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RESUMEN

Este trabajo corresponde a la descripcion de la aplicacion de cumulos y
nanoparticulas metalicas sobre forros de cuero bovino y porcino, materiales que son
utilizados en el desarrollo de calzado especializado para usuarios diabéticos y contribuir

con el cuidado del pie diabético.

Se establecieron las condiciones para determinar los tamafios de nanoparticulas de
plata. Soluciones coloidales de plata fueron empleadas como bafios para la impregnacion
de cuero bovino. Técnicas instrumentales de reflectancia difusa UV-vis (ERD UV-vis),
espectroscopia de absorcion atdmica (ICP), microscopia electronica de barrido (SEM)
fueron empleadas para valorar la cantidad y tipo de particulas de plata, asi como la
distribucion en el cuero bovino. Los estudios de ERD UV-vis corroboran que el cuero
bovino quedo impregnado de nanoparticulas, cimulos, y cationes de plata. El andlisis por
ICP identifico la concentracion de 1.87 ppm de plata/lcm cuero. Las micrografias
obtenidas por SEM mostraron que los poros del cuero bovino oscilan en 100 nm con
impregnacion de nanoparticulas de plata fueron de 10 nm y se depositaron en una pelicula

en la superficie del cuero.

El efecto inhibitorio de las nanoparticulas de plata impregnadas en el cuero bovino
sobre el crecimiento de bacterias Pseudomonas aeruginosa y la levadura Candida albicans

fueron valorados encontrando efecto inhibitorio solo sobre Pseudomonas aeruginosa.



JUSTIFICACION

La plata es un metal con diversos usos desde metalurgicos hasta en médicos.
Reducir el tamafio de las particulas de los materiales es eficaz y fiable para mejorar su
biocompatibilidad con microorganismos. La nanotecnologia es una ciencia promisoria en
las posibles aplicaciones de metales y bioparticulas en diversos campos cientificos. Por otra
parte, los nanomateriales pueden ser modificados para una mayor eficacia y aplicacion en
diferentes campos [1]: como la actividad oligodindmica de la plata respecto a su efectividad
como agente bactericida, fungicida y algunas citas de aplicaciones antivirales de las
nanoparticulas de plata [2]. Es bien sabido que los iones Ag y compuestos tienen fuertes
efectos antimicrobianos [3], y muchos investigadores estan interesados en el uso de otras
nanoparticulas inorgdnicas como agentes antibacterianos [4-3-5]. Estas nanoparticulas
inorgénicas tienen una clara ventaja sobre los agentes quimicos antimicrobianos
convencionales. El problema mdas importante causado por los agentes quimicos
antimicrobianos es resistencia a multiples farmacos. Varios microorganismos han
desarrollado resistencia a los medicamentos durante muchas generaciones [1]. Los
materiales inorganicos resultan ser toxicos para los microorganismos a concentraciones
1000 veces menores que los niveles a los cuales resulta toxica para los mamiferos. Las
condiciones de formacion (iones + y -, cimulos y nanoparticulas) y estabilidad de estas

especies es un tema de investigacion actual en esta era de la nanotecnologia.

La piel de ganado bovino y porcino al igual que en la mayoria de los mamiferos
corresponde a una estructura bioldgica, constituidas principalmente por una red continua de
células epiteliales, poros y queratina entre otros, con propiedades de adsorciéon e
intercambio i6nico no mencionadas en literatura [6]. Los rasgos distintivos de los cueros
son: la presencia de vacios interiores con canales de dimensiones macromoleculares, con
irregularidades en la forma y tamafio de estos poros y un orden en la distribucion de los
poros sobre toda la dermis del animal. El efecto microbicida de los cueros que contienen
iones metalicos y nanoparticulas de plata con propiedades oligodinamicas no se encuentra

reportado en la literatura, ya que la utilizacion de cuero y nano-Ag como bactericida es un



tema actual. El estudio de los cueros como matrices o soportes en aplicaciones biomédicas
es una de las lineas de investigacion del laboratorio donde se realizd el proyecto,
encaminada a soportar en los cueros diferentes especies activas con el objetivo de lograr la
estabilidad y su liberacion al medio. La posibilidad de utilizar el cuero de ganado bovino y
porcino procedente de Leon Guanajuato México como materia prima pare el desarrollo del
nuevo calzado de interés para la industria médico-farmacéutica e incluso médico-
ortopédica, que se encuentra bien estudiada por el Centro de Innovacidon Aplicada en
Tecnologias Competitivas (CIATEC) evaluando las propiedades de microbicida como una
linea de trabajo que de soporte a la aplicacion en el calzado especializado para usuarios con

diabetes.

La hipotesis de que el cuero puede ser utilizado como matriz para soportar cimulos,
y nanoparticulas de Ag presentard potencialidades como bactericida, antifingico y

antiviral.



OBJETIVOS

Objetivo general.

Definir y Caracterizar la aplicacion de nanoparticulas de plata sobre cuero bovino y

porcino con el proposito de incrementar el valor del calzado especializado para

usuarios diabéticos.

Objetivos especificos.

» Establecer las condiciones experimentales en la aplicacion de cumulos y

nanoparticulas de plata sobre cuero bovino y porcino utilizando técnicas
instrumentales de UV-vis e ICP plasma respecto a la adhesion en las fibras

del cuero.

Determinar las particularidades de las diferentes especies de plata soportadas
en cuero de ganado bovino y porcino utilizando técnicas de espectroscopia
de reflactancia difusa UV-visible (ERD UV-vis).

Caracterizar estructuralmente la adhesion de nanoparticulas de plata sobre
cuero bovino y porcino en cuanto a su distribucion y tamafio utilizando
microscopia electronica de transmision (TEM).

Evaluar la actividad Bactericida y antifingico del material desarrollado
frente a microorganismos patogenos oportunistas (Pseudomonas aeruginosa
y Candida albicans).



CAPITULO 1

OBTENCION DE CUERO DE GANADO BOVINO Y
PORCINO

METODO DE CARACTERIZACION Y ANALISIS



El cuero es una estructura bioldgica fibrosa y elastica con poros de dimension
variable segun la especie, habitos de vida, estacion anual, edad, sexo y crianza. Los cueros
tienen la capacidad de impregnarse de: tinturas, intercambio gaseoso, agua, micro y
nanoparticulas. Teniendo en cuenta que muchos procesos biomédicos estan estrechamente
relacionados con el intercambio i6nico y la adsorcion; la industria textil y farmacéutica
seran campos donde el cuero con nanoparticulas puedan ser utilizados, en este capitulo
discutimos, en funcidon a su estructura, algunas de las propiedades y aplicacion de los
cueros; haciendo énfasis el cuero de ganado bovino y porcino que es el material de estudio.
Finaliza el capitulo con algunas consideraciones basicas sobre la capacidad absorbente del
cuero hacia liquidos y coloides, especificamente la plata coloidal y el estado actual de las
investigaciones encaminadas a soportar nanoparticulas y cimulos de plata en diferentes

matrices organicas dentro de las que se encuentra el forro de bovino y porcino.

1.1 HISTORIAY PRIMERAS APLICACIONES DEL CUERO EN EL CALZADO

En 2008, en un buen estado de conservacion y el zapato completo se recuper6 en la
base de un pozo Calcolitico en la cueva de Areni-1, Armenia.El zapato de 5.500 afios de
edad, es el calzado mas antiguo de cuero en el mundo y fue descubierto por un equipo de
arqueodlogos internacionales y sus resultados se publicaron el 9 de junio en la revista
cientifica en linea PLOSONE [7].

Hace milenios los Armenios comprobaron que podian proteger sus pies de heridas y
callosidades con pieles de animales y usando paja en el interior de su calzado, con la
finalidad de amortiguar la pisada del pie, preferentemente, la paja iba colocada en los
mayores puntos de impacto o de apoyo del pie, como son el talon y la parte distal de la
planta del pie [7].

El uso principal de las pieles y el cuero fabricados es a partir de pellejos curtidos de
animales se utilizan desde hace miles de afios para confeccionar prendas de vestir. La
industria de la piel y el cuero sigue siendo importante en la actualidad. Con las pieles se
fabrican gran variedad de prendas exteriores, como abrigos, chaquetas, sombreros, guantes

y botas, asi como adornos para otros tipos de prendas. El cuero se utiliza para confeccionar



prendas y puede emplearse en la fabricacion de otros productos, como la tapiceria para
automoéviles y muebles, y una amplia gama de articulos de piel, como correas de reloj,

bolsos y articulos de viaje. El calzado es otro producto tradicional del cuero [8].

1.2 ESTRUCTURA DE LA PIEL

La piel es un o6rgano constituido por tres capas: epidermis, dermis o corium y tejido
subcutaneo o endodermis.

1- Epidermis: en la epidermis se insertan los foliculos capilares que dan origen a los
pelos, representan el 1% del espesor total de la piel y es eliminada durante el proceso de
depilacion.

2- Dermis 6 corium: es la capa principal desde el punto de vista de la industria del
curtido ya que representa el 85% del espesor de la piel. Se encuentra situada
inmediatamente por debajo de la dermis y estd separada de ella por la membrana hialina.
Esta membrana presenta el tipico grano, el cual es caracteristico de cada animal. La dermis
presenta dos regiones distintas:

a- Dermis papilar constituida por vasos sanguineos, terminaciones nerviosas y fibras de
colageno ubicadas en forma perpendicular a la superficie;

b- Dermis reticular constituida por células conjuntivas y fibras de coldgeno oblicuas y mas
gruesas que las de la capa anterior.

3- Tejido subcutaneo 6 endodermis: constituye el 15% del espesor total de la piel y
se elimina durante el descarnado. Esta constituido por tejido conjuntivo laxo.

Pelo o lana

Flor del cuero
Epidermis—{ |

Dermis

Hipodermis -

Figura 1.1 Corte esquematico del cuero



1.3 ZONAS EN QUE SE DIVIDE Y CORTA LA PIEL

En la piel fresca existen zonas de estructura bastante homogéneas de acuerdo a su

espesor y grado de compactacion. Se pueden diferenciar tres grandes zonas:

CUELLO

vQ

CRUPON

vavid

N _,,--—n\l /"\

Figural.2 Partes en las que se corta y divide el cuero

e Crupln: es la zona mas homogénea tanto en espesor como en su estructura
histologica; es la mas compacta y valiosa. Se corresponde con la region dorsal y

lumbar del animal y equivale al 45% del peso total de la piel fresca.

e Cuello: su espesor es irregular. Corresponde a la piel del cuello y cabeza del

animal y representa el 25% del peso total de la piel fresca.

e Falda: Es la zona mas irregular de la piel. Se corresponde con la piel que recubre el

vientre y las patas. Esta zona equivale al 30% del peso total de la piel fresca.

Las pieles se pueden trabajar enteras 6 cortadas en diferentes formas. Segin sea la

forma en que se corte tendremos las siguientes denominaciones:



a- Media piel u hoja si la piel es cortada por el espinazo.

b- Desfaldado o dosset cuando se separan las faldas.

c- Hoja desfaldada cuando primero se corta por el espinazo y a esa mitad se la
desfalda [9].

HOJA DESFALDADA

Figura 1.3 Cortes del cuero. Corte para la produccion de cueros a) Media piel u hoja, b)
Destaldado o dosset, c) Hoja desfaldada.



1.4 CONSERVACION O CURADO DE LOS CUEROS

El curado de los cueros sirve para mantener los cueros hasta el momento del curtido.
En el sacrificio del animal comienza el proceso de descomposicion debido a factores
externos e internos. Existen tres sistemas principales de conservacion que son el secado, el

salado y el salmuerado.

Secado: Es el método mas comtn de conservacion de la mayor parte de pieles de
reptiles, caprinos y de peleteria. El secado al aire tiene la ventaja de constituir la forma mas
sencilla de conservacion y es muy util en zonas de clima tropical seco y zonas rurales de
lugares poco desarrollados.

La velocidad de secado es importante: si es muy lento puede descomponerse el
cuero; si es demasiado rapido, las superficies exteriores del pueden endurecerse y secarse
mientras que las partes interiores conservan la humedad de modo que al remojar los cueros
para su procesamiento presentaran un ampollado, pudiendo también aparecer orificios.

El método mas sencillo de secar cueros es extenderlos sobre el suelo apoyando en listones o
piedras para evitar que se ensucien o bien colgar los cueros en sogas y secarlos al sol. Sin
embargo, la piel suele quedar dafiada por las marcas.

La practica mas utilizada es secarla en bastidores estirando el cuero sobre un marco y
dejandolo secar a la sombra o al sol. A medida que el cuero se va secando se contrae,
endurece quedando siempre plano lo que permite una mejor circulacion del aire y facilidad

en el enfardado.

Salado: Se utiliza en climas templados. El cuero fresco es llevado a bodegas donde
se lo coloca en una estiba de sal. Los cueros se colocan en una pila. El tiempo de un salado
correcto requiere de 21dias de estiba. Los cueros curados correctamente por salado se
conservan hasta un afio en lugares frescos. Para un correcto proceso de salado se requiere el

uso de sal limpia y de buena calidad.

Salmuerado: Existen varios sistemas de salmuerado pero el mas importante es el

utilizado en EE UU. Los cueros descarnados se remojan en salmuera en tachos durante
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48hs. o0 mas en un medio de salmuera saturado y se los considera curados cuando la
salmuera los ha impregnado por completo. A continuacion se retiran los cueros y se
escurren y después se agrega una pequeiia cantidad de sal para protegerlos. El salmuerado

permite la conservacion por 6 meses aproximadamente [9].

1.5 PROCESOS PARA LOGRAR EL CURTIDO DEL CUERO

Se los puede dividir en dos etapas. La primera se realiza en Etapa denominada de

ribera o proceso hiimedo y tiene como finalidad preparar el cuero para el curtido.

Ira ETAPA: PREPARACION DEL CUERO
Incluye los siguientes pasos:

e Reverdecimiento

e Encalado

e Depilado

e Desencalado, Purgado y Piclado:

1 Reverdecimiento o remojo: Los cueros que se reciben llegan deshidratados ya sea por
secado, salado o salmuerado por lo que resulta necesario remojarlos de nuevo para
ablandarlas, quitar sangre, tierra, estiércol, la sal y facilitar la penetracion de sustancias que
provocan el esponjado de los cueros.

Antes de dar comienzo al proceso de elaboracidon se recorta el cuero para sacar canillas,
patas, colas y otras partes pequenas. Por lo general el reverdecimiento se logra sumergiendo

las pieles y cueros en agua que puede contener un aditivo hasta que la piel se re hidrate.

a) Remojado de cueros y pieles verdes: se utiliza en cueros de animales recién
sacrificados los cuales deben llegar a la curtiembre en unas pocas horas. Este material solo
necesita un remojo breve que puede ser un simple lavado profundo antes de pasar al

encalado.
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b) Reverdecimiento de cueros secos: Primero se debe desprender toda la sal suelta
sacudiendo los cueros. En este momento debe evitarse la accidn mecéanica porque

produciria la rotura por flexion de las fibras.

