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RESUMEN

De la combinacion de plata en forma de nanoparticulas (AgnP’s) con el
quitosano (CS), el cual es un biopolimero derivado de la quitina, se obtiene un
nuevo material en forma de una pelicula delgada conformada por el CS
funcionando como una matriz polimérica en la cual estan incrustadas las
nanoparticulas de plata. Ambos componentes fueron elegidos debido al hecho de
que por si solos tienen la capacidad de interactuar contra una amplia gama de
microorganismos causando en ellos un efecto bactericida y/o bacteriostatico, por
lo que es de esperarse que con la combinacion de ambos compuestos sea posible
potencializar dicho efecto, ademas de que se obtienen peliculas con propiedades

mecanicas mejoradas.

Esta combinacion no es nueva, sin embargo estos compuestos solamente
han sido estudiados desde el punto de vista de los parametros manejados para su
sintesis y no se cuenta con una caracterizacion fisicoquimica integral de los
mismos. En este sentido, el contar con una caracterizacion integral es importante
para verificar si existe una relacion entre su actividad antibacteriana y sus
propiedades fisicoquimicas (conductividad, tamafo de particula, interaccion
quimica, etcétera). Conociendo las propiedades fisicas y quimicas a nivel
molecular podemos determinar como se comportara el compuesto a nivel

macroscopico.

Entre las herramientas empleadas para la caracterizacion de estos
compuestos, se resalta especificamente el uso la Espectroscopia de Impedancia
Eléctrica (EIE), la cual permitio realizar la determinacion de las propiedades
dieléctricas de las peliculas y a su vez relacionar estos resultados con la actividad
antibacteriana que presentan estos compuestos. Esto permite sugerir el uso de
estos bionanocompuestos como sensores bacteriolégicos a partir de la medicién
de sus propiedades dieléctricas. Los analisis son apoyados con el uso de
diferentes técnicas de caracterizacion como el analisis dinamico mecanico (DMA),
la Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR), la Microscopia Electronica de Barrido
(SEM), entre otras.
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El estudio se realiz6 en peliculas de quitosano puro neutralizadas y no
neutralizadas asi como en compuestos CS/AgnP’s con diferentes concentraciones
de AgnP’s en % peso respecto del peso de quitosano (1%, 3%, 5% y 10%) sobre
cuatro bacterias: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium y Staphylococcus. aureus. Se observd un incremento de la actividad
antibacteriana del quitosano puro al adicionar las AgnP’s y se determin6 que este
efecto aumenta al incrementar la concentracién hasta llegar a un 3% en peso de
las mismas. Sin embargo, arriba de esta concentracion este efecto disminuye
debido a la formacién de aglomerados y a la disminucion del contenido de agua en

las peliculas de los compuestos.

La concentracion de 3% en peso de AgnP’s resulta ser el umbral de
percolacion en conductividad y una concentracion clave en todas las técnicas de
caracterizacion empleadas en este trabajo. Ademas, un 3% en peso de
nanoparticulas es la concentracion 6ptima para obtener la actividad antibacteriana
mas pronunciada, lo que define a ésta concentracién como un punto clave para

obtener un cambio drastico en las propiedades de los bionanocompuestos.

Dado estos resultados, es posible obtener informacion de manera indirecta
sobre la actividad antibacteriana de estos bionanocompuestos a través de

mediciones dieléctricas, sin la necesidad de realizar cultivos bacteriolégicos.
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ABSTRACT

The combination of silver in the form of nanoparticles (AgnP's) with chitosan
(CS) which is a chitin derivative, a new material in the form of a thin film formed by
the CS polymer matrix were silver nanoparticles are embedded was obtained. Both
components were chosen due to the fact that individually they have the capacity to
interact against a broad range of microorganisms causing them a bactericidal
and/or bacteriostatic effect, and it is expected that the combination of both
compounds will potentiate the antibacterial effect and films with improved

mechanical properties can be obtained.

This combination is not new, however these compounds have been studied
only from the point of view of synthesis parameters, and an integral
physicochemical characterization has not been done. In this regard, a complete
characterization is important to verify if there is a relationship between their
antibacterial activity and physicochemical properties (conductivity, particle size,
chemical interaction, etc...). Knowing the physical and chemical properties at the
molecular level could help to determine how the compound will behaves

macroscopically.

Among the tools used for the characterization of these compounds it is
important to stand out the use of the Impedance Spectroscopy (IS), which allowed
the determination of films dielectric properties and related them to the antibacterial
activity. This allows us to suggest the use of these bionanocomposites as
bacteriological sensors by means of the measurement of the dielectric properties.
The study is supported by different characterization techniques such as Dynamic
Mechanical Analysis (DMA), Infrared Spectroscopy (FTIR), Scanning Electron
Microscopy (SEM) between others.

The study was carried out on neat neutralized and non-neutralized chitosan
films as well as in CS/AgnP 's compounds with different concentrations of AgnP's
weight percent (1%, 3%, 5% and 10%) respect to the weight of chitosan on four
bacterias: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium vy

Staphylococcus aureus. An increase of the antibacterial activity of chitosan by
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adding the AgnP's was observed, and this effect increases with increasing
concentration of AgnP’s up to 3 wt%. However, above this concentration this effect
decreases due to formation of agglomerates and the decrease of moisture content

on the compound films.

The percolation threshold in conductivity is 3 wt% of AgnP's, and this
concentration is found to be a turning point in all the characterization techniques
used in this work. In addition, a 3 wt% nanoparticles is the optimal concentration
for the antibacterial activity, which defines this concentration as a key to obtain a

drastic change in bionanocomposites properties.

With these results, it is important to note, that it is possible to obtain information
of the antibacterial activity of these bionanocomposites indirectly from the dielectric

measurements without the need of bacterial cultures.
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CARACTERIZACION FISICOQU]MICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PELICULAS DE
QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE PLATA
Facultad de Quimico Farmacobiologia

1. INTRODUCCION

La adhesion de las bacterias sobre las superficies de diversos materiales, tales
como implantes meédicos y los conductos industriales, puede conducir a la
formacion de biopeliculas y el brote de enfermedades infecciosas [1]. Los
recubrimientos antibacterianos pueden aplicarse faciimente a diferentes tipos de
superficies para evitar la proliferacion de microorganismos dafiinos lo cual
reduciria al minimo este tipo de situaciones no deseadas. Los recubrimientos
antibacterianos de particulas coloidales podrian ser incluso mas beneficiosos en
diversas aplicaciones debido a sus altas relaciones superficie-volumen. Tales
particulas coloidales antibacterianas, podrian incorporarse en los materiales que
se procesan a partir de suspensiones o emulsiones, como por ejemplo materiales
de revestimiento en polvo y pigmentos, y también se podrian utilizar como cargas
en diversos dispositivos médicos, ademas, mediante el uso de particulas que
responden a campos externos, seria posible enviar agentes antibacterianos a
lugares especificos donde las bacterias tienden a adherirse y formar biopeliculas
sin contaminar la mayor parte del fluido de las tuberias de procesamiento industrial

y alimentos con altas concentraciones del agente antibacteriano.

En la actualidad existe una gran preocupacion acerca de la aparicion de
cepas bacterianas resistentes a multiples farmacos y los continuos esfuerzos de
investigacion estan enfocados al desarrollo de nuevos y efectivos agentes
antimicrobianos. Por lo cual, los agentes antimicrobianos inorganicos en general y
las nanoparticulas metalicas en particular son considerados como candidatos
ideales para satisfacer dichos requisitos, debido a su estabilidad quimica, larga

vida y resistencia al calor [2].

Es bien conocido desde tiempos antiguos que la plata posee extraordinarias
propiedades bacteriostaticas y bactericidas. Si bien, es relativamente no toxica
para las células humanas, la plata es letal para un amplio espectro de cepas
bacterianas presentes en procesos industriales, asi como en el cuerpo humano.

Debido a estas caracteristicas, la plata en diversas formas es ideal para un gran
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CARACTERIZACION FISICOQUjMICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PELICULAS DE
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Facultad de Quimico Farmacobiologia

campo de aplicaciones en productos industriales, médicos y de consumo. Varios
dispositivos y productos tales como catéteres urinarios, anillos de sutura, y
elementos de envasado de alimentos contienen plata como un componente
antiséptico [1]. En la época moderna diversos compuestos de plata se venden en
el mercado en forma de suplementos naturales para combatir infecciones. En los
hospitales, uno de los compuestos usado con frecuencia es el nitrato de plata en
soluciones diluidas, el cual se aplica en los ojos de recién nacidos para evitar
posibles infecciones. Es conocida la actividad antibacteriana de los iones plata y
de compuestos a base de plata, asi como de las nanoparticulas de plata en las
cuales existe un efecto dependiente de la concentracién y el tamafio, el cual es
mas pronunciado contra bacterias Gram negativas que contra Gram positivas [3].
Esto debido a las diferentes estructuras de membrana que permiten una

clasificacion general de las bacterias.

En particular, las nanoparticulas de plata (AgnP’s) han demostrado ser mas
convenientes para ser utilizadas en tales aplicaciones debido a su sintonizable
tamano, forma vy superficie quimica que les permite ser disefiadas con

propiedades especificas requeridas.

