mezclando el hexano con el TMC bajo campana con
las cantidades indicadas en la tabla.

Una vez listas ambas soluciones se fija la capa de polisulfona sobre un soporte plano de
vidrio y se sumerge en la solucion de MPD + CuO por dos horas, una vez pasado ese tiempo se
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retira el exceso de solucion y se sumerge en la solucion de hexano + TMC por 1 minuto. Luego
se deja en el horno a 75 °C por 15 minutos. Después se deja reposar a temperatura ambiente por
2 minutos y posteriormente se lava con agua destilada por 1 minuto. Finalmente, la membrana
se deja reposando por 24 horas.

Por otro lado, para sintetizar la capa de poliamida sin nanoparticulas de cobre se necesitan
los materiales que se muestran en la Tabla 14:

Tabla 14: Reactivos y cantidades necesarias para la sintesis de la capa de poliamida sin modificar con CuO
NPs
Reactivo Cantidad Unidad
H,0 100 mL
2,6-Fenilendiamida (MPD) 2 g
NaOH 0,1 g
Hexano 100 mL
Tricloruro de mesoilo (TMC) 0,066 g

El

procedimiento es ligeramente distinto con respecto a la sintesis de la capa de poliamida

con CuO NPs. En primer lugar, se realiza la solucion de MPD con agua destilada y NaOH en
las cantidades que se muestran en la tabla, luego se prepara la solucion de hexano con TMC y
se ejecutan los siguientes pasos:

1.

v N

6.

Fi

Sumergir la capa de polisulfona por 2 horas en la solucién de MPD.
Retirar exceso de solucion.

Sumergir por 1 minuto en solucién hexano + TMC.

Dejar en horno a 75°C por 15 minutos.

Dejar reposar por 2 min a temperatura ambiente.

Lavar con agua destilada por 1 minuto.

nalmente, las membranas se dejan reposar a temperatura ambiente por 24 horas y después

se almacenan.
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Anexo C. Detalle del conteo de células vivas y muertas en ensayo antibiofouling
En el presente anexo, se adjuntan las tablas con los conteos realizados en el ensayo de
capacidad antibiofouling de las membranas.

Tabla 15: Detalle del conteo celular realizado en la prueba 1 de capacidad antibiofoulind en las membranas
PA/PS, (PA + 0,033% CuO NPs)/PS 'y (PA + 0,033% CuO NPs)/PS.

Porcentaje | Porcentaje | Promedio | Promedio

Membrana |Zona | Vivas|Muertas | Total | vivas Muertas | Vivas Muertas | Total
1 4 1 5 80% 20%
2 3 0 3 100% 0%
3 16 0| 16 100% 0%

PA/PS 4, 100 5| 105 95% 2% 87% 13% 532
5 42 12| 54 78% 22%
6 17 8| 25 68% 32%
7 15 41 19 79% 21%
8| 300 5| 305 98% 2%
1 26 65| 91 29% 71%
2 1 9/ 10 10% 90%
3 0 12| 12 0% 100%
4 4 9] 13 31% 69%

PA + 0,033% 5 3 17 20 15% 85% 18% 820 263
CuO 6 0 6 6 0% 100%
7 2 13| 15 13% 87%
8 0 36| 36 0% 100%
9 7 17| 24 29% 71%
10 18 18| 36 50% 50%
1 0 27| 27 0% 100%
2 0 19| 19 0% 100%
3 0 5 5 0% 100%
4 0 10/ 10 0% 100%

PA +0,125% 5 0 15| 15 0% 100% 0 100% | 137
CuO 6 0 12| 12 0% 100%
7 0 3 3 0% 100%
8 0 6 6 0% 100%
9 0 11 11 0% 100%
10 0 29| 29 0% 100%
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Tabla 16: Detalle del conteo celular realizado en la prueba 2 de capacidad antibiofoulind en las membranas
PA/PS, (PA + 0,033% CuO NPs)/PSy (PA + 0,033% CuO NPs)/PS

Membrana | Zona | Vivas | Muertas | Total Porcentaje | Porcentaje | Promedio | Promedio Total
vivas Muertas Vivas Muertas
1 314 3 317 99% 1%
2 199 0 199 100% 0%
3 95 0 95 100% 0%
PA/PS 4 201 1 202 100% 0% 99% 1% 1485
5 371 0 371 100% 0%
6 175 1 176 99% 1%
7 122 3 125 98% 2%
1 0 13 13 0% 100%
2 0 22 22 0% 100%
3 10 8 18 56% 44%
DA + 0.033% 4 0 15 15 0% 100%
Cu,O 5 0 17 17 0% 100% 8% 92% 179
6 2 20 22 9% 91%
7 0 30 30 0% 100%
8 2 21 23 9% 91%
9 0 19 19 0% 100%
1 0 9 9 0% 100%
2 0 18 18 0% 100%
3 0 22 22 0% 100%
4 0 17 17 0% 100%
5 0 9 9 0% 100%
PATOIEN e o | 13 |13 ] % 100% | 0% | 100% | 177
7 0 19 19 0% 100%
8 0 19 19 0% 100%
9 0 19 19 0% 100%
10 0 19 19 0% 100%
11 0 13 13 0% 100%
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Anexo D.