2 Encalado: La sustancia que se utiliza en este paso es la lechada de cal. El

encalado se realiza a pH 12,5y sirve para ablandar la epidermis mediante su accionar
quimico sobre las grasas, musculos, venas, nervios y glandulas produciendo el
desprendimiento del pelo o lana. Al actuar sobre las fibras de coldgeno, se produce el
hinchamiento de las mismas y facilita la penetracion de las materias curtientes.
Los cueros sometidos a este proceso son sumergidos en bateas que contienen la lechada de
cal por el término de 7 a 14 dias hasta que el pelo o lana se desprenda sin esfuerzo. Cuando
se completa el encalado se observa una piel blanca, azulada, hinchada, gomosa y semi
translucida.

La proporcion utilizada para realizar la lechada es de 1kg. de cal apagada cada 10

litros de agua.

3 Depilado: Se realiza en forma manual ¢ pasando una espatula teniendo la
precaucion de evitar la ruptura del cuero.

Como el proceso de depilado se realiza en un medio alcalino y el curtido en un
medio acido, debemos llevar adelante una serie de procesos que lleven al cuero a un pH 7.

Estos procesos son el desencalado, purgado y piclado.

4 Desencalado y Piclado: En el desencalado se enjuaga varias veces los cueros en

agua limpia y se los deja en remojo durante 1 dia con el fin de eliminar la mayor cantidad
de cal posible. Luego, los cueros son introducidos en el tambor donde se realizara el
proceso de purgado y piclado. Este proceso sirve para neutralizar la cal acomodando el pH
para el curtido propiamente dicho, eliminar por accion enzimatica elementos indeseables y
para que la piel quede con un grano mas fino y suave.
Posteriormente se lleva a una etapa de acidificacion o piclado, donde el uso de sales
orgénicas como el acido lactico y el formico sueles emplearse hasta llegar a un pH donde
las sales de cromo actuaran en el curtido de las fibras de coldgeno para evitar su
descomposicion. [9].
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2da. ETAPA: CURTIDO PROPIAMENTE DICHO
SISTEMA DE CURTIDO AL ALUMBRE:

También llamado curtido blanco. Se utiliza principalmente para curtir pieles donde
se quiere conservar el pelo. Se usa como solucion curtiente al preparado constituido por
100 gramos de alumbre y 50 gramos de sal (cloruro de sodio) por cada litro de agua. Esta
mezcla debe tener una densidad de 11° Baume. El tiempo requerido para la conclusion del
proceso es de 10 dias para pieles pequeiias y hasta 40 dias en pieles de mayor tamafio.

El alumbre se puede reutilizar ajustando nuevamente la concentracion a 11° Baume

mediante el agregado de alumbre y sal.

CURTIDO EN TANINO:

1 inmersion en tanino: Se sumergen los cueros en un licor curtiente vegetal
compuesto por agua, tanino alumbre y sal durante el tiempo necesario para que se impregne
los cueros totalmente. Siempre debe iniciarse este proceso con la menor concentracion
posible de tanino (0,7° Baume) e ir agregando tanino en forma diaria para favorecer de este
modo la impregnacion uniforme del cuero e todo su espesor. La concentracion final varia
de acuerdo al tipo de cuero siendo en el caso de la cabritilla de 1 a 1,3°Baume y en el caso
de los becerros puede llegar a 3° Baume.

Como el proceso de curtido propiamente dicho se lleva a cabo en un medio acido es
importante controlar el pH de la solucion. Este debe mantenerse en un valor aproximado de
pHS5.Para corregir las desviaciones de pH que puedan ocurrir contamos con el alumbre que
es una sal acida y el cloruro de sodio (sal comln) que es una sal basica; si el pH se torna
alcalino debera agregarse una sal acida (alumbre), en el caso contrario, si el pH se desvia
hacia la acidez, se agregara una sal basica (cloruro de sodio).

Para la preparacion de la solucidn inicial, se usan 2 litros de agua por cada Kg. De
cuero encalado, 20 gramos de tanino, 2 gramos de alumbre y 6 gramos de sal. Por las
caracteristicas quimicas de los insumos utilizados se debe disolver el tanino en agua
hirviendo y el alumbre y la salen agua fria; una vez preparadas se mezclan ambas en el
mismo recipiente. La mezcla obtenida tendra una densidad medida con el aerémetro de 0.7

grados Baume.
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Los cueros se sumergiran en la solucion controlandose en forma diaria y se
revuelven para que el proceso sea uniforme. Se agrega la misma cantidad de tanino todos
los dias hasta finalizar el proceso. Los cueros estan listos una vez que el tanino ha
penetrado en la totalidad de su espesor. Luego hay que enjuagar con abundante agua limpia
y se ponen a orear los cueros extendidos en una habitacion cerrada sobre una soga de nylon

hasta que no chorreen mas agua, este es el punto de oreo necesario para el siguiente paso.

2 Nutrido: Es el agregado de un aceite sulfonado (mezclado con agua) para nutrir
los cueros curtidos. Sirve para restituir las grasas eliminadas durante el proceso de curtido
brindandole flexibilidad. La cantidad de aceite necesaria es de un 15% de aceite en agua
pero depende mucho de la calidad del aceite utilizado. Los aceites puros se emulsionan con
un detergente neutro y agua tibia; la proporcion utilizada es de 100cc de aceite de Ricino,
50cc. de detergente neutro y agua tibia hasta completar un litro y medio de solucion.

El nutrido se hace masajeando con la mezcla de aceite el cuero del lado de la flor y del

descarne hasta que la misma sea absorbida totalmente.

3 Estaqueado: Se realiza en bastidores acondicionados al tamafio de los cueros
hasta su secado. Este se debe hacer en un lugar cerrado y con poca aireacion ya que este
proceso debe ser lo suficientemente lento para evitar que la piel se endurezca por fuera

impidiendo la eliminacion de la humedad interna.

4 Terminacion: Como parte final de la fabricacion del cuero debe realizarse el
acabado donde se obtendra las caracteristicas finales influyendo en forma esencial sobre el
aspecto, tacto y solidez de la piel. Tiene como objetivo brindarle al cuero flexibilidad y
estética.

Se inicia el trabajo humedeciendo el cuero utilizando un pafio humedo del lado de la flor.
Luego se procede mediante el uso de la espatula al estirado del mismo y la eliminacion de
los restos de tejido subcutaneo que persistieron durante el proceso de descarne; se termina
la superficie del descarne con el lijado suave de la misma usando una lija de grano

intermedio (grano 80 6 100). Con el fin de darle la méxima elasticidad posible, se soba el
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cuero y se completa la terminacion dandole brillo mediante el uso de un taco de madera

pulido [9].

1.6 INDUSTRIA DEL CALZADO

El término calzado abarca la fabricacion de botas, zapatos, sandalias, zapatillas,
zuecos, etc., se fabrican entera o parcialmente de cuero, goma, materiales sintéticos y

plasticos, lona, cuerda y madera.

Las fabricas de botas y zapatos se sitlan generalmente cerca de las areas de
produccion de cuero o en las regiones ganaderas. Aunque el cuero reperesnet el material
base del calzado, también los textiles han representado un material empleado para calzado
ligero. En los afios recientes el cuero compite por materiales sintéticos y plasticos. Los
forros pueden hacerse de lana, poliamida (nailon), oveja y cerdo. Los cordones se fabrican
con pelo de caballo o fibras sintéticas; el papel, la cartulina y los termoplasticos se usan
para refuerzos. En el acabado se utilizan cera natural y coloreada, tintes de anilina y agentes

colorantes.

Factores econdmicos y regulacion medioambiental han transformado la industria del
calzado en los ultimos afos. La fabricacion de zapatillas de tenis es uno de los sectores en
alza de la industria y ha pasado de la produccion en un solo pais a la produccion a escala
mundial, especialmente en paises en vias de desarrollo en Asia y América del Sur, con el
fin de aumentar la produccién y reducir los costes. Esta migracion de la produccion a los

paises en desarrollo también se ha producido en otros sectores de la industria del calzado

[8].

1.6.1 PROCESO

Pueden intervenir mas de cien operaciones en la fabricacion de un zapato, y aqui

solo es posible hacer un breve resumen. La mecanizacion se ha aplicado a todas las etapas,
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pero se sigue estrechamente el modelo del proceso manual. La introduccion de nuevos
materiales ha modificado el proceso sin variar el procedimiento general.
En la fabricacion de los empeines, la piel u otros materiales se escogen y preparan y luego
se recortan en maquinas de coser (o de conformar) con herramientas de forma con cuchillas
sueltas. Las piezas, incluyendo los forros, se “unen” posteriormente, o sea, se cosen o
pegan. También pueden realizarse operaciones de perforado, apertura de ojales, etc.
Para fabricar la parte inferior, las suelas, plantillas, tacones y viras se cortan en maquinas
giratorias que utilizan cuchillas sueltas, o en prensas de moldeado de suelas; los tacones se
fabrican por compresion de tiras de cuero o madera. El material se recorta, se le da forma y
se estampa.

Seguidamente se unen las partes superior e inferior y luego se cosen, pegan, clavan
o atornillan. Después de estas operaciones, se les da forma y se nivelan entre rodillos. El
acabado final del zapato incluye la aplicacion de cera, la tintura, el rociado, pulido y
embalaje.

Entre las materias primas utilizadas en el proceso de fabricacion, las mas
importantes desde el punto de vista de los riesgos profesionales son los adhesivos, que
comprenden adhesivos naturales, sélidos o liquidos, y soluciones adhesivas a base de

disolventes organicos [8].

1.7 IMPREGNACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA AL CUERO

Impregnacién por bafio:

Debido a la estructura de cuero, €éste representa un material absorbente de liquidos y
coloides, siendo la absorcion de agua una caracteristica fisica que se evaltia en la calidad
del cuero terminado. En este trabajo se desarrollé un método para valorar la impregnacion
de nanoparticulas de plata en el cuero por diferencia de peso entre cueros secos y cueros
hidratados con una solucion de plata coloidal a una concentracion del 2%. El bafio
preparado (1 ml) de plata coloidal se utilizé para introducir cortes de 1gr del cuero durante
5 minutos. Posteriormente secado a temperatura ambiente para la toma de peso. Al baiar el

calzado y secarlo se observo un ligero cambio en la suavidad del forro.
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Figura 1.4 Cortes de cuero, los cortes son de lgr de peso en seco (1), los cuales

posteriormente se sumergen en agua para ser pesados y ver su capacidad de absorcion (2).

Se realizaron 2 muestras para ver la capacidad de absorcion del cuero, una fue por la

parte exterior de la piel (epidermis) y la segunda fue por la parte interior (flor) para

determinar las posibles diferencias en absorcion. Los resultados fueron similares (Tabla I)

sin encontrar diferencias en el grado de absorcion del lado de la epidermis y lado flor.

Tabla | Diferencia de pesos un cantidad de agua absorbida por el cuero.

flor hacia el fondo

Peso Peso H,Oenel Ml de
Muestra inicial final (gr) cuze o (ml) H,O/gr de
(gr) & cuero
Cuero con la cara epidermis | g | (2400 0.1412 1.4291
hacia el fondo
Cuero con las cararugosa o | no96 | 2464 0.1468 1.4739

Tiempo del bafio 5 minutos
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IMPREGNACION POR ROCIO:
En el calzado se realizaron las pruebas de impregnacion de nanoplata coloidal

empleando un atomizador de liquidos. La impregnacion de nanoplata fue de 5 a 8 ml de

solucion preparada a diferentes concentraciones.
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CAPITULO 1I

REVISION BIBLIOGRAFICA

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATAY
ACTIVIDAD OLIGODINAMICA DE NANO-PLATA
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La sintesis de las nanoparticulas metélicas representa una fisica para incrementar el
area superficial del material y valorar en sus propiedades micro y bactericidas.

A continuacién se presentan publicaciones y citas cientificas de investigaciones
basadas en la sintesis de nanoparticulas, asi como estudios bioldgicos y moleculares donde
se hace mencion de la accion oligodinamica de las nanoparticulas de plata, con finalidad de
analizar el mejor método de obtencion de especies de plata con las dimensiones
manométricas especificas. Este material se evalué en la impregnaciéon de los cueros de

ganado bovino y porcino con el objetivo de valorar su propiedad microbicida.

2.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas metalicas siendo los mas
empleados los procedimientos quimicos. Inician con la reduccion de los iones metalicos a
atomos metalicos, seguido por la agregacion controlada de atomos. El método quimico es el
mas conveniente para la obtencion de nanoparticulas uniformes ademas que depende del

agente reductor empleado.

Las aplicaciones nanoparticulas incluyen: comunicacion ultrarrapida de la
informacion, almacenamiento optico de la informacioén y semiconductores [10]. La catélisis
es la aplicacion quimica mas importante de las nanoparticulas metélicas. Los metales de
transicion, especialmente los metales preciosos, muestran actividad catalitica para muchas
reacciones organicas del tipo heterogénea y homogénea. La catalisis heterogénea toma
lugar en los sitios activos de los ntcleos metalicos, mientras que en la catélisis homogénea

las nanoparticulas se fusionan perfectamente en el medio de reaccion [11].
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2.1.1 ELECTROQUIMICA DE LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Las nanoparticulas de plata han sido elaboradas mediante diferentes métodos
electroquimicos, la descomposicion térmica, la ablacion por laser, la irradiacion de
microondas y la sintesis sonoquimica.

La polarizacion de plata en solucion no acuosa de NaNOj; en etanol fue investigado
por medio de voltamperometria ciclica y cronoamperometria. Un deposito formado por
nanoparticulas de plata metalica se ha obtenido por ambos métodos. El mecanismo
propuesto supone que tanto la disolucion anddica de plata y su reduccion al estado metalico
procede durante la polarizacion en etanol. El proceso descrito es un método nuevo y muy
sencillo de producir las nanoparticulas de plata [12].

Recientemente, la preparacion de nanoparticulas metdlicas ha ganado mucha
atencion debido a multiples aplicaciones en diversas areas cientificas y aplicacion. Se
caracterizan por inusuales propiedades fisicas y quimicas en optoelectronica,
almacenamiento de informacion, catélisis, microbicida, fotonica, fotografia y la produccion
de baterias entre otras.

Los estudios electroquimicos sobre la polarizacion de plata en disolventes organicos
se llevaron a cabo para investigar la estabilidad de [Ag + Ln] complejos y
electrodeposicion de plata [13-14].

Los productos quimicos utilizados en el experimento fueron: nitrato de plata
(NaNOs3) producido por la compafiia Poch, etanol (99,8%) de EUROCHEM CDG y 99,99%
de plata metalica. Todos los reactivos fueron utilizados como recibido, sin purificacion
adicional.