El tamafio de los nanomateriales es similar al de algunas moléculas vy
estructuras biolégicas como virus, polimeros o el material genético por ejemplo,
por lo tanto, los nanomateriales pueden ser utiles tanto para investigaciones
biomédicas in vivo como in vitro lo cual permite ampliar sus aplicaciones. La
integracion de los nanomateriales con la biologia ha llevado al desarrollo de
dispositivos de diagnéstico, agentes de contraste, herramientas analiticas,
aplicaciones de terapia fisica y vehiculos de suministro de farmacos. Diferentes
tipos de materiales en su estado nanométrico, tales como cobre, zinc, titanio,
magnesio, oro, alginato y plata han sido estudiados, sin embargo, las
nanoparticulas de plata han demostrado ser mas efectivas ya que tienen mayor
eficacia antimicrobiana contra bacterias, virus y otros microorganismos eucariotas
[4].
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QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE PLATA
Facultad de Quimico Farmacobiologia

Las nanoparticulas aumentan la actividad quimica respecto a los materiales
a macroescala, debido a la estructura de la superficie cristalografica con su gran
superficie en relacion al volumen. La importancia del estudio de los
nanomateriales con efecto bactericida es debida al aumento de nuevas cepas de
bacterias resistentes a los antibidéticos mas potentes. Esto ha promovido la
investigacion de la sintesis de una nueva familia de antibidticos basada en
compuestos de plata principalmente, debido a la eficiencia mostrada en recientes

estudios y la antigua trayectoria de este metal como agente microbicida.

Por otro lado, un aspecto importante en el campo de la investigacion
biomédica es la mejora de la biocompatibilidad de los agentes terapéuticos.
Tipicamente es probable que las AgnP’s presenten toxicidad para las células de
seres vivos como animales y humanos bajo condiciones fisiolégicas, lo que limita
sus aplicaciones en sistemas biologicos. Por lo tanto, numerosos esfuerzos de
investigacion se centran en la combinacion de AgnP’s con surfactantes, polimeros
y antibidticos, que pueden conducir a la obtencion de agentes antibacterianos
sinérgicos con propiedades nuevas y mejoradas, que no se conseguirian a partir
de los componentes individuales. De esta forma, el quitosano (CS), un compuesto
derivado de la quitina, es un biopolimero el cual posee actividad antibacteriana

contra bacterias Gram negativas y Gram positivas [2].

Debido a su excelente biocompatibilidad biodegradabilidad y no toxicidad, el
CS ha sido utilizado con éxito en nanomedicina para la liberacion de
medicamentos terapéuticos, proteinas y genes. Hasta la fecha se ha reportado
que el CS sirve para promover la sintesis de nanoparticulas metalicas,
principalmente nanoparticulas de oro y plata. Sin embargo, se ha prestado poca
atencion a la utilizacion de estos nanocompuestos metal-biopolimero como
agentes antibacterianos por lo que su caracterizacion fisicoquimica completa no

ha sido reportada anteriormente [2].
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De esta manera, el estudio de los mecanismos de relajacion en materiales de
base polimérica es de suma importancia para su posterior aplicacién, y es de
especial interés en esta combinacion quitosano (CS)/nanoparticulas de plata
(AgnP’s) ya que no han sido abordados anteriormente. El estudio de la naturaleza
de estos mecanismos proporciona informacion sobre diferentes propiedades
fisicoquimicas de los materiales y posibles respuestas bajo ciertos estimulos; tal

es el caso de la temperatura de transicion vitrea (Tg).

La T4 es un valor de extrema importancia en ingenieria de polimeros, pues
indica la temperatura de trabajo del material y por ende determina si puede ser
utilizado o no para una aplicacion dada. En quitina y quitosano, esta temperatura
puede ser detectada y monitoreada a través del analisis del proceso de relajacion
tipo a [5]. Por su parte el conocer el mecanismo de conductividad y su
dependencia con la temperatura es trascendental para algunas aplicaciones
especificas de estos compuestos metal-polimero como lo es en biosensores y
componentes electrénicos, ya que las aplicaciones futuras en electrénica se han

enfocado recientemente en la creacion de elementos a nanoescala.

La conductividad del quitosano puro es de tipo idnico debido a la presencia
de grupos amino libres y se encuentra entre 10° y 10" S em™. La absorcion de
humedad del ambiente puede aumentar su conductividad hasta 10* S cm'1,
debido a que los grupos amino pueden protonarse (R-NHs"), dejando a los iones
oxidrilo libres en el agua lo cual origina cambios en la conductividad i6nica del
quitosano (Figura 1.1) [5]. Adicionalmente, debido a un fuerte efecto plastificante
del agua, la absorcion de humedad en quitosano hace posible la deteccidn de la
relajacion-a de baja frecuencia asociada a la transicion vitrea. Sin embargo,
cuando el material presenta un porcentaje de humedad cercano a cero, no es
posible observar este proceso de relajacion. Es por esta razéon que el control
inadecuado de la humedad en el quitosano genera dificultades adicionales en la
investigacion de este material y por ende puede dar lugar a interpretaciones
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erréneas en el analisis de las propiedades fisicoquimicas de bionanocompuetos y
biomateriales base quitosano.

HO'
@ HO HO—"
HO &S 0 5 HO o 0
O & HO o a HO O
NH NH
HO™ | i HO + 2
HO' T HO'
CHs

'igura 1.1. Conductividad del quitosano.I

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pagina 5



CARACTERIZACION FISICOQUjMICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PELICULAS DE
QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE PLATA
Facultad de Quimico Farmacobiologia

2. JUSTIFICACION

La resistencia que presentan las bacterias actualmente a diferentes agentes
antimicrobianos es debida principalmente al mal uso que se les ha dado a dichos
agentes, por lo cual es necesario crear nuevos materiales que sean capaces de
combatir a estas cepas resistentes evitando que generen mayor resistencia. En
general, es importante tener a la mano mas y mejores herramientas que nos
ayuden a combatir este problema tratando de dar un enfoque mas natural, menos
daiino y sobre todo con una selectividad mas elevada. Es por eso que la
combinacion de un polimero natural como el CS y las AgnP’s es ampliamente
atractiva debido a la capacidad antibacteriana que poseen ambos componentes de
forma individual y de la posibilidad de generar un compuesto biodegradable y
biocompatible, comunmente denominado bionanocompuesto. La incorporacion de
AgnP’s al quitosano permite aumentar su conductividad, mejorar sus propiedades
mecanicas y a la vez potenciar su efecto antibacteriano, con lo que es posible
ampliar su espectro de aplicacion, especificamente en aquellas aplicaciones
donde la higiene es un factor clave; tal es el caso del campo de la biomedicina.
Otras aplicaciones muy atractivas actualmente incluyen biosensores, celdas
combustible electroliticas, partes electronicas, etc. En dichas aplicaciones, los
mecanismos de conductividad y procesos de relajacion son de gran importancia al
estar relacionados con sus propiedades macroscopicas, sin embargo, éstos
compuestos no han sido aun estudiados integralmente ya que las investigaciones
se han centrado en su fabricacion, caracterizacion microestructural vy
antibacteriana, siendo entonces el tema central de este trabajo de tesis su
caracterizacion integral. Al obtener una caracterizacion integral, sera posible
relacionar sus propiedades fisicoquimicas con la actividad antibacteriana de estos
compuestos y medir de forma indirecta esta propiedad (como es el caso de sus

propiedades dieléctricas) sin la necesidad de realizar cultivos para su analisis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Obtener compuestos CS/AgnP’s con actividad antibacteriana, e investigar la

influencia de las nanoparticulas de plata sobre la absorcion de humedad, los
mecanismos de conductividad y los procesos de relajacion del quitosano puro y
relacionarlos con sus propiedades macroscopicas y su actividad antibacteriana
haciendo uso como técnica principal de caracterizacion de la espectroscopia de

impedancia eléctrica.

3.2 Objetivos Especificos
e Caracterizar fisicoquimicamente y evaluar la actividad antibacteriana de

peliculas delgadas de quitosano con diferentes concentraciones de AgnP’s.

e Determinar las propiedades y datos dieléctricos de peliculas de quitosano
puro neutralizadas y no neutralizadas, al igual que de los compuestos CS/AgnP’s.

¢ Obtener datos de propiedades mecanicas por medio del Analisis Dinamico
Mecanico (DMA) para verificar los resultados dieléctricos.

e Realizar un analisis estructural de los compuestos a través de la
Microscopia Electronica de Barrido (SEM por sus siglas en inglés) y relacionar los
resultados con los obtenidos con las otras técnicas.

¢ Obtener informacién sobre posibles interacciones quimicas entre el
quitosano y las nanoparticulas de plata a través de la Espectroscopia de Infrarrojo
por Transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) y relacionarla con los
datos obtenidos por las otras técnicas.

eRealizar un estudio sobre la actividad antibacteriana del quitosano puro
neutralizado y no neutralizado y los compuestos CS/AgnP’s.

eDeterminar si existe una relacion entre su respuesta dieléctrica y su
potencial como antibacteriano e integrar todas las técnicas para realizar una

caracterizacion fisicoquimica integral de estos compuestos.
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4. HIPOTESIS

El quitosano es un polimero cuyas propiedades fisicas y quimicas pueden
estar relacionadas con su actividad antibacteriana. Dentro de los posibles
mecanismos para explicar dicha actividad se plantea que los grupos amino
protonados interactuan con la pared celular bacteriana provocando su ruptura
causando por lo tanto la muerte de la misma. En el caso de la plata se sabe ya de
su capacidad antibacteriana asi como los medios por los cuales interactua con
microorganismos, sin embargo, al modificar el tamafio de las nanoparticulas,
también cambian sus propiedades fisicoquimicas, por lo tanto se espera que los

mecanismos de interaccidon con las bacterias sean diferentes.