En el presente anexo se encuentra el detalle de las mediciones realizadas en las pruebas de

Mediciones pruebas de desalinizacidn en planta

desalinizacion en la planta banco.

Tabla 17: Mediciones realizadas durante la prueba de desalinizaciéon en membrana PA/PS con poliéster

Tabla 18: Mediciones realizadas durante prueba de desalinizacion (PA + 0,033%CuO NPs)/PS sin poliéster

Tabla 19: Mediciones realizadas durante prueba de desalinizacion (PA + 0,033%CuO NPs)/PS con poliéster

Tabla 20: Mediciones realizadas durante repeticion de prueba de desalinizacion (PA + 0,033%CuO NPs)/PS

con poliéster

Volumen Tiempo Concentracion Flux Rechazo de Sal
/ mL / min / ppm /Lh™im™2

15 61 66,6 - 94%

20 70 65,3 10,10 93%

25 78 62,9 11,36 93%

30 87 65,6 10,10 93%

35 95 79,9 11,36 92%

45 110 418,9 12,12 57%

55 126 527,5 11,36 45%
Promedio 11,07 93%

Volumen Tiempo Concentracion Flux Rechazo de Sal
/ mL / min / ppm /Lh™im™2
15 131 196,6
20 147 1775 5,68 82%
25 163 139,9 5,68 86%
30 179 122,4 5,68 87%
35 196 96,9 5,35 90%
45 224 55,0 6,49 94%
50 241 53,5 5,35 95%
60 270 51,6 6,27 95%
Promedio 5,79 91%

Volumen Tiempo Concentracion Flux Rechazo de Sal

/ mL / min / ppm /Lh™im™2

15 193 64,3 - 94%

20 227 55,4 2,67 95%

25 260 53,7 2,75 95%

30 293 59,3 2,75 94%

35 327 70,7 2,67 93%
Promedio - - 2,714 95%

Volumen Tiempo Concentracion Flux Rechazo de Sal
/ mL / min / ppm /Lh™im™2
15 193 - - -
20 218 72,9 3,64 93%
24 237 67,0 3,83 93%
Promedio 3,732 93%
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Anexo E. Pruebas de permeabilidad en planta banco

En este anexo se presentan las tablas con las mediciones realizadas durante la prueba de
permeabilidad de las membranas blanco, (PA + 0,033% CuO NPs)/PS y (PA + 0,033% CuO

NPs)/PS.

Tabla 21: Mediciones realizadas durante la prueba de permeabilidad en membrana PA/PS

Presion Volumen Tiempo Flux

/ psi / mL / min /Lh™im™2
5 57 -
10 66 10,10
15 76 9,09

300 psi 20 84 11,36

25 93 10,10

30 101 11,36

35 110 10,10

40 117 12,99

10 12 15,15

20 17 36,36

30 23 30,30

40 28 36,36

50 33 36,36

60 38 36,36

550 80 47 40,40

100 57 36,36

120 66 40,40

140 75 40,40

160 85 36,36

180 95 36,36

200 105 36,36

220 115 36,36

15 5 -

40 11 75,76

65 17 75,76

90 23 75,76

115 30 64,94

950 140 37 64,94

165 45 56,82

190 53 56,82

215 61 56,82

240 69 56,82

265 77 56,82

290 85 56,82
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Tabla 22: Mediciones realizadas durante la prueba de permeabilidad en membrana (PA + 0,033%CuO NPs)/PS

Presion Tiempo Volumen Flux

/ psi / min / ml /Lh™im™2
195 5 3,03
225 10 3,03

300 258 15 2,75
286 20 3,25
125 5

550 146 10 4,33
165 15 4,78
292 5 15,15

950 301 10 10,10

Tabla 23: Mediciones realizadas durante la prueba de permeabilidad en membrana (PA + 0,125%CuQ NPs)/PS

Presién Tiempo Volumen Flux
/ psi / min / ml /Lh™im™2
300 206 5 -

230 10 3,79
240 15 9,09
250 20 9,09
260 25 9,09
550 280 35 9,09
297 45 10,70
307 55 18,18
335 65 6,49
350 73 9,70
353 5 30,30
357 10 22,73
362 15 18,18
366 20 22,73
371 25 18,18
379 35 22,73
387 45 22,73
950 396 55 20,20
405 65 20,20
413 75 22,73
426 90 20,98
433 100 25,97
442 110 20,20
450 120 22,73
460 130 18,18
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