La polarizacion de plata en una solucion saturada de NaNOs y etanol bajo una
atmosfera de argon. La presencia de iones NOj; tenia que mejorar la conductividad eléctrica
de la solucion. En primer lugar, la propiedad anddica de la plata se investigd mediante la
PGZ301 potenciostato Volta Lab por medio de potenciodinamico (voltametria ciclica) y la
técnica potenciostatica (cronoamperometria) a temperatura ambiente. Aplicada a un sistema
de tres electrodos, que consistia en una barra de plata como electrodo de trabajo, una placa

de platino como contra-electrodo y Ag/AgCl como un electrodo de referencia. Los valores
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posibles que figuran en este documento se refieren a la Ag/AgCl, si no el electrodo
indicara lo contrario.

La reduccion electroquimica de plata también se realizd por un método
galvanostatico (electrolisis) usando un sistema simple de tres anodos de plata en forma de
50 » 10 + 0.2mm° de la placa y dos alambres de plata (0.8mm de didmetro) como catodos
situado en una mitad de la distancia entre los anodos. Los anodos son orientados
perpendicularmente a la direccion a lo largo de la cual los electrodos se encontraban. La
distancia entre los electrodos vecinos fue de 15mm, la electrolisis se llevo a cabo a la
temperatura de 323°K con la densidad de corriente de 0.5mA cm™.

Los estudios de tamafio, morfologia y composicion de las nanoparticulas obtenidas
fueron realizados por medio de microscopia electronica de transmision (TEM), analisis de
energia dispersiva de Rayos X (EDX) y difraccion de electrones.

Los estudios de voltametria ciclica se realizaron para la plata en la solucion de
NaNO; —-C,HsOH (Fig. 4.2). Para obtener mas informacidn sobre los procesos que ocurren
en la solucion de Ag fue sustituido por electrodo de Pt, la oxidacion de plata es visible por
encima de aproximadamente 0.4 V como un aumento de la densidad de corriente en la
curva anddica. Este proceso de disolucion anddica plata producto de acuerdo a la reaccion
de un electrén en una superficie:

Ag—Ag +¢e

La reduccioén se revela por un pico catodico. Electrodo de Ag mayor potencial solo
se alcanz6 sin compensacion de la resistencia del sistema. La voltametria ciclica para el
electrodo de Pt revel6 un fuerte aumento de la densidad de corriente por encima de 0.6V, lo
que puede atribuirse a la oxidacion de etanol.

Para llevar a cabo nuevas investigaciones de la disolucion de Ag, estudios se
llevaron a cabo de una serie de valores posibles (0.4, 0.6, 0.8V) y los resultados se
muestran en la Figura. 2.1, por el potencial de 0,4 V una curva suave con una menor
corriente se obtuvo. En un rango de mayor potencial, EP 0.6V los procesos electroquimicos

son mas complejos, lo que se refleja en las grandes fluctuaciones u oscilaciones.
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Figura 2.1 La voltametria ciclica curvas realizadas en la solucion NaNOs-C,HsOH para los
electrodos de Ag y Pt con una tasa de 1V/min (0,01667V/s). Las exploraciones con
compensacion de la resistencia del sistema estan marcadas.
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Figura 2.2 Cronoamperometrica curvas de polarizacion de la plata en NaNO;.C,HsOH el
potencial 400mV, 600mV y 800mV. Tomada durante dos potenciales mas altos en
promedio de dos exploraciones.

Se describe en la experimentacion con el fin de encontrar un método mas eficiente
para la produccion de nanoparticulas el sistema que fue utilizado; el de electrdlisis simple
(galvanostatico). La densidad de corriente aplicada fue de 0,5mA cm”ala aproximacion de
las condiciones de la polarizacion cronoamperometrica. Después de unos 40 minutos,

cuando una suspension coloidal oscura se formo la electrélisis se detuvo.
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Los precipitados obtenidos con ambos métodos, potenciostatico y galvanostatico
fueron investigados por medio de microscopio -electronico de transmision con
microanalyser EDX, asi como por la difraccion de electrones. Los resultados se presentan
en las Figuras. 2.3. Donde un precipitado en forma de nanoparticulas es visible. Su tamafio

es del orden de aproximadamente 20 nm.

Figura 2.3 TEM analisis de las particulas obtenidas por el método galvanostatico.

El analisis de los hechos experimentales, asi como evidencia de la literatura permite
proponer un mecanismo que conduce a la sintesis de nanoparticulas de plata. La oxidacion

de Ag debe proceder de las reacciones anddicas siguientes:

Ag+ C,HsOH — Ag (CoHsOH) "+e (1)
Ag + C2H5OH i C2H50Ag +H+e (2)

De acuerdo con los datos de la literatura de iones Ag + se puede disolver por las
particulas del disolvente organico. Por lo tanto, proponemos la reaccion (2) en el que un Ag
(C,HsOH) + cation pseudomolecular se forma.

El método presentado es sencillo, ecologico, no requiere de equipos costosos y

tensoactivos ni agentes reductores adicionales son necesarios [12].

24



2.1.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA CON FORMAS DE
ESCAMAS

Las nanoparticulas de plata en forma de escamas, se han sintetizado en grandes
cantidades, simplemente por el envejecimiento de la solucidon acuosa de plata y urotropina
en presencia de polivinil pirrolidona (PVP). Nano escamas de plata de diferentes formas de
circular a poligonal puede ser obtenida en las etapas de reaccion diferentes. Moléculas de
PVP desempenan un papel importante en el crecimiento anisotropico de las nano escamas
de plata. La sintesis de plata como solucion coloidal se mantuvo estable durante al menos 1
mes. El andlisis de difraccion de electrones muestra que las nano escamas estan bien
cristalizadas [15].

A pesar de que las nanoparticulas de plata de diferentes formas y tamafios han sido
obtenidas a través de diversos métodos, las concentraciones de nanoplata recabadas fueron
extremadamente bajas y / o la solucion de reaccion siempre fue de los volumenes de micro
litro en la mayoria de los procedimientos. Recientemente, dispersiones concentradas de las
nanoparticulas de plata fueron preparadas por la reduccion de las soluciones de nitrato de
plata con el acido ascorbico en presencia de Daxad 19 como agente estabilizador [16]. Sin
embargo, la sintesis de nanoparticulas de plata y dispersiones de alto rendimiento sigue
siendo un reto. Aqui, se reporta una ruta de una solucidon suave para sintetizar
nanoparticulas de plata en forma de escamas en alta concentracion, simplemente el
envejecimiento de una solucidn acuosa que contiene nitrato de plata, urotropina, y
polivinilpirrolidona (PVP). Al variar el tiempo de envejecimiento que podria facilmente
controlar el tamano y forma de la nanoplata en condiciones suaves.

El procedimiento experimental para la produccién de nanoparticulas de plata en
forma de escama depende de los siguientes factores y reactivos:

Es un procedimiento tipico, en el cual se utilizan, 30ml de solucidén acuosa que
contiene 0.025mol/l de AgNOs, 5.0g/1 de poli (vinilpirrolidona) (PVP), y 0.125mol/l de
urotropina que fue envejecido durante 30 min. a 3h en un tubo de ensayo con una
temperatura de con tope de 80 °C. La suspension coloidal se enfrid a temperatura ambiente,

se centrifuga y se lava con agua antes de la caracterizacion.
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Los resultados que se muestran en la Figura 2.4 indican que la formacion de plata
metalica en el presente procedimiento fue exitosa, confirmado por difraccion de rayos X
(DRX). La muestra patron tipico de difraccion de rayos X comprueba una muestra de plata
obtenida. La ampliacion de los picos de difraccion revela la estructura a nano escala de esta
muestra. Tres picos de difraccion pueden ser indexados como (111) (200) y (220) planos de
la estructura cubica de plata metélica. Los picos fuertes y agudos sugieren la formacion de

nanoparticulas de plata altamente cristalino.
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Figura 2.4 Patron tipico de difraccion de rayos X de una muestra de plata obtenido

La evolucién del tamafio de las particulas y morfologias de las muestras de plata es
claramente revelada por las imégenes de TEM en la Figura. 3.5. Las nanoparticulas de plata
se observan bien dispersas en cada muestra. Como se muestra en la Figura. 2.5 (a, b, ¢, y d),
las nanoparticulas de plata que se superponen son casi transparentes, que revela la
caracteristica fina en forma de escama de nanoparticulas de plata obtenida en la etapa
inicial. Para la mayoria de las particulas, los esquemas de circulo redondo puede ser
claramente definido y los diametros estan en el rango de 37 a 50nm. Como la reaccion
procedio (1 h), las nano escamas de plata crecen en el espesor de la muestra, pero siguen

siendo poco transparentes las que se encuentran superpuestas, observadas por TEM (Fig.
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2.5b). También se puede ver que los copos circulares tienden a mostrar formas poligonales,
y la distribucion del tamafio de nano escamas de plata se hizo atn poco limitado y se centra
en 70nm, al final del procedimiento de reaccion (3h), mas las nanoparticulas de plata
tienden a mostrar morfologias de poligono o forma de prisma. Fig. 2.5¢ muestra imagenes
de TEM de nanoparticulas de plata obtenidas. La morfologia de las escamas como se ha
caracterizado mas mediante SEM, como se muestra en la figura. 2.5d, la mayoria de las
nanoparticulas de plata tienden a mostrar mas o menos regulares formas poligonales.

(a) N/ 1
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Figura 2.5 TEM y SEM imagenes de muestras de plata obtenida después de la reaccion de:
30 minutos (a), 1 h (b), y 3 h (c, d), y el histograma de distribucioén de tamafio

Las nanoparticulas de plata como escamas, se han preparado en gran escala por un
enfoque de simple solucion de fases. Por el método simple de envejecimiento el cual se

espera que sea el control sistematico de las formas y tamafios de las nano escamas [15].

2.1.3 PREPARACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA POR EL METODO DE
PULSO SONOELECTROQUIMICO Y ESTUDIO DE SUS CARACTERISTICAS

Las nanoparticulas de plata como esferas y barras han sido preparadas por una
técnica de sonoelectroquimica de pulso con una solucion acuosa de AgNOs en la presencia
de C12H25NaO4S dodecil sulfato de sodio.

Las nanoparticulas de plata como preparados se caracterizan por microscopia
electronica (TEM, SEM), difraccion de rayos X (DRX), y espectroscopia de absorcion UV-

VIS. Se encontrd que la concentracion de AgNOj afecta a la forma de las nanoparticulas. El
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tamafio del cristal puede variar de 5nm hasta 200nm, mediante el control de la
electrodeposicion con diversos parametros de sonido [17].

Es bien sabido que la reaccidon catalitica depende del tamafio y la forma de las
nanoparticulas de metal y que la sintesis de formas bien controlados y el tamafio de las
particulas podrian ser criticas para sus aplicaciones [18]. Los métodos desarrollados para la
fabricaciéon de nanoparticulas incluyen la reducciéon de productos quimicos [19], el
procedimiento de crecimiento de las medidas de semillas [20-21], reducciones
sonoquimicas [22], la asistencia de microondas [23], la ablacion por laser, la evaporacion
de metal [24], etc.

Reisse y sus colaboradores han descrito un nuevo dispositivo para la produccion de
polvos de metal con la reduccién de sonoelectroquimica de pulsado [22-25]. Este
dispositivo solo expone la superficie circular plana en el extremo de la punta del sonido de
la solucion de la electrodeposicion como se muestra un la figura 2.6. El drea expuesta actia
como catodo y como emisor de ultrasonidos. Los metales se obtuvieron como
quimicamente puros, polvo fino y cristalino con una alta superficie dando un tamafio de
particula promedio de 100nm la comprension actual del mecanismo de sonoelectroquimica
describe una deposicion electroquimica de una capa fina sobre el sonoelectrodo durante el
pulso eléctrico. La fina capa es destruida por el pulso sonoro que viene, para formar un
chorro de nanoparticulas suspendidas en la solucion. Asi, la electroquimica y los
parametros de sonido, incluyendo la duracion del pulso, se puede utilizar para controlar los

parametros de las particulas.
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Figura 2.6 Esquema del montaje experimental
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El esquema del conjunto de montaje experimental para estos experimentos (Figura
2.6), contiene una celda electroquimica (catodo, el anodo, y el electrolito), un generador de
pulsos de ultrasonidos (sonicador), una fuente de alimentacion de corriente continua, y un
sincronizador. El sincronizador se utiliza para conducir las duraciones de los pulsos
ultrasonicos y eléctricos. Cada ciclo sonoelectroquimico dura de 0-9s, que consiste en un
pulso de 300m/s corriente eléctrica de 40mA, un pulso sonoro de 300m/s inmediatamente
después del pulso eléctrico, y un resto de 300m/s. La deposicion catodica de la plata se hizo
sobre una lamina de acero inoxidable. El acero inoxidable debido a que otros tipos de
lamina sirven como anodo. Una vibracion de 700W fue utilizado como el aparato de
ultrasonidos. La fuente de alimentacion se limitaba a 20V. La célula experimental tuvo las
dimensiones de la siguiente manera: El area de superficie efectiva de la hoja de acero
inoxidable fue de 2cm2, la distancia entre el 4nodo y el catodo se establece en 2mm, en
todos los experimentos, la cantidad de electrolitos fue de 50cm’, la temperatura es
estabilizada por un bafio de agua y se mantiene en el rango de temperatura de 25-28 ° C, el
buque fue tapado con papel aluminio.

El valor normal de la densidad de corriente eléctrica fue de 20 mA/cm?. La densidad
adecuada de energia ultrasonica era de unos 100W/cm”.

Las cantidades de 1, 5, y 20g/L con AgNOs; sodio dodecil sulfato y C;,H5NaO4S
fueron mezclados en una solucion acuosa en atmosfera de N,. La deposicion se llevo a cabo
utilizando diferentes tiempos de reaccion. El oxigeno se eliminan del agua por burbujeo de
nitrogeno, y el electrolito se mezclan en una atmosfera de nitrogeno. Un agente
complejante, sodio C;,H,sNaOsSdodecilsulfato, se anadid en 40g/L del nivel para evitar la
agregacion. Los productos se lavaron con agua doblemente destilada y recolectados a través
de una centrifuga. Las particulas de plata se caracterizaron por microscopia electronica de
transmision (TEM) y microscopia electronica de barrido (SEM), difraccién de rayos X
(DRX).

La Figura 2.7 presenta una tipica imagen de TEM del producto obtenido por el
método sonoelectroquimico con 1g/LL AgNO; y 40g/L de Ci,H,5sNaO4S. La deposicion se
llevo a cabo durante 5 minutos. Se muestra que las nanoparticulas de plata son esféricas y
bien dispersas. La distribucién de tamafio de particulas medido directamente a partir de

micrografias TEM se muestra como un histograma en la Figura 2.8:
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Figura 2.7 Imagenes de TEM de particulas de plata obtenida por tratamiento
sonoelectroquimico pulsado por diferentes duraciones de 1g/L AgNO3 y 40g/L de solucién
de C,H,5NaO4S: a) 5 minutos, b) 15 minutos.
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Figura 2.8 La distribucién de tamafo medido a partir de micrografias TEM en la Figura
2.7
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El tamafio promedio de las particulas es de unos 8 nm, Uno puede ver facilmente
que, en el intervalo de tiempo inicial, hasta cerca de 15 minutos, el tamafio de los cristales
puede incrementar. El tamafo promedio de los aumentos de cristalitos es de 8 nm después
de 5 minutos de procesamiento sonoelectroquimico y a 20 nm después de 15 minutos, la
agregacion se observa si la reaccion se lleva a cabo por periodos més largos de tiempo.