Sabiendo entonces que ambos compuestos presentan una actividad
antibacteriana se espera que con la combinacibn de ambos se llegue a
potencializar dicho efecto. A través de la Espectroscopia de Impedancia Eléctrica
es posible obtener datos sobre la presencia y cantidad de lo grupos amino
protonados del quitosano los cuales, como se ha mencionado, estan directamente
relacionados con su actividad antibacteriana, de esta forma es posible establecer
una relacion directa entre la respuesta dieléctrica de estos materiales con su
potencial antibacteriano, de tal forma que se pueda tener una medicién indirecta

de esta propiedad sin la necesidad de realizar cultivos bacteriologicos.

Por otro lado, conociendo las propiedades fisicoquimicas de las peliculas se
podra hacer una correlacion mas clara respecto a su actividad antibacteriana con
la ayuda de diferentes herramientas de analisis como la Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM), la Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE), la
Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR), el Analisis Dinamico Mecanico (DMA), entre

otras; determinando las interacciones del polimero-metal-bacteria.

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pagina 8



CARACTERIZACION FISICOQUjMICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PELICULAS DE
QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE PLATA
Facultad de Quimico Farmacobiologia

5. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

5.1 Nanotecnologia y Nanocompuestos

El prefijo “nano” proviene del griego vavog que significa “superenano”, lo cual
denota a los nandmetros (10'9 m) y esto equivale a la mil millonésima parte del
metro. El término nanotecnologia fue acuiado por el profesor Norio Taniguchi de
la Universidad de Ciencia en Tokyo en el afo de 1974 [3], para describir la
fabricacion precisa de materiales al nivel nanométrico. La definicibn de una
particula de acuerdo a su tamano se presenta en la Figura 5.1.1, donde se
observa que menos de 100 nm es una nanoparticula, menos de 1,000 nm
(representado también como 1 ym) una microparticula submicronica y mas de
1,000 nm una microparticula. Segun su definicion la nanotecnologia era la
tecnologia necesaria para poder fabricar objetos o dispositivos (circuitos
integrados, memorias de ordenador, dispositivos optoelectréonicos, etc.) con una
precision del orden de 1 nm. En la década siguiente se fue fraguando una
definicion que afirmaba que la Nanotecnologia era “la tecnologia donde las
dimensiones o tolerancias en el rango de 0.1 a 100 nm (desde el tamafo del
atomo a la longitud de onda de la luz) juegan un tamano critico”. Esta definicion se
ha mantenido en la comunidad cientifica y se conoce como aproximacion top-

down (de arriba hacia abajo, de lo grande a lo pequefio).

Un concepto alternativo irrumpié en 1986 cuando Eric Drexler propuso
construir objetos mas grandes a partir de sus componentes atomicos y
moleculares. Esta aproximacion se conoce como bottom-up (de abajo hacia
arriba). En la actualidad se usa la terminologia de Nanotecnologia Molecular para
describir esta aproximacion. El concepto de nanotecnologia fue presentado por el
profesor de fisica Richard P. Feynman (quien es considerado como el padre de la
nanociencia)en 1959 en una reunion de la Sociedad Americana de Fisicaen su

discurso titulado « There’s plenty of room at the bottom» (“Hay un gran espacio en
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el fondo”). Desde entonces, la nanotecnologia se ha desarrollado en un campo

multidisciplinar de ciencia aplicada y tecnologia [3, 6, 7, 8].

La nanotecnologia es la capacidad para trabajar en una escala alrededor de
1-100 nm con el fin de entender, crear, caracterizar y usar estructuras materiales,
dispositivos y sistemas con nuevas propiedades que surgen de sus respectivas

nanoestructuras [7].

The Scale of Things - Nanometers and More
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Debido a su tamafo, las nanoparticulas tienen areas superficiales
proporcionalmente mas grandes y por lo tanto mas atomos superficiales que su
contraparte: la microescala. En la escala nanométrica, los materiales pueden
presentar diferentes propiedades electronicas, que a su vez afectan a sus

propiedades opticas, reactivas, cataliticas, entre otras [7].

Como ya se mencion6, los nanomateriales estan constituidos por estructuras
elementales de las cuales al menos una de las dimensiones esta comprendida,
pero no exclusivamente, entre 1 a 100 nandmetros (nm) [9]. Esta caracteristica
dimensional confiere a los nanomateriales propiedades o comportamientos
particulares utilizados notablemente para nuevas aplicaciones tecnoldgicas. Las
propiedades de los nanomateriales varian notablemente segun su composicion
quimica, tamano, superficie especifica, estado de la superficie, o aun la forma del
nano-objeto considerado. Ademas, cada nanomaterial puede estar dotado de una
reactividad o un comportamiento diferente segun la formulacién y la matriz del
producto final que lo contiene. Debido a las aplicaciones innovadoras muchos
sugieren que estas propiedades fisicas, quimicas o bioloégicas de los
nanomateriales representan un area de investigacion cientifica y técnica en

expansion [9].

Por otra parte, el término “nanocompuesto” es comunmente usado para
polimeros que estan repletos de nanocargas dispersas con tamafos de particula
promedio menores a 100 nm. Los “polimeros compuestos” son mezclas de
polimeros con inclusiones inorganicas u organicas con ciertas geometrias (fibras,
copos, esferas, particulas, entre otras). El uso de materiales de relleno los cuales
tienen al menos una dimensidon en el rango nanométrico (nanoparticulas)
producen nanocompuestos poliméricos [7]. Una dispersion uniforme de las
nanoparticulas conduce a una matriz muy grande con un area interfacial rellena, lo
que cambia la movilidad molecular, el comportamiento de relajacion y por lo tanto
las propiedades térmicas y mecanicas del material. Ademas de los efectos de los

nanorefuerzos mismos, una regién de la interface de la movilidad alterada que
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rodea a cada nanoparticula es inducida por la buena dispersion de las
nanoparticulas resultando en una red de interface filtrada en el compuesto y que
juega un papel importante en la mejora de las propiedades de los
nanocompuestos. Para un contenido constante de inclusiones, una reduccién en el
tamafno de particula aumenta el numero de particulas de relleno, acercandolas
entre si, por lo que las capas dela interface entre particulas adyacentes

sobrepuestas alteran las propiedades de volumen significativamente [7].

Unos de los materiales inorganicos ampliamente utilizados en
nanocompuestos son las nanoparticulas metalicas, tales como cobre, oro y plata.
Las nanoparticulas de plata son de gran interés debido a que poseen propiedades
antibacterianas, y en este caso, su combinacion con un polimeroles proporciona
estabilidad y da origen a un nanocompuesto con propiedades atractivas y un

amplio potencial de aplicaciones.

Diferentes rutas de produccién de nanoparticulas de plata han sido
investigadas. Muchas de ellas basadas en la reduccion de nitrato de plata (AgNO3)
con borohidruro de sodio (NaBH,), o} citrato de sodio
HOC(COONa)(CH,COONa),.2H,O [10]. Otros métodos incluyen el uso de
microondas, electrdlisis de sales de plata, microemulsion y fotoreduccion de iones
Ag. La reducciéon quimica es el método mas comun para la preparacion de AgnP’s,
como dispersiones coloidales estables. La reduccion de la plata en solucién
acuosa produce plata coloidal con diametros de particulas de varios nandmetros.
Inicialmente, la reduccién conduce a la formacién de atomos de plata (Ag®) y su
posterior agregacion en grupos oligoméricos, lo que conduce a la formacién de
particulas de Ag. Las AgnP’s mas pequefias, tienen un area mayor de superficie
disponible para la interaccion con las células microbianas, resultando en un mejor

efecto bactericida en comparacioén con particulas de plata mas grandes [7].

La nanotecnologia en la medicina, es un campo emergente de investigacion

interdisciplinaria, que permite modificar las propiedades de los materiales
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mediante el cambio en el tamafo de las particulas a escalas nanométricas,
ofreciendo propiedades atractivas para la aplicacion en la deteccion, en el
diagnostico y en el tratamiento de diversas enfermedades. Estudios recientes han
mostrado que la plata en forma de nanoparticulas es altamente efectiva como

agentes antimicrobial contra bacterias y virus; incluyendo el VIH [10,11].

5.2 Plata

En la tabla periédica podemos encontrar a la plata como parte de los metales
nobles. Es un elemento quimico de numero atémico 47, situado en el grupo Ib. Su
simbolo es Ag (procede del latin: argentum). Es un metal de transicién blanco,
brillante, blando, ductil, maleable y es el mejor conductor metalico del calor y la
electricidad. Tiene una densidad de 10490 kg/m® y una estructura cristalina ctbica
centrada en las caras. Se encuentra en la naturaleza formando parte de los
distintos minerales (generalmente en forma de sulfuro) o como plata libre. Desde
el punto de vista quimico, es un material poco reactivo; se disuelve en acidos
oxidantes y puede presentar estados de oxidacién +1, +2 y +3, siendo el mas
comun el estado de oxidacion +1. En su estructura atomica presenta 5 niveles de
energia con 2, 8, 18, 18 y 1 electrones en cada uno de ellos, respectivamente. El
95% del consumo mundial anual de plata es para usos industriales, fotografia,
joyeria y ornamentales; aunque con el avance de la tecnologia, estan tomando
importancia sus usos eléctricos, mecanicos, opticos y médicos. Se encuentra a
niveles menores de 0.000001 mg/m® de aire, 0.2-2.0 ppb en aguas superficiales
como lagos y rios, asi como a niveles de 0.20-0.30 ppm en suelo en los sitios de

fuente natural [12].

Sin embargo, es preciso mencionar que este elemento ha sobresalido de
entre los otros por tener propiedades unicas dentro de las cuales podemos
mencionar sus propiedades magnéticas, Opticas, eléctricas y cataliticas, sin olvidar
también su papel dentro de la biomedicina como agente conservador,

antimicrobiano, etc. La plata en forma de nanoparticulas posee también
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propiedades biocidas o antimicrobianas y han encontrado aplicaciones diversas en
areas como la farmacologia, medicina, industria alimentaria, purificaciéon de agua,

entre otras. [12].

El historial de la plata como agente microbicida de amplio espectro, lo situan
como uno de los candidatos a ser el arma fundamental en la lucha contra cepas

resistentes a los antibiéticos de uso comun [13].

Se conoce desde la antigliedad que la plata prevenia enfermedades. Como
un ejemplo, se sabe que el ejército de Alejandro Magno afadia monedas de plata
a sus almacenes de agua para mantenerla pura, y la clase noble de épocas
posteriores almacenaban agua en contenedores de plata y comian con utensilios
fabricados de este metal. Posteriormente, durante el siglo XIX, se encontré que el
nitrato de plata, una de las sales de este metal, ayudaba en la cicatrizacion y
prevencion de infecciones en quemaduras y heridas. Este uso del nitrato de plata
sigue vigente en la actualidad. En la época moderna diversos compuestos de plata
se venden en el mercado en forma de suplementos naturales para combatir
infecciones. En los hospitales, uno de los compuestos que se usa con frecuencia
es el nitrato de plata en soluciones diluidas, el cual se aplica en los ojos de recién

nacidos para evitar posibles infecciones.

5.3 Quitosano

La quitina (del griego tunic, envoltura) es el segundo polisacarido mas
abundante en la naturaleza después de la celulosa, su denominacion sistematica
es [B-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa. Se encuentra como componente
integro en el exoesqueleto de algunos insectos asi como en sus alas (por ejemplo
cucarachas y escarabajos), paredes celulares de varios hongos, levaduras y
algas, también podemos encontrar el biopolimero como parte de las conchas de

algunos crustaceos [14].
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El quitosano también es un polisacarido que en estado natural lo podemos
encontrar en las paredes celulares de algunos hongos; sin embargo, su principal
fuente de produccion es la desacetilacion de la quitina (Figuras 5.3.1 y 5.3.2). El
proceso se basa practicamente en el tratamiento de las conchas de diversos tipos
de crustaceos como camarones, langostas, cangrejos y krill debido a la facilidad
con la que se pueden encontrar estos materiales (principalmente como desecho
de las plantas procesadoras de estas especies) [14]. Sin embargo, la extraccion
del polimero se ve limitada, debido a la escasez del material residual en ciertas
temporadas del afio o tiempos de veda, por esta razén, se utilizan fuentes de
partida no convencionales como los hongos. El micelio de varias especies de
hongos, como en el caso de Mucorrouxii, Absidiacoerulea, Rhizopusorizae, y

Aspergillus niger ha sido empleado como fuente alternativa para la obtencion de

quitosano [15]. 53.2
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Este biopolimero fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontré que al
tratar quitina con una solucién caliente de hidroxido de potasio (KOH) se obtenia
un producto soluble en acidos organicos. Esta “quitina modificada”, como El la
llamo, se tornaba de color violeta en soluciones diluidas de yoduro y acido,
mientras la quitina era verde. Mas tarde, en 1894, fue estudiada por Hoppe-Seyler
quién la denomind “quitosano” (también se conoce como quitosana en algunos

lugares, chitosan en inglés) [17].

Cuando se realiza una desacetilacion completa de la quitina se produce un
material soluble en medio acido denominado quitano; sin embargo, una
desacetilacion parcial de este polimero (desacetilacion del grupo amino del
carbono 2) forma una mezcla de cadenas que tienen distintas proporciones de
unidades (-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y f-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D
glucosa [16]. Por lo tanto, podemos definir al quitosano como un copolimero
formado por cadenas lineales de 2-acetamido-2-desoxy-D-glucosa y 2-amino-2-

desoxy-D-glucosa unidos por enlaces 3-(1-4) (Figura 5.3.3) [17].

CH,
0.:-_‘__-..._(:/ H
5.3.3a H no
H \
NH g o
OH
H
NH
H c/ H
=
o \(:1-13
y OH
H
0
5.3.3b -
oH
H
NH,
H

ligura 5.3.3. Estructura de la quitina (5.3.3a) y del quitosano (5.3.3b).
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La denominacion quimica, segun la Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC en inglés), es 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa [(D-
glucosamina (GIcN))] y 2 acetamida-2desoxi-D-glucopiranosa  N-acetil

glucosamina.

El método principal de obtencion de quitosano es llevado a cabo mediante
una N-desacetilacion alcalina de la quitina en la cual es eliminado como minimo un
50% de sus grupos acetilo (Figura 5.3.4), (aunque también existe una via
enzimatica y otra acida). Comunmente se utiliza una solucion concentrada de
hidroxido de sodio (NaOH) o de potasio (KOH) al 40 o 50 % y con una
temperatura de 100 °C o mas, consiguiendo asi la hidrdlisis parcial o completa de

los grupos acetilos del polisacarido [18].

=50 % grupos ':F'HS
acetila GHo0H co
-0 o NH
HO T
HO
H3 © 0
CH,OH co NH2 CHzOH
0 L. .
HO NH HEDesacetalacmn thosano
HO
o}
NH 0
I CH20H
(FD CH5;0H
CHa -0 o HO M -
Ouiti L HO o
uitina 100 % grupos NH o 0
sratilo CH20H

Quitano

ura 5.3.4. Formacién de quitosano a partir de la desacetilacion de la quiti

5.3.1 Caracteristicas Fisicoquimicas del Quitosano

La fuente y el método de obtencion determinan la composicion de las
cadenas de quitosano y su tamano. Por este motivo, el grado de desacetilacion y
el peso molecular promedio son dos parametros de obligado conocimiento para la

caracterizacion de este polimero (el quitosano es un polimero formado por
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unidades repetidas de D-glucosamina, por lo que la longitud de la cadena y, por lo
tanto, su peso molecular, es una caracteristica importante de la molécula), aunque
la cristalinidad, el contenido de agua, cenizas y proteinas también son
caracteristicas fisicoquimicas a considerar para la aplicaciéon de un quitosano
especifico [17]. Una diferencia en las propiedades puede llegar a ser notable,
como por ejemplo la distinta solubilidad en medio acuoso que puede llegar a tener

el biopolimero.

El quitosano tiene un contenido de nitrdgeno (N) mayor al 7% y posee una
distribucion regular de los grupos aminos libres. El porcentaje de grupos amino
que quedan libres en la molécula de quitosano es lo que se denomina grado de
desacetilacion y esta estrechamente vinculado con su solubilidad, estos grupos
pueden ser protonados por ciertas soluciones acidas cargandose positivamente lo
que le confiere un comportamiento de polication como podemos observar de

acuerdo a la siguiente ecuacién [18,19]:

Chit-NH, + H3O+<:> Chit-NH;;Jr + H,O

Como consecuencia de la hidrolisis del grupo N-acetilo, aumenta la
capacidad hidrofilica del quitosano y pasa a ser soluble en soluciones acidas
diluidas (acético, férmico, clorhidrico, entre otros) ya que el pKa del grupo amino
del quitosano es de 6,3 a 7 [20], por lo tanto la solubilidad de la mayoria de las
preparaciones de quitosano disminuye bruscamente cuando el pH de la solucion
se eleva sobre 6,0 a 6,5. La protonacion de los grupos amino del quitosano en
medio acido le confiere un caracter altamente reactivo; este hecho permite explicar
algunas propiedades del quitosano como son: la habilidad de enlazarse con
sustancias cargadas negativamente tales como lipidos, proteinas, colorantes,
entre otras; asi como su comportamiento como floculante, adherente vy
adsorbente, adicionales a las reacciones tipicas de las aminas. Una propiedad
importante del quitosano es su estructura rigida, caracterizada por numerosos

enlaces por puentes de hidrogeno, la cual le confiere una buena estabilidad
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térmica. El quitosano se descompone aproximadamente a 170 °C y se degrada
antes de fundir, lo cual es caracteristico de polisacaridos que poseen muchos

enlaces por puentes de hidrégeno.

La distincion entre la quitina y el quitosano es discutida; algunos mantienen
que la quitina con mas de un 50 % de desacetilacion debe ser considerada
quitosano mientras otros definen al quitosano como soluble en acido acético al 1%
[19], e incluso algunos investigadores la definen como tal con un grado de
desacetilacion superior al 60 %. Usualmente en el caso de los quitosanos el grado
de desacetilacion se encuentra comprendido entre 60-98 %; sin embargo, también
se ha reportado que para lograr una mayor actividad biolégica, el contenido de los

acetilos debe encontrarse alrededor de un 40 % [18].