Los espectros de absorcion Optica de las nanoparticulas de plata preparada con 15 minutos
de tiempo de electrosonisacion se muestran en la figura 2.9. La solucion acuosa de las
nanoparticulas esféricas de plata desarrollaron una banda de resonancia de plasmones
superficiales centrados en 401nm, que fue caracteristico de nanoparticulas de plata con una
dimension inferior a 20 nm(curva a). Las curvas b, ¢ y d son los espectros de absorcion

optica de las soluciones acuosas de nanoparticulas de plata forma de barra.
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Figura 2.9 En espectroscopia UV-vis los espectros de absorcion de las nanoparticulas de
plata en solucidn acuosa con el tiempo de electrosonisacion de 15 minutos: a) 1g/L AgNOs
y 40g/L de C12H25N304S,

b) Sg/L AgNO3 y 40g/L dCC12H25N304S,

c¢) 5g/L y AgNO520g/L y C12H25NaO4S

d) Sg/L AgNO3 y C12H25NaO4SIOg).
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Es bien conocido que el tamafio y la forma de las particulas pueden influir en la
posicion y el ancho de la banda de absorcion de resonancia de plasmones. El corrimiento de
la banda de absorcion de resonancia de plasmones de particulas de plata se puede atribuir al
tamafio cada vez mayor debido a la agregacion de particulas como se indica en las

observaciones de microscopia electronica [17].

2.2 ACTIVIDAD OLIGODINAMICA DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA

La plata es un metal al que se le ha dado diversos usos desde metalirgicos hasta
médicos. La plata fue utilizada por su propiedad bactericida para la prevencion de
infecciones en ojos de recién nacidos y en pacientes con quemaduras graves. También la
plata coloide ha sido amplia e intensamente distribuida como desinfectante de agua y de
alimentos, ademas de su utilidad como suplementos alimenticios. Sin embargo, no existen
estudios sobre la toxicologia de la plata a nivel internacional, ni menos en México es por
ello que en el presente se hace una revision de la informacion existente sobre sus usos y a
cuestionarse los posible dafios a la salud, ya que aunque la plata no es un metal esencial
para los mamiferos, tiene fuerte afinidad por las regiones organizadoras de nucléolos y
proteinas en sus grupos sulfidrilo “cisteina” (tiol), membrana, cromosomas. Se reconoce
una alta tendencia a depositarse en diferentes tejidos corporales [26].

Desde tiempos antiguos se ha conocido en la plata su efecto bactericida asi como su
eliminacion lenta y constante (efecto oligodindmico) [26]. Los usos terapéuticos como
nitrato de plata al 1 % se reporta para prevenir infecciones en los ojos de los neonatos, las
sales de plata efectivas contra las verrugas, los iones de plata han sido usados para tratar la
cistitis e infecciones del tracto urinario, la sulfadiazina de plata se receta en el 70 % de los
centros para quemados en Estados Unidos de América [27], se utiliza como antiséptico,

astringente y en veterinaria, para el tratamiento de las heridas e inflamaciones locales [28].

Las propiedades antibacterianas de la plata conocidas desde hace varios siglos [29]
conteniendo plata entre 1 a 100 nm en agua desionizada [30]. La propiedades

antibacterianas se reportan de 0.1 pug/L; la concentracion para la actividad fungicida de 1.9
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ug/L [31]. Asi la plata y sus derivados corresponden al tipo de biocidas que actian
mediante su unidon con grupos sulfihidrilos o tioles, asi como aminos de las proteinas. Los
grupos tioles, que derivan de los residuos de cisteina, son vitales para la actividad de
enzimas. La reaccion con o la oxidacién de estos grupos esenciales producen inhibicion

celular [32].

De manera general las sales metalicas de plata tienen como sitio de accion los
constituyentes citoplasmaticos y mediante mecanismos de coagulacion, ataque a los acidos
nucleicos y a los ribosomas [32]. En altas concentraciones, los iones de Ag+ inhiben gran
cantidad de reacciones enzimaticas, reaccionando con los grupos donadores de electrones
[27]. La translocacién de sodio (Na+) por la enzima oxido reductasa ubiquinona ha sido
reconocida como uno de los primeros blancos de los iones de plata [27] incluso la adicion
de concentraciones micromolares de Ag+ fuera de la membrana vesiculares de V. cholerae

inducida en un colapso total del gradiente transmembranal de pH [27].

Las sales de plata producen cambios estructurales en la pared celular de algunas
bacterias como P. aeruginosa, y gran afinidad por virus como el VIH [33]. Los iones de
plata no tienen ningun efecto sobre las esporas bacterianas [34] sin embargo tienen gran
afinidad por el ADN tanto bacteriano como eucariotico, donde interactian preferentemente
con las bases nitrogenadas mas que con los grupos fosfato [35].

Otro de los mecanismos bactericidas de la plata es la induccion de la liberacion de
iones de potasio (K+) de los microorganismos tanto del plasma microbiano como de la
membrana citoplasmatica, lo cual es asociado al funcionamiento adecuado de algunas
enzimas [35].

La plata no es un elemento esencial para los humanos [36], sin embargo, parece
acumularse con la edad [37] y aunque la naturaleza y sitio de acumulacion aun no ha sido
localizado [38] se sabe que la deposicion de la plata en la piel ocurre en pacientes que
ingieren crénicamente productos de plata coloidal.

A la deposicion de la plata en la piel se le denomina Argyria y Argyriosis cuando la
deposicion de plata sucede en otros 6rganos [39]. La Argyria por la ingestion de derivados

de la plata, aplicacion de cremas y contacto con sales de plata [40]. No obstante no es
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probable que se produzca la enfermedad con dosis orales acumuladas inferiores a 3.8 g [28]
una vez que se desarrolla la acumulacion de plata, ésta no es reversible, pues no existen
tratamientos efectivos sin embargo se han logrado mejorias clinicas administrando agentes

quelantes [28].

2.2.1 EFECTOS ANTIMICROBIANOS DE NANOPARTICULAS DE PLATAEN
LEVADURAS, BACTERIAS GRAM-POSITIVAS Y GRAM-NEGATIVAS

El efecto antimicrobiano de plata (Ag) de iones o sales son bien conocidos, pero los
efectos de las nanoparticulas de Ag en los microorganismos y el mecanismo de los
antimicrobianos no se han revelado claramente.

Se prepararon nanoparticulas de Ag estables, su forma y distribucion de tamaino
caracterizado por el estudio de microscopia electronica de transmision. La actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas de Ag se investigd sobre las levaduras, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. En estas pruebas, se utilizaron las placas de agar Muller
Hilton y Ag nanoparticulas de diferentes concentraciones fueron complementados en los
sistemas de liquido. Como resultados, las levaduras y E. coli fueron inhibidas a la baja
concentracion de nanoparticulas de Ag, mientras que los efectos inhibidores del
crecimiento de S. aureus fueron leves. El efecto de la generacion de radicales libres de las
nanoparticulas de Ag en la inhibicion del crecimiento microbiano fue investigado por
espectroscopia de resonancia de spin electronico. Estos resultados sugieren que las
nanoparticulas de Ag pueden ser utilizadas como inhibidores del crecimiento efectivo en
diversos microorganismos, lo que las hace aplicables a los diversos dispositivos médicos y
sistemas de control de los antimicrobianos.

La resistencia microbiana a multiples antibidticos, aumento en los costos de
atencion de la salud a raiz de esto muchos investigadores han probado nuevos reactivos y
desarrollos antimicrobianos buscando eficacia y costo. En esta perspectiva han dado lugar
al resurgimiento de antisépticos basados en Ag vinculados a la actividad de amplio espectro

biocida, menor induccién a la resistencia microbiana. Aqui, se reporta que las
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nanoparticulas de Ag se pueden aplicar de manera efectiva en el control de
microorganismos y prevencion de las infecciones. Nuestros resultados apoyan la hipdtesis
de que las nanoparticulas de Ag se pueden preparar de una manera sencilla y rentable y son
adecuados para la formulacion de nuevos tipos de materiales bactericida.

En este estudio se hace uso de nanoparticulas de Ag que se pueden preparar de
manera rentable, homogénea (Figuras 2.10) y estable, permitiendo que su tamafio tenga

mayor contacto con los microorganismos.

b)

Mean =13.4 nm
G =2.6 nm

population (%)

4 6 8 10 12 14 16 18 20
Diameter (nm)

Figura 2.10 a) Una imagen de TEM de las nanoparticulas de Ag dispersas en una rejilla de
cobre (una variacion en la escala de 30 nm). b) Un histograma que muestra la distribucion
del tamafio de las nanoparticulas de Ag.

Los resultados de las levaduras, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, sugieren
que los efectos antimicrobianos de las nanoparticulas de Ag puede estar asociada con las
caracteristicas de las especies bacterianas. Las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
que se diferencian por su estructura de membrana diferenciada en contenido de
péptidoglicano. Se sugiere que la menor eficacia de las nanoparticulas de Ag frente a S.
aureus puede derivar de la diferencia estructural de la membrana. La capa de

péptidoglicano es una caracteristica especifica de membrana bacteriana. Por tanto, si el
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efecto antibacteriano de las nanoparticulas de Ag se asocia con la capa de peptidoglicano

sera mas concreta usar las nanoparticulas de Ag como agente antibacteriano.

Para diferenciar la actividad antimicrobiana entre las nanoparticulas de Ag y otras
nanoparticulas metélicas, probaron inhibicidon de crecimiento usando nanoparticulas de oro
con didmetro de 30 nm para estimar los posibles efectos secundarios de otros componentes
que podrian incluirse en la solucién de nanoparticulas de Ag se preparo el control del
vehiculo, en el que las nanoparticulas de Ag fueron removidas por sedimentacion. Los
resultados indican que no hay actividad fundamental a los antimicrobianos, ya sea en
nanoparticulas de oro o el control del vehiculo, lo que sugiere que la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas de Ag es un evento especifico de la Ag en estas
condiciones experimentales [1].

El mecanismo de los efectos inhibitorios en iones de Ag sobre los microorganismos
se conoce parcialmente. Algunos estudios han informado de que la carga positiva del ion
Ag es crucial para su actividad antimicrobiana a través de la atraccion electrostatica entre la
membrana celular del microorganismo que se encuentra cargada negativamente y positiva
la carga de las nanoparticulas. Por el contrario, Sondi y SalopekSondi [41] reportaron que
la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sobre las bacterias Gram-
negativas fue dependiente de la concentracion y se asocio estrechamente con la formacion
de depositos en la pared celular. Asi las nanoparticulas de Ag acumuladas en la membrana
bacteriana afecta la permeabilidad resultando en muerte celular. Sin embargo, los iones con
carga positiva y las nanoparticulas con carga negativa, son insuficientes para explicar el
mecanismo de los antimicrobianos cargados con nanoparticulas de Ag. Por lo tanto podria
no ser un mecanismo posible. Amro y col. sugirieron que el agotamiento del metal puede
causar la formacion de pozos de forma irregular en la membrana externa y la permeabilidad
de la membrana cambia, esta es causada por la liberacion progresiva de moléculas de
lipopolisacaridos y proteinas de la membrana [42]. Ademas, Sondi y Salopek especulan que
un mecanismo similar puede causar la degradacion de la estructura de la membrana de E.
coli durante el tratamiento con nanoparticulas de Ag [41]. Aunque su deduccion es que
participa algln tipo de mecanismo vinculante, el que atin no esta claro es el mecanismo de

la interaccioén entre las nanoparticulas de Ag y el componente de la membrana externa.
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Recientemente, Danilczuk y col. [43] informaron que la Ag genera radicales libres probado
en nanoparticulas de Ag por ESR. Se sugiere, que el mecanismo de los antimicrobianos de
las nanoparticulas de Ag esta relacionada con la formacion de radicales libres y dafio de los
radicales libres posteriores inducidos por la membrana. Para confirmar la produccion de
radicales libres, se analizaron las nanoparticulas de Ag por ESR. Para determinar la
relacion entre la actividad de los radicales libres y el efecto antimicrobiano, se utilizé el
NAC antioxidante para probar si los antioxidantes pueden influir en las nanoparticulas de
Ag inducidas por la actividad antimicrobiana. Los resultados de la VSG vy el estudio de
antioxidantes sugieren que los radicales libres se pueden derivar de la superficie de las
nanoparticulas de Ag y sera responsable de la actividad antimicrobiana en estas condiciones
experimentales. Las aplicaciones de nanoparticulas de Ag sobre la base de estos hallazgos
pueden conducir a descubrimientos valiosos en diversos campos, tales como dispositivos

médicos y sistemas de antimicrobianos [1].

2.2.2 EL EFECTO BACTERICIDA DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA

Las nanoparticulas de plata utilizadas en este trabajo fueron sintetizadas por las Inc.
nanotecnologias, el producto final es un polvo de nanoparticulas de plata dentro de una
matriz de carbono, lo que impide la coalescencia durante la sintesis. El polvo de
nanoparticulas de plata se suspende en el agua con el fin de realizar la interaccion de las
nanoparticulas de plata con las bacterias, para la homogeneizacién de la suspension se
utiliza un limpiador ultrasénico. Las particulas en solucion se caracterizan por poner una
gota de la suspension homogénea en un microscopio electronico de transmision de la red de
cobre con una pelicula de carbon de encaje con TEM.

Como primer paso, varias concentraciones de nanoparticulas de plata (0, 25, 50, 75
y 100 ug ml-1) fueron probadas para cada tipo de bacterias. En placas de agar con una
soluciéon de Luria-Bertani (LB) como medio de cultivo y preparadas a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata, seguido por una muestra de la fase de registro

con una densidad optica de 0.5 a 595 nm y 37°C [44].
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Los resultados demostraron que la concentracion de nanoparticulas de plata que
impide el crecimiento de bacterias es diferente para cada tipo, la P. aeruginosa y V.
cholerae son mas resistentes que E. coli y S. tifus. Sin embargo, en concentraciones por
encima de 75 mg ml™” no hubo un crecimiento significativo para ninguna de las bacterias
(Figura 2.11 (a)).

Los resultados que se muestran en las Figuras 4.9 (b) y (c) sugieren que HAADF es
util para determinar la presencia de nanoparticulas de plata muy pequefias (~ 1 nm) sobre

las bacterias que aparecen como manchas.