5.3.2 Propiedades del Quitosano

El quitosano tiene un potencial de aplicacion en varias areas (Figura
5.3.2.1), tanto de la salud como industriales, en la ganaderia, cosmética,
tratamiento de aguas, alimentos, farmacéutica, biotecnoldgica, en el medio
ambiente, entre otras. Algunas de las propiedades de este material que le han
permitido estar dentro de estas areas son la biodegradabilidad, biocompatibilidad,
mucoadhesién, capacidad filmogénica, hemostatico, promotor de absorcion,

actividad antimicrobiana, actividad anticolesterolémica y antioxidante.

En la biomedicina es muy utilizado debido a su actividad
inmunoestimuladora, propiedades anticoagulantes, accion antibacteriana vy

antifungica asi como por su accion como promotor de la cicatrizacion de heridas.
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‘ura 5.3.2.1. Algunas aplicaciones del quitosan.

Muchos estudios se han enfocado al analisis de su actividad antibacteriana

Jabones Adelgazantes Fungicidas CoagulantesFloculantes Suturas

ya que esta propiedad resulta ser muy atractiva dentro de las areas ya
mencionadas; el quitosano inhibe el crecimiento de una amplia variedad de
bacterias. Es un agente antimicrobiano contra un amplio rango de organismos
blanco debido a sus propiedades cationicas que causan un efecto de alteracién
membranal [18,21]. Esta actividad varia considerablemente con el tipo de
quitosano, el organismo blanco y el medio en el cual es aplicado.
Consecuentemente la literatura reporta que la actividad puede variar y es,
ocasionalmente, contradictoria. Pero generalmente hablando, las levaduras y los
hongos son el grupo mas susceptible, seguido por las bacterias Gram positivas y

finalmente las Gram negativas.
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5.3.3 Peliculas de Quitosano

El caracter filmogénico del quitosano dio lugar a una de las primeras
aplicaciones investigadas de este polimero natural. Es posible formar peliculas de
quitosano con buenas propiedades fisicas y mecanicas a partir de sus
disoluciones en acidos diluidos, tales como férmico, acético o propidnico. Las
propiedades filmogénicas del quitosano se deben a la formacion de enlaces de
hidrégeno intermoleculares entre los grupos amino e hidroxilo de sus cadenas. A
pH acido estos enlaces de hidrogeno se disocian debido a la protonacion de los
grupos amino y se produce un rapido hinchamiento de la pelicula. En 1974 se
plantearon por primera vez dos metodologias generales de trabajo para obtener
peliculas de quitosano [17]; la primera es mediante la evaporacion del acido
empleado en la solucion de quitosano (método de evaporacion de solvente), y la
segunda se basa en la preparacion directa de quitosano a partir de la pelicula
quitinosa de la jibia (molusco cefalépodo). Este ultimo método no resulto eficiente,
pues las propiedades mecanicas de las peliculas obtenidas no fueron las idoneas,

por lo cual no es utilizado en la actualidad.

Las posibles aplicaciones de las peliculas de quitosano se extienden a la
medicina, la industria fotografica, la alimentacion y la cosmética. En el campo de la
farmacia, las peliculas de quitosano se han empleado para el recubrimiento de
comprimidos y como sistemas de liberacion controlada de farmacos. El uso de
peliculas de quitosano para el tratamiento de heridas cutdneas presenta un gran
interés puesto que se puede administrar el farmaco de forma localizada y
sostenida en el sitio de accion. Se trata de un sistema ventajoso con respecto al
uso de cremas, ya que éstas deben ser aplicadas continuamente y son eliminadas
con facilidad. Se ha descrito el uso de peliculas de quitosano para el vendaje de
heridas cutaneas y peliculas con minociclina para el tratamiento de quemaduras
en ratas. Las peliculas de quitosano resultan efectivas porque protegen la herida,
absorben el exudado, tienen accion antibacteriana y favorecen la cicatrizacion de

heridas al estimular la proliferacién de fibroblastos. Por otro lado, también se han
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realizado estudios de citotoxicidad del quitosano en células cutaneas como
queratinocitos y fibroblastos, estudios importantes para este tipo de aplicacién y se
ha comprobado que no presenta citotoxicidad in vitro. El caracter hemostatico del
quitosano ha promovido su utilizacion en parches y vendajes hemostaticos.
Prueba de ellos es la comercializacion de varios productos de este tipo a base de

quitosano por parte de la empresa HemCon Medical Technologies INC [17].

Una pelicula antimicrobial nanocompuesta es particularmente deseable
debido a su integridad estructural aceptable y a las propiedades de barrera
impartidas por la matriz de nanocompuestos asi como las propiedades
antimicrobianas aportadas por los agentes antimicrobianos naturales impregnados
dentro. Los materiales en el rango de la nanoescala tienen un rango mayor de
superficie-volumen en comparacion con sus homoélogos de la microescala. Esto
permite que los nanomateriales sean capaces de atacar mas copias de moléculas

bioldgicas, lo cual les confiere una mayor eficiencia [7].

Los nanocompuestos mas comunes utilizados en las peliculas de
antimicrobianos se basan en la plata, que es bien conocida por su fuerte toxicidad
para una amplia gama de microorganismos, con una temperatura alta estable y
baja volatilidad. Algunos mecanismos han sido propuestos para las propiedades
antimicrobianas de las nanoparticulas de plata (AgnP’s) tales como: adhesion a la
superficie celular, degradacion de lipopolisacaridos y formacién de “grietas” en las
membranas, aumentando en gran parte la permeabilidad, la penetracién en el
interior de la célula bacteriana, danando el ADN, vy la liberacion de los iones de
plata antimicrobianos debido a la disolucion de las AgnP’s. Otras investigaciones
afirman que la actividad antimicrobiana de polimeros basados en plata depende
de la liberacién de iones plata, que se unen a grupos donantes de electrones en

las moléculas biolégicas que contienen azufre (S), oxigeno (O) o nitrogeno (N).
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5.3.4 Bionanocompuestos

Los materiales complejos constituidos por dos o mas fases sélidas reciben
comunmente el nombre de materiales compuestos (compdsitos o "composites" en
inglés), siendo los mas comunes aquellos constituidos por un polimero organico
que constituye la fase continua (matriz) y un sélido inorganico como fase dispersa
que actua como agente o carga reforzante del polimero [22]. El resultado de la
interaccidn entre ambos componentes organico e inorganico es un efecto sinérgico
que conduce a la mejora de las propiedades del material con respecto a las que
muestran los componentes de forma individual. Cuando la fase dispersa presenta
al menos una dimensién en la escala nanométrica, estos materiales hibridos de
naturaleza  organico-inorganica se  denominan "nanocomposites 6
nanocompuestos". La nanoestructuracion de los componentes incrementa el
numero de interacciones a nivel nanométrico entre el polimero organico y el solido
inorganico, dando lugar a materiales con propiedades estructurales muy

superiores a las de los microcompuestos.

Los materiales denominados bio-nanocompuestos constituyen un novedoso
grupo de compuestos de naturaleza hibrida organico-inorganica basados en el
ensamblaje entre polimeros de origen natural y solidos inorganicos a través de
interacciones a escala nanométrica entre ambos componentes [22]. Al igual que
los nanocompuestos convencionales basados en polimeros sintéticos, poseen
interesantes propiedades mecanicas, térmicas y de barrera al paso de gases,
incorporando ademas el caracter biocompatible y biodegradable asociados al
biopolimero. Por ello, estos materiales de naturaleza bio-nanohibrida pueden
recibir aplicacibn como bioplasticos para el envasado de alimentos, como
implantes y sistemas dispensadores de farmacos en biomedicina, e incluso como
componentes en dispositivos electroquimicos del tipo de los sensores selectivos y
los biosensores cuando el material presenta también otras propiedades

funcionales adecuadas.
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Dependiendo de las propiedades aportadas por el polimero o por el solido
inorganico, estos materiales hibridos nanoestructurados pueden presentar también
propiedades funcionales adecuadas para muy diversas aplicaciones como
catalizadores heterogéneos, componentes de sensores quimicos y en dispositivos

opticos, opto-electronicos, magnéticos y electroquimicos.

En el caso de materiales compuestos con CS y AgnP’s, las funciones estan
siendo enfocadas a la creacion y aplicacion de compuestos capaces de combatir
microorganismos patdogenos en general y de esta manera proponer medios

alternos menos costosos y menos dafiinos a la sociedad y al medio ambiente.

5.3.5 Sintesis de Compuestos CS/AgnP’s

Generalmente los polimeros con nanoparticulas metalicas pueden
obtenerse afiadiendo el metal precursor a una solucion de polimero seguida por la
reduccion del metal precursor mediante un agente reductor o por termdlisis,
también se pueden formar nanoparticulas si el metal precursor es afiadido durante
la polimerizacién con la subsecuente reduccion, o la polimerizaciéon de un coloide

de nanoparticulas metalicas en una solucién monémerica [23].

Otra propuesta para la sintesis de nanoparticulas de Ag cubre tres temas de
investigacién importantes: 1) la reduccion quimica de los precursores del metal por
un agente reductor tal como NaBH,;, HOC(COONa)(CH,COONa),.2H,O vy
CeH7NaOg. 2). La irradiacion de la solucion que contiene iones metalicos con luz
ultravioleta o visible, la irradiacion de microondas y el ultrasonido. 3) La utilizacién
de biomoléculas y organismos, tales como bacterias, proteinas y polisacaridos,

para la sintesis de nanoparticulas de Ag [24].