Figura 2.11 a) Bacterias cultivadas en placas de agar a diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata. Arriba a la izquierda, la E. coli, superior derecha, S. tifus; abajo a la
izquierda, P. aeruginosa, y abajo a la derecha, el V. cholerae. 0 g / ml™ (superior izquierda),
25 mg ml”' (superior derecha), 50 mg ml™' (abajo izquierda) y 75 ml g (inferior derecha).
HAADF MADRE imégenes que muestran la interaccion de las bacterias con las
nanoparticulas de plata: b) de E. coli, ¢) S. tifus, d) P. aeruginosa y ¢) de V. cholerae. Las
inserciones corresponden a las imagenes de mayor aumento.
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El andlisis detallado mostro el interior de la bacteria y demostraron que las
nanoparticulas no sélo se encuentran en la superficie de la membrana celular, sino también
dentro de la bacteria (figuras 2.12 (a) - (b)). Esto fue confirmado por un analisis de mapeo
elemental utilizando el espectrometro de rayos X de energia dispersiva (EDS) en (figura
2.12 (a)). Las nanoparticulas no solo se encuentran distribuidas a lo largo de la célula, sino

que estaban unidos a la membrana y también fueron capaces de penetrar en las bacterias.

20 nm

Figura 2.12 a) Presencia considerable de las nanoparticulas de plata se encuentra en la
membrana y el interior de una muestra de E. coli. Derecha: EDS mapeo elemental. Se
puede observar que la plata estd bien distribuida a través de la muestra. b) Un primer plano
del interior de una muestra de E. coli tratadas con nanoparticulas de plata. Una vez mas, la
presencia de nanoparticulas de plata se observa.

Se estima que la concentracion de plata efectiva la y el tamafio general descrito en el
manuscrito (el tamafo medio de 21 nm y una desviacion estandar de 18 nm) generan una
hipdtesis: “todas las nanoparticulas menores que ~ 10 nm son las que interactiian con las
bacterias”. Si tenemos en cuenta el peso de las nanoparticulas con la distribucion del
tamafio general, los resultados indican que el porcentaje en peso de nanoparticulas de entre
1 y 10 nm corresponde a 0.093% de la muestra. Aun cuando este valor parece ser pequeio,
corresponde a un gran numero de nanoparticulas por mililitro teniendo en cuenta la
concentracién de nanoparticulas de plata es de 75 mg ml™ que resulté ser eficaz para todas
las bacterias. El diametro promedio de ~ 5 nm y una densidad de plata de 1,05 x 10™* mg
nm™ se utiliza para aproximar el numero de particulas de entre 1 y 10 nm (ml”, ~ 9.8 x

10'%) [44].
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Las particulas metalicas de pequeiio tamafio (~ 5 nm) presentan efectos electronicos,
que se definen como cambios en la estructura electronica local de la superficie debido al
tamafio. Estos efectos se presentan para mejorar la reactividad de superficies de las
nanoparticulas [45]. Ademas, es razonable proponer que la fuerza vinculante de las
particulas de la bacteria depende de la superficie de interaccion. Un mayor porcentaje de la
superficie tendrd una interaccion directa en particulas mas pequefias que las grandes, estas
dos razones mencionadas antes, explican la presencia solo de particulas de ~ 1 a 10 nm.

El mecanismo por el cual las nanoparticulas son capaces de penetrar las bacterias no
se entiende totalmente, pero Salopek sugiere que en E. coli tratadas con nanoparticulas de
plata ocurren cambios en la morfologia de membrana, incrementando significativamente la
permeabilidad y afectando el transporte de la membrana plasmatica [2]. Esta informacion
podria explicar el depdsito de nanoparticulas de plata dentro de la bacteria (figura 2.12 (b))
[44].

La observacion de las nanoparticulas de plata unidas a la membrana celular (Figuras
2.11 (b) - (e)) y dentro de la bacteria (figuras 2.12 (a) - (b)) es fundamental en la
comprension de los mecanismos bactericidas con lo establecido por la teoria de los acidos
duros, blandos y las bases, la plata tendra tendencia a tener una mayor afinidad para
reaccionar con el fosforo y compuestos de azufre [46-47-48].

La membrana de bacterias contiene muchas proteinas azufradas [49], las cuales
representan sitios preferenciales para depositos de nanoparticulas de plata. Ademas estas
nanoparticulas al interior también tenderian a reaccionar con otras proteinas azufradas, asi
como a reaccionar con el fosforo presente en ADN [8]. Para concluir, los cambios en la
morfologia presentes en la membrana de las bacterias y reaccion con compuestos esenciales
afectan procesos como la cadena respiratoria, division celular y finalmente la muerte
celular [49].

Las nanoparticulas de plata actian principalmente de tres maneras contra bacterias
Gram-negativas: (1) las nanoparticulas en el rango de 1-10 nm se adhieren a la superficie
de la membrana celular y alteran drasticamente su correcto funcionamiento en la
permeabilidad y la respiracion; (2) las nanoparticulas son capaces de penetrar la bacteria y

causar dafios en moléculas que contienen azufre y fosforo, (3) con nanoparticulas e iones de
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plata, que tienen una contribucion adicional para el efecto bactericida de las nanoparticulas

plata como la reportada por Feng [50].

2.2.3 INTERACCION DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA CON EL VIH-1

La interaccion de las nanoparticulas con biomoléculas y microorganismos es un
campo en expansion de la investigacion. Dentro de este campo, un area que ha sido en gran
parte sin explorar es la interaccion de las nanoparticulas de metal con los virus.

Nanoparticulas recubiertas de espuma de carbono se obtuvieron de las
nanotecnologias, Inc., sin utilizar ningun tratamiento adicional. Estas nanoparticulas
forman parte de una matriz de carbono espuma que impide la coalescencia durante su
sintesis. La muestra de nanoparticulas que se reciben consiste en un polvo negro muy fino.
Los efectos del polvo que se recibe se deben a la dispersion de estos en agua desionizada
por ultrasonidos. Los analisis por TEM muestran que las nanoparticulas tienden a
aglomerarse en el interior de la matriz de carbono espuma, aunque una fraccion
significativa de la poblacion se libera de esta matriz por la energia proporcionada del bafio
de ultrasonidos (Figura 2.13a y 2.13f). Estas nanoparticulas son liberadas principalmente
como nanoparticulas de superficie libre, y se observo que las nanoparticulas que se han
escapado de la matriz de carbono espuma interactuar con el VIH-1 en las células.

La liberacion de las nanoparticulas de carbono que queda en la espuma de la matriz,
fue de un tamafio promedio de ~ 21 = 18 nm. Ademas, el examen por TEM demostrd que la
muestra se compone de varias morfologias incluyendo nanoparticulas multihermanadas con
cinco simetria distintas, es decir, decaedros e icosaedros, piramides truncadas, las

nanoparticulas octaédricos y cubo-octaédricos, entre otros (Figura 2.13c y2.13f) [S1].
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Figura 2.13 Nanoparticulas de plata de los preparativos. a) una imagen en TEM de
nanoparticulas de plata la superficie libre de carbono liberado de la espuma de la matriz de
dispersion como la recibida en polvo disuelta en agua desionizada por ultrasonicacion. b)
La distribucion de tamafio de la superficie de las nanoparticulas sin ser medida por el
analisis de TEM. ¢) El espectro UV-visible de las nanoparticulas de plata recubierta de
carbono. d) la imagen HAADF de nanoparticulas de plata PVP revestido. e) Distribucion de
tallas de las nanoparticulas recubiertas con PVP medidas por el analisis de TEM. f) El
espectro UV-visible de las nanoparticulas de plata recubiertas con PVP. g) la imagen
HAADF de nanoparticulas de plata revestidas con BSA. h) Distribucion de tallas de las
nanoparticulas BSA recubierto medido por el analisis de TEM. i) El espectro UV-visible de
las nanoparticulas de plata BSA-revestido.
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Nanoparticulas recubiertas con PVP fueron sintetizados por el método de poliol
utilizando glicerina como agente reductor y solvente. En este método, un precursor del
metal se disuelve en un poliol liquido en presencia de un agente de nivelacion como PVP
[52]. PVP es un polimero lineal y estabiliza la superficie de las nanoparticulas a través de la
vinculacion con el anillo de la pirrolidona. Por medio de Infrarrojo (IR) y la espectroscopia
de rayos X de fotoelectrones (XPS), los estudios han revelado que los dos atomos de
oxigeno y el nitrégeno del anillo de la pirrolidona puede promover la adsorcion de las
cadenas de PVP en la superficie de la plata [53].

Las nanoparticulas mostraron un tamafio promedio de 6.53 nm con una desviacion
estandar de 2.41 nm (Figura 2.13 (d) y 2.13 (e)).

Nanoparticulas de plata directamente conjugado con moléculas de proteinas BSA
fueron sintetizados en disolucion acuosa. La albumina es una proteina globular, y es la
proteina mas abundante en el plasma sanguineo. La albimina de suero bovino (BSA) es
una cadena polipeptidica tinica compuesta de 583 residuos de aminoacidos [54]. Varios de
los residuos de BSA tienen oxigeno, azufre y llevan grupos de nitrogeno que puede
estabilizar la superficie de las nanoparticulas.

Casi el 75% de las nanoparticulas de plata conjugadas con BSA fueron de 2.08 + 0.42 nm
de didmetro, pero una fraccion importante de particulas de mayor tamafio también se

observo, con lo que el promedio total es de 3.12 &+ 2.00 nm (Figura 2.13 (g) y 2.13 (h)).

Interaccion con el VIH

En la figura 2.14, se presentan imagenes por HAADF del virus VIH-1, en (2.14(a)
con nanoparticulas de plata impregnadas y en (2.14 (b)) sin las nanoparticulas de plata. La
presencia de la plata fue confirmada de forma independiente por energia dispersiva de
rayos X espectroscopia (EDS), que se muestra en la Figura 2.14(c). Curiosamente, el
tamafio de las nanoparticulas vinculada al virus (Figura 2.14 (d) eran exclusivamente dentro
del rango de 1 a 10 nm, en el caso de las nanoparticulas de plata liberadas de la matriz de
carbono, muestran que las nanoparticulas no mayor de 10 nm de didmetro que se

observaron interactuando con el virus son significativas, ya que el tamafio de la poblacion
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en general estd mas alld del rango de ~ 40%. Esto proporciona una fuerte evidencia para el
tamafio de la dependencia de la interaccion.

Ademas, las nanoparticulas que se ven en la Figura 4.12 (a) adjuntas al virus no son
al azar, como regular las relaciones espaciales que se observan entre los grupos de tres
particulas. Tanto la disposicion espacial de las nanoparticulas y la dependencia del tamafio
de la interaccion puede ser explicado en términos de la envoltura del VIH-1 viral, y pueden

proporcionar informacidn sobre el modo de interaccion entre el virus y nanoparticulas [51].
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Figura 2.14 HAADF imagenes de los virus VIH-1. a) Una imagen por HAADF de un virus
VIH-1 expuestos a las nanoparticulas de plata conjugados con BSA. El recuadro muestra la
disposicion regular espacial entre grupos de tres nanoparticulas. b) la imagen por HAADF
del virus VIH-1 sin tratamiento de nanoparticulas de plata. El recuadro de relieve y la
disposicion espacial regular observada en la superficie de los virus VIH-1no tratados. c)
analisis de EDS de la imagen a) confirman la presencia de Ag. La sefial C proviene tanto de
la red MET y el virus, O y P son a causa del virus, y Na, Cl y K estan presentes en el medio
de cultivo. Ni y Si vienen de la red MET, mientras que Cu se atribuye al titular de la
muestra. d) la distribucion de tamafio compuesta de las nanoparticulas de plata unidas al
virus VIH-1, se derivan de todas las preparaciones de la prueba.
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El exterior del virus VIH-1 se compone de una membrana lipidica entremezcladas
con las perillas de la glicoproteinas que sobresalen, formados por trimeros y estos por dos
subunidades: la subunidad de glicoproteina gp120 de la superficie estd expuesta al exterior,
y la gp4l transmembranal abarca la subunidad glucoproteica de la membrana viral y
conecta el exterior de la glicoproteina gp120 con el interior P17 que es una proteina de la
matriz [55]. La principal funcion de estos mandos es la glicoproteina gp120 que resalta y se
unen a los receptores CD4 de las células huésped. Numerosas proteinas celulares también
estan integradas dentro de la envoltura viral [56]. Sin embargo, la que sobresale es la
glicoproteina gpl120 y los mandos estan mas expuestos al exterior, deberia ser mas
accesible para las interacciones potenciales de las nanoparticulas.

Leonard y colaboradores [57] reportaron que la subunidad gpl120 tiene nueve
puentes disulfuro, tres de los cuales se encuentran en las inmediaciones del dominio de
unidon de CD4. Estos enlaces disulfuro expuesto pueden ser los sitios mds atractivos para las
nanoparticulas de interactuar con el virus. Como se menciondé anteriormente, las
nanoparticulas parecen estar situadas en posiciones especificas. Los arreglos espaciales
observados se correlacionan con las posiciones de la glicoproteina gp120 que son mandos
en el modelo estructural para el VIH-1 propuesto por Nermut y compaieros de trabajo [55].
Previamente se ha determinado que el espacio del centro de entre las perillas de la
glicoproteina es de ~ 22 nm [58]. En el recuadro de la Figura 4.12 (a), la media del
espaciamiento de centro a centro entre las nanoparticulas de plata es de ~ 28 nm, que se
correlaciona con la distancia esperada entre las perillas de la glicoproteina. La media de la
separacion entre las pequenas regiones mas oscuras sobre el virus sin tratamiento es de ~ 22
nm, lo que también sugiere que estos sitios son la perillas de las glicoproteina gp120. Por lo
tanto, la disposicion espacial observada de las nanoparticulas, de la distancia entre el centro
de las nanoparticulas y el hecho de que los residuos expuestos de azufre de sustentacion de
las perillas de la glicoproteina serian sitios atractivos para la interaccion de las
nanoparticulas de plata con el VIH-1 del virus mediante la union preferencial a las perillas
de la glicoproteina gp120.

Suponiendo que los sitios mds atractivos para la interaccién son los residuos de
azufre de sustentacion de la glicoproteina gp120, s6lo hay un ntimero limitado de enlaces

que puede formar una nanoparticula. Este nimero limitado de estabilizacion de los sitios se
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puede explicar por qué las grandes nanoparticulas no se observan en la union al virus.
Suponiendo que cada nanoparticula interactiia con un sitio unico de la glicoproteina, y que
cada mando de vecino mas cercano estd ocupado por otra de las nanoparticulas, a partir de
consideraciones geométricas del limite superior tedrico para el didmetro de estas
nanoparticulas seria de aproximadamente 20 nm, sin embargo, si una nanoparticula mas
grande que el diametro de un botén (~ 14 nm [58]) iban a ser conectados, s6lo una pequeiia
fraccion de la superficie de las nanoparticulas totales serian ancladas, lo que resulta en una
interaccion menos estable. Por lo tanto, si las nanoparticulas estan interactuando con el
VIH-1 a través de su union preferencial a las perillas de la glicoproteina gp120, que se
espera encontrar en su mayoria nanoparticulas de menos de 14 nm de diametro, en forma de
particulas de este tamafo tendria las interacciones de superficie mas estables. Esto se
corresponde estrechamente con nuestra observacion experimental de que las particulas
mayores de 10 nm no unen adecuadamente a la envoltura viral.