Se ha propuesto también una ruta facil para la sintesis de cristales y
nanoparticulas de Ag basada en quitosano en condiciones quiescentes (en

reposo). Esta es también la primera preparacion de nanoparticulas de Ag por
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reduccion de la plata cationica utilizando al quitosano polisacarido policationico. La
ruta combina la primera preparaciéon de la mezcla de reaccion compuesta del
metal precursor (AgNO3; o HAuCly) y CS, y luego se deja en reposo durante la
reduccion a la temperatura designada. Las nanoparticulas Ag resultantes son

estables y muestran propiedades estructurales y 6pticas controlables [24].

Existen en la actualidad, varias publicaciones las cuales han mostrado
como una combinacion de quitosano y plata pueden mejorar las propiedades
antimicrobianas de ambos compuestos. Por mencionar algunos casos
encontramos que Cao et al. [25] prepararon nanocompuestos de plata-quitosano
los cuales inhibieron el crecimiento de S. aureus y E. coli y propusieron estos
materiales como revestimientos para aplicaciones de ingenieria biomédica y el
envasado de alimentos. Diaz-Visurraga et al. [25] prepararon peliculas de plata-
quitosano que resultaron eficaces contra S. aureus, y las propusieron para el
envasado de alimentos. Fu et al. [25] prepararon peliculas multicapa que
contienen nanoparticulas de plata y quitosano utilizando una construccion
alternativa “capa por capa”, y estas peliculas fueron eficaces para matar E. coli y

fueron propuestas para el revestimiento de implantes cardiovasculares.

Otros estudios muestran resultados prometedores como los de Franck Furno
et al. [26] que en el 2004 sintetizaron un biomaterial empleando condiciones
supercriticas para impregnar nanoparticulas de plata sobre silicona obteniendo
nanoparticulas de 10 a 100 nm, evaluaron sus propiedades antibacterianas en S.
epidermis mediante la técnica de la difusidén por disco y obtuvieron diametros de

15 mm de inhibicion.

En el 2009, K. Mandhumathi et al. [27] prepararon nanofibras de quitina en
combinacion con nanoparticulas de plata y determinaron que el material
sintetizado era efectivo contra las bacterias E. coli y S. aureus. También
prepararon hidrogeles de 0.003%, 0.004% y 0.005% de concentracion de

nanoparticulas de plata sobre las nanofibras de quitosano y lograron depositar
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nanoparticulas de 5 nm. Analizaron la actividad antibacteriana contra S. aureus y
E. coli y obtuvieron diametros de inhibicion de 16 a 18 y de 19 a 21 mm
respectivamente [27]. Niu Mei et al. [28], reportaron la preparaciéon de compuestos
integrados por nanoparticulas de plata, oxido de silicio y quitosano, demostrando
que eran mas resistentes a las bacterias E. coli y S. aureus en comparacién con
sus componentes individuales. Rangrong Yoksana et al. [29] sintetizaron
nanoparticulas de plata en una solucion de quitosano usando radiacion gama,
obteniendo tamafos de particula de 7 a 30 nm y ademas probaron sus
caracteristicas antibacterianas y encontraron una inhibicion por el método de caldo
de cultivo de 0.308 al 0.354% en volumen para E. coli y de 0.079 a 0.092% en

volumen de inhibicion para S. aureus.

En el 2010, Zofia Modrzejewska y colaboradores [30] describieron la sintesis
de nanoparticulas de plata en una solucion de quitosano tomando ventaja de la
habilidad del quitosano de formar acetatos en presencia de iones metalicos,

logrando obtener nano particulas de 50 nm a 2um [30].

En el 2011, el grupo de investigacion de Monica Potara y colaboradores [2]
reportaron la sintesis de nanoparticulas de plata sobre quitosano con un tamano
de 43 a 55 nm y demostraron que la combinacién de quitosano y nanoparticulas
de plata es mas eficiente contra la bacteria S. aureus que cada uno de los
componentes de forma individual. N. Saifunddin et al. [31] prepararon un
compuesto integrado por nanoparticulas de plata impregnadas sobre una matriz
de quitosano usando radiacién de microondas logrando remover un 94% del
pesticida Atrazina en soluciones acuosas con una concentracion de 10 mg/L con

este material.

En el 2012, K.S.V. Krishna Rao et al. [32] sintetizaron un nanocompuesto
integrado de nanoparticulas de plata depositadas sobre una matriz de quitosano y
poli etilenglicol. Ellos evaluaron la bacteria E. coli y encontraron diametros de
inhibicion de 8 a 11 mm, mucho mayores que las del quitosano individual.

Recientemente Ricardo J.B. Pinto et al. [33] sintetizaron un nanocompuesto
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integrado por peliculas de quitosano con nanoparticulas de plata, teniendo
tamafios de particula de 16 nm, ademas evaluaron las propiedades
antimicrobianas de este material en S. aureus, K. pneumoniae y E. coli, utilizando
concentraciones de 0.47%, 1.1%, 2.58% y 3.94% de nanoparticulas de plata
encontrando diametros de inhibicion de 0, 1.5, 1.7 y 2 mm respectivamente para

las concentraciones evaluadas de todas las bacterias.

Como puede observarse, las investigaciones en torno a
bionanocompuestos quitosano/nanoparticulas de plata se han centrado en la
sintesis y caracterizacion de su capacidad antibacteriana, sin embargo, es
necesario tener una caracterizacion integral de estos compuestos relacionando su
dinamica molecular con el efecto antibacteriano y su comportamiento
macroscopico. El analisis del efecto de la inclusion de las nanoparticulas de plata
al quitosano sobre su dinamica molecular, conductividad y su capacidad de
absorcion de humedad, puede dar informacion acerca de su capacidad

antibacteriana.

5.3.6 Caracterizacion de Compuestos CS/AgnP’s

Entre los métodos y/o equipos mas comunes de identificacién vy
caracterizacion de compuestos CS/AgnP’s reportados podemos mencionar al
Microscopio Electronico de Barrido (SEM), Microscopio Electronico de
Transmision, Espectroscopia de Absorcion Molecular UV-Vis y Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR). Para verificar los cambios
estructurales de la particulas se utilizan el Analisis Termogravimétrico (TGA) o la
difraccion de rayos X (X-RD) y Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) [34].

Sin embargo, existen dos métodos de caracterizacién poco utilizados, los
cuales han sido escasamente reportados en el caso de estos compuestos: la
Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE) y el Analisis Dinamico Mecanico
(DMA). Estas técnicas, involucran el estudio de la dinamica molecular de los

polimeros y sus compuestos, con lo que es posible establecer relaciones entre la
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naturaleza de sus procesos de relajacion y las propiedades macroscopicas. De
esta forma, es posible conocer mas ampliamente el comportamiento de los
materiales con la finalidad de predecir o controlar su comportamiento bajo
condiciones de temperatura y esfuerzos especificos, y de esta forma optimizar sus

parametros de aplicacion y sintesis.

La Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE) es una técnica de analisis
que permite la caracterizacion eléctrica de materiales no conductores en relacién a
su estructura. Estos materiales pueden caracterizarse a través de esta técnica
relacionando el movimiento molecular al perturbarse la muestra con un campo

eléctrico. También es conocida como Espectroscopia Dieléctrica (DS).

Dentro de sus caracteristicas tenemos que permite observar las respuestas
dieléctricas de eventos moleculares lentos (baja frecuencia) y/o rapidos (alta
frecuencia, también permite identificar procesos de relajacién tipo a, B, vy, etc.; y
los datos dieléctricos se obtienen por medio de los “Espectros Dieléctricos” donde
se pueden representar la conductividad (o), el tiempo de relajacion (7) y otros

parametros utiles para la interpretacion de dinamicas moleculares.

Por su parte, el Analisis Dinamico Mecanico (DMA), es una técnica donde
una pequefa deformacion ciclica es aplicada a una muestra. Es una de las
técnicas de analisis térmico mas utilizada y mas potente para el estudio de la
influencia de la estructura molecular sobre las propiedades fisicas de los
polimeros. Permite estudiar la estructura y propiedades mecanicas de los sélidos
y liquidos viscoelasticos a través de su Mddulo mecanico y de amortiguamiento.
El factor de amortiguamiento (tan o) es el parametro que evalua la razén de
disipacion de energia respecto del almacenamiento de la misma por ciclo y se
asocia con la pérdida parcial de la estructura polimérica cuando se aplica un
esfuerzo dinamico [35].
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6. MATERIALES Y METODOLOGIA

6.1 Preparacion de Peliculas CS/AgnP’s

Se empled quitosano (CS) de peso molecular medio (Mw150.000 g/mol) y
82% de grado de desacetilacion, indicado por el proveedor, Sigma-Aldrich®. El
polvo de nanoparticulas de plata (AgnP’s) recubierto con carbono, 25-nm de
tamano promedio de particula, se adquiri6 de Nanotecnologies® y el acido acético
p. eb. 117.9°C de Baker® se utilizé tal y como se recibio. Las peliculas de
CS/AgnP’s se obtuvieron mediante la disolucién de 1% peso de CS respecto de
una solucién acuosa al 1% peso de &cido acético. Esta disoluciéon se agitd
mecanicamente durante 24 horas para promover la disolucion y se vertid en una
caja de petri para la evaporacién del solvente a 60°C. De esta forma se obtiene

una pelicula delgada de CS puro.

Debido a la técnica de preparacion, las peliculas de CS tienen el grupo
amino protonado (grupos R-NHs") y en este estado, el CS se llama quitosano
acetato. Es importante mencionar que estas peliculas CS/AgnP’s se encuentran
en su estado no neutralizado. Para neutralizar las peliculas se emplea una
solucion acuosa de NaOH 0,2 M en la cual se sumergen las peliculas por 30
minutos, seguido de varios ciclos de lavado con agua destilada hasta alcanzar un
pH de 7. De esta forma se obtienen las peliculas neutralizadas de quitosano. Es
este trabajo se analizaron peliculas neutralizadas como no neutralizadas para
determinar la influencia de los grupos amino protonados sobre su dinamica

molecular y la actividad antibacteriana.

La cantidad correspondiente de polvo de AgnP’s (1, 3, 5y 10% en peso
respeto al CS base seca) se vertidé en una solucion acuosa de acido acético al 1%
en peso, se agitd mecanicamente durante 30 minutos y se sonico a temperatura
ambiente durante otros 30 minutos mas para obtener la solucién homogénea de
nanoparticulas. Posteriormente, la pelicula de CS puro preparada anteriormente

se disolvi6 mecanicamente en la solucion homogénea de AgnP’s y se sonico
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durante 10 minutos a temperatura ambiente para eliminar la formacion de
burbujas. Las peliculas de CS/AgnP’s se prepararon mediante el método de
evaporacion de solvente vertiendo la solucion final en una caja Petri de plastico
para posteriormente permitir que el disolvente se evapore durante 24 horas a
60°C.

Las peliculas de compuestos de CS asi como de los compuestos
CTS/AgnP’s obtenidas por el método de evaporacion de solvente, son materiales
estables, flexibles con espesores aproximados a 30 um. La incorporacién de
diferentes concentraciones de nanoparticulas produce cambios de tonalidad que
van desde transparente para el quitosano puro (a) hacia gris CS/AgnP’s 1% (b),
gris obscuro CS/AgnP’s 3% (c) y negro CS/AgnP’s 10% (d) como se observa en la
figura 6.1.1

a 6.1.1. Tonalidad de las peliculas respect
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6.2 Analisis Dinamico Mecanico (DMA)

El Analisis Dinamico Mecanico se llevo a cabo en un equipo TA Instruments
modelo RSAIll, a una velocidad de calentamiento de 5°C/min y una frecuencia de
0.1 Hz en una atmdésfera de aire seco de 20°C a 300°C. Este analisis se realizd
sobre peliculas con dimensiones de 10 cm de largo x 1 cm de ancho

aproximadamente

6.3 Espectroscopia Dieléctrica (DS)

Las mediciones dieléctricas se realizaron en un intervalo de frecuencia de 0.1
Hz a 1 MHz empleando un analizador de impedancia Solartron 1260 con una
interface de impedancia 1294 de 100 Hz-110MHz y un analizador de impedancia
Agilent Precision Impedance Analyzer 4294a. La amplitud de la sefial de medicion
es 100 mV y se emplea una celda en conjunto con un microprocesador Watlow
Series 982 con un controlador de rampa de temperatura para las mediciones
dieléctricas de 20 a 300°C. Previo a las mediciones dieléctricas se deposita por
medio de una técnica de sputtering (deposicion al vacio) una pelicula delgada de
oro en ambas caras para fungir como contactos y asi formar un capacitor. Las
mediciones dieléctricas se realizan sobre rectangulos pequefios (4mm x 5mm
aproximadamente) de estas peliculas depositadas cada 5°C y cada muestra
permanece a la temperatura de medicion durante 3 minutos previo a la medicion

para asegurar el equilibrio térmico.

6.4 Modulo Dieléctrico

Generalmente en compdsitos con inclusiones conductoras, corriente idnica
y polarizacion interfacial, a menudo se pueden ocultar los procesos reales de
relajacion en la zona de baja frecuencia. Sin embargo, para analizar los procesos
dieléctricos a detalle, la permitividad compleja €* es convertida al Modulo eléctrico

complejo por medio de la siguiente ecuacion:
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M*= 1/e* = M+ iM”= [e] (£%+€?) + i € (€2 + £?)]

Donde M’ es la parte real y M” es la parte imaginaria del Médulo dieléctrico,

¢’es la parte real y €” es la parte imaginaria de la permitividad.

La interpretacion de los datos experimentales en esta forma es el método
mas comunmente empleado en la actualidad para obtener informacion acerca de
los procesos de relajacion en materiales con conductividad idnica y compuestos

polimericos con inclusiones de nanoparticulas.

En esta representacion, la polarizacién interfacial y las contribuciones de los
electrodos no se toman en cuenta ya que esta comprobado que estos factores no
alteran el Mdédulo dieléctrico. EI maximo del pico de la parte imaginaria M”
depende de la temperatura y este mddulo describe los movimientos idnicos
traslacionales. A través del valor de la frecuencia en el maximo del pico de la
parte imaginaria del Modulo dieléctrico M*, se puede obtener el correspondiente
tiempo de relajacidn

1 . . . .
= donde fp es la frecuencia en el maximo del mencionado pico.

6.5 Determinacion del Contenido de Humedad (Analisis TGA)

El quitosano es un biopolimero que se caracteriza por ser hidrofilico por lo
que el contenido de humedad es un factor de gran importancia que debe
determinarse en cualquier caracterizacion ya que el porcentaje de humedad puede
afectar drasticamente sus propiedades fisicoquimicas. En nuestro caso, el
contenido de agua libre en las peliculas de quitosano y los compuestos se

determind por medio del Analisis Termogravimétrico (TGA).

La cantidad de agua libre puede ser evaluada por la disminucion de peso de
la muestra durante el analisis termogravimétrico. Las curvas TGA se obtuvieron
usando un aparato Mettler Toledo, modelo TGA/SDTA 851e, utilizando

aproximadamente 3mg de muestra y un vial de aluminio bajo atmésfera de argén
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con una velocidad de flujo de 75 mL/min. La velocidad de calentamiento se ajustd
a 10°C/min. El contenido de humedad se determindé para tres diferentes
condiciones; muestras humedas, muestras tratadas térmicamente a 80°C vy
muestras tratadas térmicamente a 120°C. Estas tres condiciones de humedad
fueron emuladas en el TGA de acuerdo al tratamiento térmico realizado durante
las mediciones de impedancia eléctrica y DMA. Por lo tanto, de acuerdo al
tratamiento térmico, se manejan tres diferentes contenidos de humedad; muestras
himedas; las peliculas de CS puro y compuestos CS/AgnP’s que se encuentran a
temperatura y condiciones de humedad ambiente (es decir, sin tratamiento térmico
previo), muestras tratadas térmicamente a 80°C, estas muestras se sometieron a
un tratamiento térmico dentro de la celda de medicion, es decir se calentaron
hasta 80°C en vacio durante 1 hora dentro de la celda experimental de
impedancia, seguido de un enfriamiento a 20°C (manteniendo el vacio). Después
de este tratamiento térmico, las mediciones de impedancia se llevan a cabo desde
20°C hasta 250°C. Finalmente, se tienen las muestras tratadas térmicamente a
120°C, a las cuales se les realiz6 el mismo ciclo de calentamiento-enfriamiento
que las muestras anteriores, pero el primer calentamiento fue a 120°C. A esta
temperatura, se presenta la eliminacion completa del agua (con lo cual el
contenido de humedad es practicamente cero), antes de las mediciones de
impedancia (etiquetados como peliculas secas). Después de este
acondicionamiento, las mediciones de impedancia se llevan hasta 250°C. Este
tiempo y temperatura de calentamiento fueron elegidos debido a que el
calentamiento adicional no tiene un cambio significativo en el material de
resistividad. Este cambio esta relacionado con el contenido de agua obtenido a
partir de las mediciones TGA [36], por lo tanto con esto se verifica que el
contenido de humedad es cero y la humedad no afecta la respuesta diélectrica

pura del material.

Para las mediciones de DMA, también se realizaron diferentes tratamientos
térmicos dentro de la celda experimental bajo flujo de aire seco, con la finalidad de

obtener diferentes contenido de humedad; un primer barrido a 80°C (muestras
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humedas llevadas a 80°C), seguido de enfriamiento a 30°C y un segundo barrido
a 120°C (muestras del primer barrido llevadas a 120°C y llevadas nuevamente a
temperatura ambiente) seguidas de un tercer barrido desde 30°C hasta 350°C.
Algunos resultados para muestras de acetato de quitosano (peliculas humedas a
temperatura ambiente y condiciones de aire) se incluyeron para efectos de

comparacion.
6.6 Mediciones por Espectroscopia de Infrarrojo y Analisis Morfolégico

El analisis quimico de compuestos CS/AgnP’s se realizé por medio de
Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR) en un espectrofotometro
Perkin Elmer utilizando un accesorio de ATR en el intervalo de 4000-650 cm™, la
resolucion se ajustd a 4 cm™ y el espectro mostrado tiene una media de 32

barridos.
6.7 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La morfologia de las peliculas CS/AgnP’s fue analizada por medio de un

Microscopio Electronico de Barrido de emision de campo JEOM JSM-7401F.
6.8 Analisis UV-Vis

La deteccidon de nanoparticulas metalicas se determind por medio de un

espectrofotometro UV- Vis Agilent 8453.
6.9 Determinacion de la Actividad Antibacteriana de Compuestos CS/AgnP’s

Cepas examinadas. Las cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria
monocytogenes (serotipo 4b), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), y
Sthapylococcus aureus (ATCC 8923) resistente a la rifampicina fueron
examinadas. Los cultivos madre se mantuvieron a 4°C sobre agar soya-tripticasa
(Difco, BectonDickinson, Sparks, MD).