Aunque el mecanismo por el cual el VIH infecta a las células huésped todavia no
estd completamente entendido, hay dos pasos que se acordaron en términos criticos
generales. El primer paso consiste en la union de la gp120 al sitio receptor CD4 en la célula
huésped. Entonces, al unirse a CD4, un cambio conformacional se induce en la gp120, lo
que resulta en la exposicion de los nuevos sitios de unidon para un receptor de quimiocinas,
CCRS5 o CXCR4 es decir, [36-38], un agente que interactia preferentemente con la
glicoproteina gp120 podria bloquear el virus de la uniéon con las células huésped. Por lo
tanto, se midieron los efectos inhibitorios de nanoparticulas de plata contra el VIH-1 in
vitro.

La capacidad de las nanoparticulas de plata para inhibir la infectividad del VIH-1 se
determiné mediante pruebas en contra de CD4 + células MT-2 y cMAGI VIH-1 las células
del reportero [51].

Los efectos infecciosos citopaticos de células CD4 + MT 2 se analizaron mediante
microscopia Optica de evaluacion de la formacion de sincicio como se describe en otro
lugar [59-60], asi como por la infeccion de VIH-1 de células cMAGTI utilizando el ensayo
azul tripan de la célula [61-62]. La citotoxicidad de todos los preparativos de nanoparticulas
contra células MT-2 se determind utilizando el ensayo de azul tripan exclusion [63]. Para

las tres preparaciones de nanoparticulas, en concentraciones de plata por encima de 25
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mg/ml, la infectividad viral se redujo en un grado que no podia ser detectado por la

formacion de sincitios, como se muestra graficamente en la Figura 4.13 Para cada

preparacion de nanoparticulas, se encontrd una inhibicion dependiente de la infecciosidad

del VIH-1, donde s6lo se observé toxicidad celular moderada, como se ve en la Figura 2.15
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Figura 2.15 La inhibicion del VIH-1 y los datos de toxicidad. a) Evaluacion del VIH-1
mediada por la formacion de sincitios en células MT-2. b) El porcentaje de transmision del
VIH-1 en células cMAGI. La toxicidad de los preparados de nanoparticulas contra células
MT-2 se determind utilizando el ensayo de azul tripan exclusion. Las muestras fueron
incubadas a 37 ° C, y las células se evalu6 a través de microscopia optica tras ¢) 3 h, y d) 24
horas de exposicion a las nanoparticulas de plata.
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CAPITULO III

ESTUDIO DE LAS ESPECIES DE PLATA
SOPORTADAS EN CUERO, POR ESPECTROSCOPIA
DE REFLACTANCIA DIFUSA UV-vis Y
ESPECTROSCOPIA DE EMISION ATOMICA (ICP)
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Los cueros de mamiferos tienen una estructura variada entre la epidermis y dermis,
por lo que las interacciones entre los iones, cimulos, nanoparticulas metalicas y una matriz
organica van desde la absorcion por poros hasta un complicado ensamblaje en el interior o
en paredes. Las interacciones metal-cuero evaluando diferentes parametros experimentales
permiten seguir las relaciones de las especies metalicas y su que estabilidad pensando en el
cueros para calzado y prendas de la industria peletera.

Uno de los procesos de aplicacion de plata en cuero es la absorcidon por bafio en una
solucion de la plata coloidal antes descrita en el capitulo anterior.

Los estudios por espectroscopia de reflactancia difusa UV-visible (ERD UV-vis) se
describe la presencia de una gran variedad de especies de plata en disolucidn, asi como
nanoparticulas soportadas en matrices de cueros de ganado bovino y porcino que indican
que los atomos, iones, cimulos y nanoparticulas de plata poseen bandas de absorcion
caracteristicas en la region UV-visible del espectro mismos que han sido objeto de estudios
experimentales y tedricos de los cuales se respaldan los resultados generados en este
trabajo (T.D. 61,71,76,78).

En este capitulo describe el proceso de reduccion de los iones de plata
intercambiados inicialmente en los cueros de ganado bovino y porcino, seguido por medio
de la EDR UV-vis la cinética de formacién de camulos y nanoparticulas de plata.

Los resultados pretenden contribuir con la mejora en los materiales usados para la
construccion de calzado especializado para usuarios con diabetes y contribuir en el cuidado

del pie diabético.

3.1 MUESTRA DE CUERO IMPREGNADO CON NANOPARTICULAS DE PLATA

Los cueros de bovino y cerdo impregnados con el coloide de plata ya secados a
temperatura ambiente. Una vez asi preparados los cueros se sometieron a diferentes tipos de
bafios algunos simulando lluvia intensa, lavado sumergido al agua en su totalidad y otros
simulando lavado violento con lavadora, con el propdsito de evaluar las especies de plata,
cantidad eliminada en el lavado, asi como corroborar si la plata tiene capacidad de

movilizacion desde los poros del cuero e indirectamente estimar propiedad biocida.
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3.1.1 RESULTADOS OBTENIDOS POR ESPECTROSCOPIA DE
REFLACTANCIA DIFUSA UV-VIS

Posterior a los lavados el liquido del bafio donde se sumergio totalmente el cuero,

llamado cuero duro fue analizado por el UV-vis encontrando lo siguiente.

Lavado de cuers duro

0
1.8
16
1.1--
12—-

1.0

Abs (ULAD

0.4
0.5 -
04 4

0.2 S

Lavado 1
Lavado 2
Lavado 3

Cationes

Cumulos

0.4

| I B R R L L RENLE N E R R A LA
200 250 300 350 400 &0 500 550 600 650 WO TS50 500 S50

Longitud de onds (nm)

Figura 3.1 Presencia de especies de plata en cuero duro analizado por UV-vis. Las especies
encontradas en liquido del lavado son sola mente salida de cationes y cimulos de
nanoparticulas de plata analizados posteriores al bafio en cuero duro.
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Un segundo lavado en condiciones mas violentas (lavadora) se realizo para apreciar
de nuevo la capacidad y cantidad plata coloidal liberada al exterior del cuero, denominado

cuero suave, lo observado fue lo siguiente.

Lavado 1
Lavado 2
Lavado 3

Lavado de cuero suave 1

24 Cationes

e

15 - Cumulos

1.8

14
. l Nanoparticulas
1.0

L

Abs LA

05 -

0.4 -

0.2 -

0.a
T T T T T " T " T T T T T T "1
209 250 300 350 400 450 500 550 600 &50 WO ¥50 800 850

Longitud de anda {nim)

Figura 3.2 Presencia de especies de plata en cuero suave analizado por UV-vis. A
diferencia del cuero duro, la grafica muestra salida de cationes, cumulos y una nula
cantidad de nanoparticulas de plata del liquido analizado posterior al bafio en el cuero
suave.

En los procesos de manufactura de los diversos cueros de animales son tratados con
un metal el cromo (Cr) el cual aparece en un rango muy similar al de plata entre 400 nm
solamente que se diferencia en que el cromo hace aparecer una serie de marcas en diversas
zonas del espectro 425 y 600 nm, lo corroborado con literatura (figura 3.3), para cerciorarse

de que el cuero presenta la plata se realizaron diferentes espectroscopias de reflactancia.
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Figura 3.3 Muestra con cromo. La grafica rebela las diversas zonas de identificacion de
una muestra con cromo (CR) tomada de la literatura.

El estudio realizado de las graficas tomadas con espectroscopia de reflactancia
difusa UV-vis encontramos que efectivamente las diversas especies de plata absorbidas y
liberadas son solamente cationes, cimulos y nanoparticulas de plata y asi mismo se
corroboro que solamente es plata la que esta presente ya que el cromo agregado a los cueros

presenta una grafica diferente a la encontrada en nuestra investigacion.

3.2 PROCESO DE DILUCION DE CUERO

Se agregaron 2 ml del acido sulfurico (H,SO4) al 97% y 2ml de acido nitrico
(HNOs) al 98%, para obtener una mezcla de 4cidos corrosivos, esto sumado a la muestra
de cuero de 1cm? en un tubo plastico con rosca de 10 ml, se tomo con un pH-metro el rango
de acides que se obtuvo de la mezcla y esta nos dio valores negativos, por lo que se
esperaba una pronta desintegracion del cuero, al no observar actividad de la mezcla de

acidos se dejaron en agitacion el tiempo que fuera necesario, después de 24 horas y no
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observar ningun deterioro en la muestra del cuero, se diluyo con 2ml de agua destilada e
inmediatamente la muestra del cuero se desintegro en su totalidad quedando pequefisimos
residuos pegados al tubo, estos eran casi inapreciables al ojo humano ya que solo se
apreciaba una coloracion similar a la del cuero impregnada en las paredes del tubo, sumado
a esto se observo que al racionar los acidos y diluirlos el tubo comenzo6 a incrementar su
temperatura rapidamente y al mismo tiempo a generar gran cantidad de gases.

Una vez disuelto el cuero con los acidos aplicados se deberd diluir la muestra con
agua destilada o con alguna sustancia que no forme nuevos compuestos con la plata, para
ser analizado por espectroscopia de emision atdmica (ICP), para ver la concentracion de
plata que permanece en los cueros después de los lavados violentos y por sumersion. Ya
que el pH que presenta nuestra muestra del cuero disuelto tiene un pH negativo, y podria
llegar a dafiar el equipo, cuando la muestra estrictamente haya alcanzado un pH entre 2 y 3

0 mayor, esta pudo ser analizada por el ICP.

3.3 RESULTADOS OBTENIDOS POR ESPECTROSCOPIA DE EMISION
ATOMICA ICP

Los resultados obtenidos por espectroscopia de emision atomica ICP muestran
(tabla II y III) una perfecta cantidad de las distintas especies de plata en sus diferentes
fracciones: iones, cimulos y nanoparticulas soportadas en la matriz de cueros bovino y
porcino. Por otro lado, la cantidad de plata en los cueros tratados con un bafio violento
(lavadora) fue mayor respecto a los cueros que no se lavaron, lo que indica que la cantidad
de plata absorbida depende del area anatomica o corte del cuero y edad del animal,
cualquiera que sea el caso, se comprobd que la plata presente en un cuero tratado con bafios
violentos esté presente en cantidad y tiempo suficiente para valorar interaccion en

propiedades bactericidas con el usuario.
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Tabla Il Concentracion de plata absorbida por muestra con ICP en un cuero sin lavar

Tipo de cuero sin pH Optimo para Concentracion de
lavar muestrear plata en ppm
Cuero suave pH=2.13 1.14 ppm
Cuero duro pH=2.7 0.25 ppm

Las propiedades antibacterianas de la plata reportadas desde hace varios siglos,
sobre todo con moléculas de plata entre 1 a 100 nm suspendida en agua y con 0.1 pg/L, y
refiriendo a las cantidades de plata contenida en cuero desde 1.9 pg/L (1.1) deja en base las
posibilidad de que la plata en el cuero presente inhibicion sobre bacterias y posiblemente

hongos (Tabla III)

Tabla 111 Concentracion de plata absorbida por muestra con ICP en un cuero lavado

Tipo de cuero pH 6ptimo para Concentracion de
lavado muestreo plata en ppm
Cuero suave pH=2.11 1.87 ppm
Cuero duro pH=1.97 0.11 ppm

3.4 CONCLUSION DEL CAPITULO

Las condiciones experimentales mas favorables para obtener la forma intercambiada
de Ag-cuero fue por medio de la absorcion por sumersion total de los cueros de ganado
bovino y porcino en el coloide de plata. El andlisis de las muestras por UV-vis y
espectroscopia de emision atdmica ICP permiti6 identificar las especies de plata soportadas
en nuestra matriz bioldgica, que es el cuero de ganado bovino y porcino en funcion de la

capacidad de absorcion de los poros del cuero.
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Las especies de plata contenidas al interior de las fibras de cuero son iones,
cumulos y nanoparticulas oscilantes entre 1 y 10 nm que son los tamafios con los que se
trabaja en este coloide. Con los datos del ICP se corrobora que efectivamente la cantidad de
plata impregnada en los cueros es suficiente para producir el efecto microbicida deseado
para ser utilizado en la elaboracion del calzado.

Estas especies de plata introducidas en las fibras del cuero no han sido con
anterioridad por lo que se espera contribuir al registro de patente internacional para la
produccion de un calzado modelo con nanoplata con propiedad inhibitoria de bacterias

patogenas presentes en los pies.
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CAPITULO IV

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES POR
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
(SEM)
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Los resultados previos de la espectroscopia UV-vis determinaron las especies de
plata soportadas en el cuero bovino y porcino. La sintesis en funcién de la absorcion del
coloide de plata en el cuero en el rango del espectro de absorcion de UV a 210 nm hasta
380 nm se observan maximos bien definidos asociados a cationes de Ag', cumulos y
nanoparticulas que varian de tamafo entre 1 y 10 nm. Sin embargo, en la zona visible del
espectro (>400 nm) ocurre solapamiento de las bandas de absorcion. Este comportamiento
sugiere una distribucion de tamafio de particulas de Ag de dimensiones manométricas,
aunque no es posible determinar el tamafio de las nanoparticulas utilizando la
espectroscopia UV visible.

Este capitulo muestra la distribucion de las nanoparticulas de Ag en la superficie del
cuero empleando microscopia electrénica de Barrido (SEM). Esta técnica permitid
identificar la distribucion de las nanoparticulas de Ag en funcion a la absorcion por las

fibras del cuero y su impregnacion en intersticios del cuero.

4.1 ESTUDIO DE LA POROSIDAD Y ESTRUCTURA DEL CUERO DE GANADO
BOVINO Y PORCINO POR SEM

La finalidad de utilizar SEM es para conocer la estructura al igual que las
dimensiones de la porosidad presente de los cueros, ya que estos datos son muy
indispensables para una buena impregnacion del coloide de plata que se pretende soportar.
En las imagenes obtenidas por SEM de las figuras 3.1 cara posterior o epidermis y 3.2 cara
anterior o dermis, se observan las dimensiones de los poros e hilos de fibras orgéanicas asi
como la cantidad de estos presentes en nuestra muestra del cuero que fue tomada en sus dos

perspectivas frontal y lateral del cuero.
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Figura 4.1 Micrografia de la parte lisa del cuero. La micrografia tomada con SEM muestra
la cara posterior o epidermis de la muestra del cuero, donde se observan poros e
imperfecciones estructurales propias de la piel al igual que una escala micrométrica para
poder apreciar las dimensiones de los poros.

Figura 4.2 Micrografia de la parte rugosa del cuero. La micrografia tomada con SEM
muestra la cara anterior o dermis de la muestra del cuero, donde se observan numerosas
hebras de material orgdnico dando un aspecto de madeja de hilo, al igual que gran cantidad
de espacios o intersticios, la medicion marcada a 200 um nos permite apreciar las

dimensiones de los espacio huecos.
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En las micrografias anteriores tanto en la dermis como en la epidermis, se observan
una gran cantidad de poros con dimensiones favorables para la impregnacion de la plata
coloidal, asi como imperfecciones en la estructura de la epidermis donde también puede ser
impregnada la plata, mientras que en el caso de la dermis o flor del cuero se observa en
mayor cantidad los intersticios donde puede ser acumulada la plata coloidal, dandonos un

aspecto de una madeja de hilos de estambre.

42 ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION E IMPREGNACION DE LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA EN EL CUERO POR SEM

Con la microscopia electronica de transmision SEM se corrobord la distribucion e
impregnacion de las fibras y poros del cuero con dichas nanoparticulas metalicas, ademas

de observar su distribuciéon homogénea por toda la superficie y porosidad del cuero tratado.

En las siguientes imagenes obtenidas por SEM, de la figura 4.3 se observan las
nanoparticulas de plata dispersas en la superficie de la epidermis, asi como puntos

especificos de poros donde hay deposicion masiva de las nanoparticulas de plata.
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Figura 4.3 Micrografias del cuero impregnado con nanoparticulas de plata. La micrografia
tomada con SEM y RDS muestra la cara posterior o epidermis del cuero impregnado con
nanoparticulas de plata, la cual se aprecia de un color blanco o plata. Con RDS la porosidad
presentes en al cuero no son muy apreciables pero los puntos luminosos son de gran
cantidad de nanoparticulas de plata, a) muestra una uniformidad de distribuciéon de
nanoparticulas sobre el cuero, b) la muestra tomada con RDS corrobora la distribucion de
nanoparticulas y pequefias zonas mas brillantes marcadas con flechas que son
acumulaciones masivas de nanoparticulas debido a los poros del cuero.

En estas micrografias se observa una aplicacion efectiva de nanoparticulas de plata
por baio y sumersion total del cuero, fue perfectamente homogenizado en las distintas
estructuras del cuero siendo mas abundante en los poros, pues se estima que su area oscila
entre 100 y 300um, espacio suficiente para depositar las nanoparticulas con didmetro entre
1 y 10 nm.

A continuaciéon se muestran imagenes con SEM con electrones secundarios y
electrones retro dispersados a 800um para tener mejor vision de una mayor area de

superficie del cuero.
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Figura 4.4 Micrografias de un cuero impregnado con nanoparticulas de plata tomada a 800 um.
Las micrografias a y b tomadas con SEM muestran la misma muestra solo que la micrografia a) fue
tomada con electrones secundarios mientras que la micrografia B fue tomada con electrones retro
dispersados, para indicar las zonas y datos mas significativos.

Las imagenes (figuras 4.4) muestran el panorama de la gran cantidad de plata
presente en los poros del cuero tratado, dando una apariencia de formar una capa metalica
que recubre el cuero, sin olvidar que corresponden a nanoparticulas, por ello se aprecian

como una recubierta continua, aunque en la realidad las nanoparticulas no estan unidas sino
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dispersas gracias a una membrana proteica que las cubre e impide que estas se unan y

formen particulas de mayor dimension.

Figura 4.5 Micrografias tomadas con SEM que muestran la misma imagen del cuero
tratado con nanoparticulas de plata. La micrografia a) tomada con microscopio electronico
de transmision con electrones secundarios y la micrografia b) tomada con microscopio
electronico de transmision con electrones retrodispesados.

4.3 CONCLUSIONES DEL CAPITULO

Las micrografias SEM presentadas en este capitulo muestran que el cuero de ganado
bovino presentan una superficie adecuada para depositar cualquier particula de la escala

manométrica, ya sea impregnacion anterior o posterior del cuero generando asi una buena
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impregnacion debido a la gran cantidad de poros, fibras e imperfecciones superficiales del
cuero .

El cuero analizado por SEM, mostr6 una distribucion casi uniforme en su totalidad debido a
que en los poros del cuero se observaron acumulaciones de plata mayores que en las
imperfecciones estructurales de la epidermis.

Las micrografias tomadas a 200 um muestran porosidades cercanas a estas dimensiones en
la epidermis, mientras que en la dermis o flor resulta dificil medir los intersticios ahi
presentes pues se ven mayores y de estructura semejante a madeja de estambre y estos
representan espacios huecos dificiles de medir.

Las micrografias tomadas a 400 pm y 800 pm se observa mejor la distribucion y
dimension de los poros del cuero asi como los bordes producidos por estos, también un
amplio panorama de la estructura de la piel para observar a escala mayor la perfecta
reparticion de las nanoparticulas por la superficie de la muestra, solo que a esta escala las

nanoparticulas no son muy apreciables debido a su muy pequefio tamaio.

Las micrografias tomadas a 80 um revelan una imagen perfecta de la distribucion de
las nanoparticulas de plata en los bordes de los poros asi como en su interior, la superficie
del cuero donde no hay poros también se observa una perfecta impregnaciéon dando una
apariencia de una capa continua de plata, lo cual es solamente una apariencia ya que las
nanoparticulas estdn dispersas y separadas solo que su tamafio es tan pequefio que la
presentacion que se utilizé habla de particulas oscilantes entre 1 y 10 nm de diametro, si se
hiciera un acercamiento a este rango no se podria apreciar nuestra matriz bioldgica ni su
porosidad por ello las micrografias han sido tomadas a estas dimensiones ye que el nuestro

objetivo es la impregnacion de la plata en el cuero.
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CAPITULO V

VALORACION PRELIMINAR DEL CUERO
IMPREGNADO CON IONES, CUMULOS Y
NANOPARTICULAS DE PLATA SOBRE
PSEUDOMONAS AERUGINOSA Y CANDIDA
ALBICANS
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La nanotecnologia ofrece la posibilidad de disefiar nuevos materiales mediante el
control de su tamafio, lo que ha conducido la investigacion hacia una gran multitud de usos
potenciales de los nanomateriales, entre los nanomateriales mas prometedores con
propiedades antibacterianas son las nanoparticulas metalicas, que presentan una mayor
actividad quimica debido a su gran superficie con respecto al volumen y estructura de la
superficie cristalografica. La interaccion de las nanoparticulas con biomoléculas y
microorganismos es un campo en expansion de la investigacion. Se ha demostrado que
nanoparticula de plata en especial las de un diametro conocido de 1 a 10 nanémetros son
eficaces para producir efectos nocivos en microorganismos tales como bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas asi como una gran variedad de hongo, levaduras e incluso
virus (VIH). Basados en esta informacion se pens6 en darle una aplicacion a estos
nanomateriales metalicos como son las nanoparticulas de plata, la produccion de un calzado
con nanoparticulas de plata no ha sido registrada en literatura hasta hoy en dia, por lo que
los estudios aqui presentados dan paso a una patente nacional e internacional de un calzado
que reduce la cantidad de amputaciones de pie en pacientes inmunosuprimidos.

Nuestros resultados aqui presentados de la inhibicidon fingica y bacteriana de un
cuero de ganado bobino y porcino tratado con nanoparticulas de plata para la produccion
de un calzado, indican que las propiedades microbicidas de las nanoparticulas no
interactiian con nuestra matriz organica que es el cuero ya que la actividad biocida continua

teniendo su efecto perfectamente.

5.1 ACTIVIDAD MICROBICIDA DE LAS MUESTRAS DE CUERO TRATADAS
PREVIAMENTE CON NANOPARTICULAS DE PLATA FRENTE A
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

El estudio antibacteriano y antifingico del cuero tratado con nanoparticulas de
plata, se realizo especificamente en Pseudomonas aerugionosa conocida como patdogeno

oportunistas presente en pacientes inmunosuprimidos (diabético, VIH/SIDA).
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Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, aerobica, con motilidad
unipolar [89]. Patdégeno oportunista en humanos y en plantas[90]. Este patégeno infecta el
tracto pulmonar, el urinario, tejidos, heridas y también causa otras infecciones de sangre.
Pseudomonas puede causar neumonias a grupos [91], necesitando a veces ayuda mecanica
para superar dichas neumonias, siendo uno de los méas comunes y aislados en muchos
estudios [92].

Para el estudio preliminar de las propiedades bactericidas frente a Pseudomonas
aeruginosa se analizaron las muestras de cuero tratadas con nanoparticulas de plata y
lavadas como es mencionado en el Capitulo III.

El analisis de propiedades biocidas se realizé en medio de cultivo de agar simple, la
siembra bacteriana fue liquida y masiva, en la cual se colocaron los cortes de los diversos
tipos de cuero (diametro 1cm de radio), posteriormente se incubaron y fueron observados a

las 24 horas como se muestra en la Figura 5.1

Figura 5.1 Cuero suave y duro impregnado con nano-Ag sobre un cultivo de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa. a) Muestra de un cuero duro impregnado con nanoparticulas de
plata con una eliminaciéon bacteriana muy limitada, b) Muestra de un cuero suave
impregnado con nanoparticulas de plata presentando un halo de inhibicion bacterial muy
notorio.

Los resultados muestran que el medio de cultivo es favorable para el crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa y contrasta el efecto inhibitorio del cuero con la nanoplata en los
puntos de contacto del cuero (Figura 5.1 (a), lo que indica que las especies de plata presente
en el cuero son efectivas para inhibir a Pseudomona aeruginosa, ademas que las

Pseudomonas no interactuan con el cuero, aunado a esto agregamos que la concentracion de

68



plata utilizada en la deposicion de estas al cuero es suficiente para lograr la eliminacion
bacteriana.

La muestra presente en la Figura 5.1 (b), indican que en el cuero blando o suave no
solamente se tiene una perfecta eliminacion bacteriana sino que, debido al curtido y edad
del animal tiene una mejor absorcion en cuanto a la cantidad de nanoparticulas de plata, asi
como una mejor liberacion de estas, ya que le eliminacion bacteriana se observa en los
puntos de contacto del cuero y también halo de inhibicion bacteriana, se sugiere que el
ambiente humedo que existe en el medio favorece el contacto de particulas de nanoplata y

las bacterias por los efectos observados.

5.2 ACTIVIDAD MICROBICIDA DE LAS MUESTRAS DE CUERO TRATADAS
PREVIAMENTE CON NANOPARTICULAS DE PLATA FRENTE A CANDIDA
ALBICANS

Céandida albicans es un hongo diploide asexual (forma de levadura) [64-65].
Normalmente se encuentra en la cavidad oral, en tracto gastrointestinal y en vagina. Esta
envuelta en un rol relevante en la digestion de los azucares mediante un proceso de
fermentacion.

Céandida albicans puede adquirir patogeneidad provocando la candidiasis como una
afeccion vaginal, de la cavidad oral (muguet), del intestino o de la piel.

En un fisico debilitado, inmunodeprimido o convaleciente de un larga cura
antibidtica, la Candida se multiplica en modo andémalo y atraviesa el intestino, para entrar
al torrente sanguineo, donde libera sus propias toxinas provocando la candidemia. Este
fendmeno da lugar a sintomas algunos abdominales, mala digestion, gases e hinchazon,
molestias intestinales (estrefiimiento o diarrea), intolerancia alimentaria, irritabilidad,
insomnio, pérdida de la memoria, dolores de cabeza y depresion [66].

Para evaluar las propiedades fungicidas frente a Candida albicans se seleccionaron
las muestras de cuero tratadas con nanoparticulas de plata y lavadas como es mencionado
en el Capitulo III. El estudio se realiz6 medio de cultivo con sabouraud, la siembra

antifiingica fue liquida y masiva, en la cual se colocaron los cortes de cuero (didmetro lcm
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de radio), posteriormente se incubaron y fueron observados a las 24 horas como se muestra

en la Figura 5.2

Figura 5.2 Cuero suave y cuero duro impregnado con nano-Ag sobre un cultivo de
Céndida albicans. a) Muestra del cuero duro tratado con nanoparticulas de plata, sin
observar efecto fungicida, b) Muestra de un cuero suave tratado con nanoparticulas de plata
sin resultados de actividad antifingica.

Los resultados muestran un andlisis diferente y opuesto al observado con
Pseudomonas, ya que en ninguna de las muestras hubo inhibicion fingica, esto se debe a
que la concentracion para eliminar hongos, debe ser una concentraciéon mayor ya que los
hongos son organismos mas complejos que las bacterias, ademas de presentar una pared
celular mas estructurada.

Las muestras de la Figura 5.2, comprueban datos mencionas antes en la literatura,
que para inhibir hongos es necesario una aplicacion de nanoparticulas de plata a
concentraciones mas alta que las usadas contra bacterias tanto Gram positivas como Gram

negativas.
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5.3 CONCLUSION DEL CAPITULO

Las bacterias tienen una membrana celular a partir de la cual es posible clasificarlas
en Gram-negativas y gran positivas. Las diferencias estructurales se encuentran en la
organizacion de un componente clave de la membrana, peptidoglicano. Las bacterias gran
negativas solo tienen una capa delgada de peptidoglicano (~ 3.2 nm) entre la membrana
citoplasmatica y la membrana exterior [67], mientras que las bacterias Gram-positivas
carecen de membrana externa, pero tienen una capa de peptidoglucano de unos 30 nm de
espesor [68].

Se sabe que la plata ha sido durante mucho tiempo un metal que presenta una
toxicidad fuerte para una amplia gama de microorganismos [69], por esta razén los
compuestos a base de plata se han utilizado ampliamente en muchas aplicaciones
bactericida [70-71]. Compuestos inorgénicos con una tasa de plata de liberacion lenta que
actualmente se utilizan como conservantes en una variedad de productos, otra aplicacion
actual incluye compuesto por micro esferas de gel de silice, que contiene un complejo de
tiosulfato de plata, que se mezclan en plésticos para proteccion antibacteriana duradera
[71]. Los compuestos de plata también se han utilizado en el campo de la medicina para el
tratamiento de quemaduras y una variedad de infecciones [72].

El efecto bactericida de los iones de plata en los microorganismos es muy conocido,
sin embargo, el mecanismo bactericida es solo parcialmente comprendido. Se ha propuesto
que la plata i6nica interacciona fuertemente con los grupos tiol de las enzimas [73-74]. La
evidencia experimental sugiere que el ADN pierde su capacidad de replicacion una vez que
las bacterias han sido tratadas con iones de plata [72]. Otros estudios indican cambios
estructurales en la membrana celular, asi como la formacion de pequefios granulos electron-
densos formados por plata y azufre [72-75]. Los iones de plata han demostrado ser ttil y
eficaz en aplicaciones de bactericida, pero debido a las propiedades unicas de
nanoparticulas nanotecnologia presenta una alternativa razonable para el desarrollo de
nuevos bactericidas.

Particulas metalicas en las propiedades de tamafio nanométrico presentan gama

fisicas que son diferentes tanto de la de iones y el material a granel. Esto hace que exhiben
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propiedades notables tales como aumento de la actividad catalitica debido a la morfologia
de las facetas de gran actividad [76-77].

El estudio de los nanomateriales bactericida es especialmente oportuno teniendo en
cuenta el reciente aumento de nuevas cepas de bacterias resistentes a los antibidticos mas
potentes. Esto ha promovido la investigacion en la actividad conocida de iones de plata y
sus compuestos a base de plata, incluyendo nanoparticulas de plata. Algunos resultados
indican que las propiedades bactericidas de las nanoparticulas depende de una interaccion
directa con las bacterias preferentemente tener un didmetro de ~ 10.1 nm [51].

Se ha demostrado que, en el caso de los nanocristales de metal noble, de las
propiedades electromagnéticas, Opticas y cataliticas son altamente influenciados por la
forma y el tamano [78-79]. Esto ha impulsado el desarrollo de las rutas de sintesis que
permitan un mejor control de la morfologia y el tamafio [80-81]. Nanomateriales de metales
nobles se han sintetizado utilizando una variedad de métodos, incluidos los de dificil
plantilla [82], biorreduccion [83] y la fase de solucion de sintesis [80-84-81].

Entre los nanomateriales de metales nobles, las nanoparticulas de plata han recibido
considerable atencidon debido a sus propiedades fisico-quimicas atractivo. La resonancia de
plasmoén superficial y gran eficacia seccion eficaz de dispersion de las nanoparticulas de
plata individual los hacen candidatos ideales para el etiquetado molecular [85], donde
fendmenos como la superficie de mejorar la dispersion Raman (SERS) puede ser explotada.
Ademas, la toxicidad de las nanoparticulas fuertes que exhibe la plata en varias formas
quimicas a una amplia gama de microorganismos es muy bien sabido [86-87], y la plata han

sido recientemente demostrado que es un material antimicrobiano prometedores [88].

En base a los resultados del trabajo desarrollado se puede concluir que las especies
de plata soportadas en el cuero si fueron nanoparticulas de rango de medicion < 10nm (1 a
10nm) demostrado por el analisis SEM, espectrometria UV-vis y la concentracion de plata
depositada en el cuero bovino y puede utilizarse como una matriz depositar nanoparticulas
de plata con el proposito de utilizar forro de cuero para calzado especializado para usuarios

diabéticos.
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Las concentraciones de plata depositadas en una matriz de cuero resultdé conveniente
en la evaluacion de inhibicion bacteriana Pseudomonas aeruginosa pero no de Candida

albicans comunmente encontrado en pacientes inmunosuprimidos.

Existen diferencias de la interaccion de las nanoparticulas de plata para bacterias y
hongos, una parte se explica en la diferencia estructural, composicion de la pared celular y
membrana plasmatica, asi como fases de la reproduccidon entre estos microorganismos

siendo mas sensibles a la plata las bacterias en comparacion a los hongos.
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APENDICE |

ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

Por medio de espectroscopia UV-Vis se estudid el estado electronico de la plata
(cationes de Ag pico ~ 200 nm, nanoparticulas ~ 400 nm, cumulos con didmetro de menos
de 1 nm presentan maximo de pico entre 225- 275nm). Para la caracterizacion Optica de las
muestras se utilizo el espectrometro de UV-vis, Cary 300 SCAN de Varian [94]. La muestra
liquida se colocé dentro de una cubeta 3.5 mL de volumen. N. de parte 6610001100 (Figura
A-1).

Figura A-1. Equipo UV-visible Cary 300 Scan

Se determino el espectro de absorbancia de cada una de las muestras para corroborar
la produccién de nanoparticulas de Ag, y estudiar la cinética de almacenaje de las muestras
preparadas.

Para medir concentracion de nanoparticulas de plata en solucion se necesita obtener
la curva de calibracion (funcion de altura o area superficial del perfil del pico de
concentracion de nanoparticulas en solucion coloidal). En caso del presente trabajo no es
posible conseguir soluciones de calibracion comerciales porque cada curva de calibracion
cambia con respecto al tamaino, forma, etc. de las nanoparticulas. En nuestro trabajo el
método de espectroscopia de UV-Visible se aplico como un método semi-cuantitativo de
caracterizacion de concentracion y propiedades (tamafio, morfologia, interaccion, etc.) de
nanoparticulas de plata.
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Las medidas de absorbancia (o transmitancia) se llevan a cabo por medio del
espectrofotometro UV-Vis y son complementarias a las de luminiscencia. En este tipo de
medidas se hace pasar un haz de luz a través de una muestra y posteriormente se analiza
que parte de ella ha sido absorbida. Normalmente los espectrofotdémetros funcionan con un
sistema de doble haz: uno de ellos incide sobre la muestra mientras que el segundo llega a
un detector sin atravesar ningun cuerpo (Figura A-2). Posteriormente se comparan las
intensidades de ambos haces con lo que se puede calcular la cantidad de luz absorbida o
reflejada por la muestra. Con este sistema se evitan posibles errores debidos a la
inestabilidad de la lampara o a su respuesta espectral. Logicamente, las medidas de

absorbancia no pueden realizarse sobre muestras opacas.

Fuente de Luz UV
Gradilla de \
Difraccion
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Ranura 1 //
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Haz de A .' I
Referencia U 0
Lente 1
Medio Espejo
{
A

/ * ; Celda de fa
’/. Espejo 2 Muestra n Detector 1
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la Muestra W ’I I
Espejo 3 Lente 2

Figura A-2. Diagrama de un espectrofotdmetro UV-Visible tipico.

75



La absorcion (A) de un material se define como el cociente entre la intensidad de la
luz que incide sobre el mismo lp y la luz que absorbe laps. La absorcion esta relacionada con

el coeficiente de absorcion (o) segun la ecuacion:

A — Iab.s

Iy

=]-e

Donde d es el espesor de la muestra. De la anterior ecuacion se deduce que el perfil del
espectro de absorcion de una muestra dependera de su espesor. Por ello, para caracterizar
un material se utiliza habitualmente el coeficiente de absorcion (a), cuyo perfil no depende
del espesor. De esta forma se pueden comparar curvas de absorcion correspondientes a

muestras con distinto espesor [95].
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APENDICE II

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (SEM)

El microscopio electronico de barrido fue utilizado para realizar la investigacién con
respecto a la morfologia y el andlisis elemental de la muestra (cuero de ganado bovino y
porcino). Estos estudios fueron realizados con el equipo JEOL JSM-5300 scanning electron

microscope, del cual se obtuvo la morfologia de la muestra

Figura A-3. SEM JSM-5300

La preparacion de muestras para SEM se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. Se tomd un portamuestras de vidrio, se limpié con agua desionizada y con acetona, se
dej6 secar.

2. Sobre el portamuestras se adhirié un trozo pequefio ~1 cm?2 de cinta de grafito.
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3. Se coloc6 una gota de la muestra de plata coloidal sobre la cinta de grafito y se dejo secar
a temperatura ambiente durante 24 horas.

4. El portamuestras de vidrio se coloco sobre el portamuestras del SEM.

El SEM estd disefiado para el estudio de las superficies de objetos solidos. Por
medio de un barrido con un haz de electrones el cual ha sido generado y enfocado por la
operacion del microscopiol9. La resolucion es del orden de 1 nm, en términos de
amplificacion se puede decir que amplifica hasta 200,000 veces. Permite una mayor
profundidad de campo que el microscopio Optico. Por esta razon el SEM puede producir
imagenes que son una buena representacion de la topografia tridimensional de la muestra.
Cuando un haz de electrones incide en la muestra, se producen muchas interacciones entre
los electrones del mismo haz y los electrones de la muestra (rayos x, electrones Auger etc.
Figura 19); cuando los electrones del haz incidente pierden energia (dispersion ineléstica)
provoca que otros electrones salgan despedidos de los 4&tomos de la muestra y se producen
electrones. Estos se mueven tan lentamente y se encuentran cargados negativamente,
pueden ser atraidos al detector polarizado con una diferencia de potencial positivo. De este
modo, se pueden colectar electrones de un area amplia y alrededor de esquinas y bordes.
Esta capacidad de los electrones secundarios es lo que permite la obtencion de imagenes
con aspectos tridimensionales [96] de la muestra. E1 SEM que se utilizo en este trabajo se
encuentra equipado con un detector de rayos X, se puede aprovechar que los rayos X tienen
la “firma” del elemento que los produjo y asi realizar un analisis quimico en el area de

resolucion del instrumento [97].
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Figura A-4 Esquema de tipo de electrones emitidos
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APENDICE II1

ESPECTROMETRO DE EMISION CON FUENTE DE PLASMA DE
INDUCCION ICP

Por medio de espectroscopia ICP se obtuvieron los datos de la concentracion de plata
presente en el cuero posterior a los lavados, los parametros capaces de medir del
espectrometro ICP son de partes por billén (ppb) ya que la muestra a medir es de 1 cm?
disuelta en una mescla de 4cidos concentrados de 8 ml y tomando en cuenta que la
absorcion de ICP es menor a 1 ml por muestra.

El espectrémetro de Emision con Fuente de de Plasma de Induccion (ICP) de Varian tiene
las ventajas propias del la técnica de ICP como linearidad, alta sensibilidad y selectividad,
rapidez, etc.

El generador de radiofrecuencia de alta eficacia es capaz de suministrar una frecuencia de
40MHz y acoplamiento en serie directo, produce un plasma robusto que permite analizar
cualquier tipo de muestras (desde muestras con alto contenido en sales o procedentes de un
método de preparacion por fusion, a muestras en disolventes organicos altamente volatiles).
El software del quipo permite automatizar completamente los métodos de medida,
pudiendo llevar a cabo la optimizacion del método de forma automatica, permitiendo que

dicha operacion de forma manual o automatica.

Aplicaciones:

Mediante la técnica de ICP es posible medir los elementos que se describen en la siguiente
tabla tanto en matrices organicas como inorgéanicas una vez puesta la muestra en disolucion,

con una gran sensibilidad.
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ICP-AES Detectlon Limits {ug/fL)

Li Be BI|C|N
0.3/0.1 1 |40 | na
Na Mg Al|Si|P |S |CI
3 01 31 4130|300 ]|na
K CalSc|V |Ti | Cr|Mn|Fe |Co|Ni Cu|lZn|Ga|Ge|As|Se|Br
20 002/ 03|05(05| 2 (04| 2|1 |58 (04| 1| 4]|20|20]|60|na

Rb| Sr| Y [Nb| Zr Mo Ru|Th|Pd Ag|Cd|In [Sn|Sb|Te| |
3000603 5 08| 3 6| &3 |1 |1]9|30]10]|10(na

Cs Ba|La Hf |Ta/W Re|Os| Ir [Pt |Au|Hg|TI |Pb| Bi
0|01/ 1 | 4|16 |8 | & |04| 5|10 4| 1 (301020

Ce| Pr|Nd Sm|Eu|Gd|Th Dy Ha| Er Tm|Yb |Lu
5011 2 04|1 | 2|2 04| 1 |06(03]|02
Th U
70 186

Tabla IV Elementos capaces de ser detectados por ICP

DESCRIPCION DE LA TECNICA Y FUNDAMENTOS

Si se considera la naturaleza del 4tomo, éste se puede definir como un nticleo donde se
concentra la practica totalidad de la masa del 4&tomo con sus protones, neutrones y una
corteza donde se encuentran los electrones en estados de o escalones de energia tipicas y
caracteristicas para cada atomo (es decir la altura de cada escalén de energia es tipico de
cada 4tomo). Esto es lo que se conoce como estado fundamental.

Sin embargo, cuando a un 4tomo se le suministra energia un electron puede pasar de su
propio estado de energia a otro estado de energia superior inestable, es decir pasa de su
estado fundamental a un estado excitado. Como ya dijimos dicho estado es inestable y el

electron tiende a volver a su estado de energia tipico emitiendo energia en forma de
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radiacion electromagnética caracteristica tanto del &tomo como del estado de energia al que

se haya trasladado el electron.

Excitation Decay

Figura A-5 Excitacion electronica de los &tomos para su identificacion por ICP

La espectrometria de emision atémica se basa en la medida de la radiacion
electromagnética emitida por los &tomos cuando €stos son excitados.

Existen muchas fuentes de excitacion: chispa, arco eléctrico, plasma de induccidn, etc. Se
define como plasma el estado de un gas ionizado. Dicho gas tiene una temperatura tan
elevada (supera los 10.000 K) que es capaz no so6lo de secar y atomizar a la muestra sino

ademas de excitarla.
Temperature (K) £ 10%

6000
6200
6500

6800
8000

10,000

Figura A-6 Imagen del plasma mostrando sus temperaturas emitidas

El plasma de acoplamiento inductivo se produce cuando en una corriente de gas se hace
saltar una chispa que lo ioniza y después se mantiene acoplando un campo

electromagnético.
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La muestra sebe introducir en el plasma en forma de disolucion liquida, si bien se han

realizado estudios y puestas a punto de introducir sélidos en suspension (slurries).

ICP Spectrometer

Data
Collection _
System grating
torch
RF
generator
Ar

sample

Figura A-7 Instrumentacion de un Espectrometro de Emision con fuente de Plasma de

Induccion ICP

Fuente de excitacién: Plasma. Dentro de esta parte se puede hablar de los sistemas de

introduccion de muestra o nebulizadores, los cuales sirven para crear el espray que de
minusculas gotas que seran arrastradas por el gas portados hasta el plasma. Pueden ser de
diferentes tipos como se recoge en la figura.

Otra parte importante es la antorcha donde se crea y mantiene el plasma asi como el
generador de radiofrecuencia que ayudara a crea el campo electromagnético para mantener

el plasma.

Sistema de discriminacién de longitudes de onda. El plasma excita a todos los atomos

presentes en la muestra y por tanto emiten todos los elementos a la vez de modo que es
necesario separar las diferentes longitudes de onda de los diferentes elementos para poder
determinarlos de forma selectiva.

Los sistemas mas modernos de discriminacion de longitudes de onda combinan las

caracteristicas de dos sistemas de dispersion diferentes colocandolos de forma
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perpendicular uno de otro (red echelle). Consiste en una red de difraccion que separa la
radiacion policromatica en diferentes longitudes de onda y produce multiples o6rdenes de
solapamiento espectral y una segunda res de difraccion o un prisma que separa o dispersa
de forma cruzada los ordenes de solapamiento en un dibujo bidimensional llamado

echelograma.

Sistema de deteccion: Detectores de estado solido. Se basan en tener un bloque de silicio

cristalino de alta pureza. Sobre dicho substrato se silicio crece una pelicula aislada de silice.
Cada atomo de silicio del substrato estd enlazado a cada atomo de silicio de forma
tridimensional formando una red cristalina. El enlace Si-Si se puede romper con una
energia suficientemente fuerte como es la que pueden proporcionar los fotones del espectro
energético del visible u del ultravioleta. Cuando el enlace se rompe, un electrén se libera
dentro de esta estructura reticular y se forma un hueco en la misma. Esto se llama par
electron-hueco.

Si se aplica un voltaje a través del bloque de silicio los electrones liberados se mueven en
una direccion opuesta al campo eléctrico aplicado y los huecos se mueven en la misma
direccion del campo eléctrico, creando una corriente eléctrica que es proporcional a los

pares electron hueco creados y por tanto a los fotones detectados.
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