Preparacion de los inéculos. Los cultivos fueron transferidos tres veces

en intervalos de 24h, previamente, se obtuvieron cultivos de células a partir de 20
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h por centrifugacion (2g, 15 min, 22°C) y se re-suspendieron en solucion salina
(0,85% de NaCl).

Inoculacion de las peliculas de nanoparticulas de plata. Se obtuvieron
asépticamente con un escalpelo esterilizado muestras de pequefios cortes
cuadrados de cada pelicula con dimensiones de1x1 cm. Cada muestra se inoculd
con 10 ul (8 log UFC/cuadrado), colocado en el interior de tubos de vidrio estériles,
y se incubaron a 22°C durante un maximo de 48h. A las 0, 5, 24 y 48h las
peliculas se retiraron del almacenamiento y se colocaron en tubos que contenian 3
ml de caldo de neutralizacion Dey-Engley (DE) (pH 7,6; BBL/Difco®) y se

homogeneizo utilizando vortex durante 1 min.

Analisis microbioloégico. Se analizaron las poblaciones de E. coli, L.
monocytogenes, S. typhimurium y S. aureus en las peliculas de CS/AgnP’s
inoculadas. Las suspensiones celulares se diluyeron en serie en peptona estéril al
0,1% vy superficie cubierta (0,1 mL) en agar soya tripticasa suplementado con
rifampicina (TSAR, 100 mg/ml). Las placas inoculadas se incubaron a 35°C
durante 24h antes de contar las colonias. Se eligieron al azar colonias de cada

muestra las cuales se sometieron a una confirmacién bioquimica.
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7. RESULTADOS

7.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las peliculas CS/AgnP’s obtenidas por el método de evaporacion del solvente
son estables y flexibles; con un espesor de aproximadamente 30 um. La Figura
7.1.1 muestra las micrografias por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM, por
sus siglas en inglés) de compuestos CS/AgnP’s con 1y 3% en peso de AgnP’s.
En ella se puede observar una distribucion homogénea de las nanoparticulas de
plata (partes claras) a lo largo de las peliculas las cuales se encuentran rodeadas
por la matriz biopolimérica. Para las peliculas de compuestos con 1% en peso de
AgnP’s (Figura 7.1.1a), no se presentan aglomerados (25 nm, tamafio promedio
de particula), mientras que para las muestras con 3% en peso de AgnP’s (Figura
7.1.1b), solo en aproximadamente un 5% en términos de area se pueden observar
aglomerados (200 nm, tamafo promedio). Sin embargo, para concentraciones de
5% y 10% en peso de AgnP’s, existe una aglomeracion significativa produciendo
alrededor del 10% y 50% de aglomerados en términos de area con dimensiones
de 400 nm y 4000 nm, respectivamente (véase las Figuras 7.1.1cy 7.1.1d). Estos
aglomerados podrian afectar drasticamente Ila dinamica molecular, la
conductividad y las propiedades fisicas generales del quitosano, en especial su

habilidad de absorcidon del agua, este tema se discute en la siguiente seccion.
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7.2 Analisis UV-Vis

Los espectros de absorcion UV-Vis de peliculas de CS y peliculas de
compuestos CS/AgnP’s se muestran en la Figura 7.2.1. Los picos de absorcién
de los compuestos CS/AgnP’s se obtienen a 407 nm y dependen de la
concentracion de AgnP’s tal y como se puede observar en esta Figura (notese
la ausencia del pico de resonancia de plasmones para el quitosano puro y la
perturbacién por cargas por encima de 5% en peso de AgnP’s). Conforme
aumenta el porcentaje en peso de AgnP’s, la intensidad del pico de plasmén
aumenta y esto se puede observar hasta llevar a un 3% en peso de AgnP’s; sin
embargo, por arriba de 5% en peso la resonancia de plasmén se distorsiona
debido a la presencia de aglomerados, lo que indica que las propiedades de

los compuestos CS/AgnP’s con concentraciones superiores a 5% en peso de
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AgnP’s podrian diferir drasticamente de aquellas correspondientes a los
compuestos con porcentajes en peso por debajo de este valor debido a que el

tamano de particula es superior.
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'igura 7.2.1. Espectro UV-Vis para quitosano puro y compuestoi

7.3 Interaccion Quimica/Analisis FTIR

El analisis de la interaccion quimica entre el quitosano y las nanoparticulas
de plata en los compuestos CS/AgnP’s fue evaluado por medio de la
espectroscopia infrarroja. Los espectros infrarrojos para quitosano puro
neutralizado y quitosano no neutralizado asi como para compuestos CS/AgnP’s
1% en peso y CS/AgnP’s 3% de peso se muestran en la Figura 7.3.1. Se puede
observar que las vibraciones de estiramiento y flexion correspondientes a los
grupos amino e hidroxilo cambian claramente, indicando fuertes interacciones de
estos grupos del quitosano con las AgnP’s. La banda ancha de vibracién a 3000-
3500 cm™ corresponde a un estiramiento del grupo OH™ e indica enlaces de

hidrégeno intermolecular. En la misma region se superpone la vibracion de
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estiramiento del grupo -NH». La banda en 1654 cm”’ para el grupo amino I, 1594
cm™ para vibraciones de flexion de -NH,, 1383 cm™ para el grupo amino Il asi
como las bandas en 1326 y 1261 cm™ para las vibraciones de flexiéon del grupo
OH", 1157 cm™ para el estiramiento antisimétrico del puente C-O-C, y finalmente,
1084 y 1028 cm’’ para la vibracién esquelética de estiramiento del enlace C-O
también puede ser identificadas en esta figura. Todas estas bandas tienen
cambios significativos de posicion, ancho e intensidad, evidenciando que los
grupos -NH; y -OH del quitosano interactuan con las nanoparticulas de plata.
Adicionalmente, las bandas en 1654 y 1383 cm™ de los grupos CONH, también se
desplazan a frecuencias mayores, debido a su interaccion con las nanoparticulas

de plata.

Las interacciones AgnP’s-NH,, OH  y CONH; implican redistribuciones
evidentes de las bandas de vibracion de estos grupos. Estas interacciones pueden
modificar fuertemente la capacidad de absorcién de agua del quitosano y, por lo

tanto la T4 del quitosano puro [36].
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Figura 7.3.1. Espectros IR de quitosano puro y compuestos de

CS/AgnP’s.

7.4 Mediciones TGA/Contenido de Humedad

El contenido de humedad del CS puro neutralizado y no neutralizado asi
como el de los compuestos CS/AgnP’s fue determinado por el analisis
termogravimétrico, descrito anteriormente en la seccion 3.5. A las peliculas
hamedas (temperatura y humedad ambiente), se les realizd un primer tratamiento
térmico desde 20°C hasta 120°C mostrado en la Figura 7.4.1a, manteniendo esta
temperatura durante 30 minutos para asegurarla eliminacion completa de la
humedad. La primera pérdida de peso (linea negra de la Figura 7.4.1a), esta
relacionada con la evaporacion y eliminacion de agua, y una vez que se realiza
este tratamiento térmico y se enfria la muestra a 30°C (dentro de la celda de
medicion, bajo flujo constante de aire para evitar la reabsorcién de humedad), se

puede observar que el segundo barrido practicamente no registra pérdida de peso
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manteniéndose éste constante lo que indica que la humedad es cero vy las

muestras estan totalmente secas (ver linea negra de la Figura 7.4.1a).

Se puede observar en la misma figura, que la pérdida de peso inicial
(12,52% en peso) en quitosano puro no neutralizado (NNCS) es ligeramente
mayor que la correspondiente al quitosano neutralizado (NCS) (11,6% en peso).
Esta pérdida de peso es reconocida y relacionada con un efecto de la evaporacién
del agua [36], y es un buen indicativo de una mayor capacidad de retencion de
agua del quitosano en su estado neutralizado [37]. Una mayor interaccion entre el
NNCS y el agua a través de enlaces por puente de hidrégeno, asi como una
mayor capacidad de retencion de la misma, podria afectar el movimiento
molecular de baja temperatura del quitosano [37] y a su vez afectar su actividad

antibacteriana [38].

Ademas se muestra que la estabilidad térmica del NNCS es menor que su
contraparte NCS, es decir, la temperatura de degradacién del NNCS es inferior
aproximadamente en 40°C en comparaciéon con el NCS. En general, se sabe que
los enlaces por puente de hidrégeno entre las cadenas del polimero contribuyen a
elevar la temperatura de degradacién. Como se observd por medio de TGA, el
NCS tiene una menor interaccién con el agua lo que facilita la formacion de
enlaces por puente de hidrogeno inter e intramoleculares Por lo tanto este tipo de

quitosano muestra una temperatura de degradacion superior a la de NNCS.

En cuanto a los compuestos CS/AgnP’s, los resultados del analisis TGA
indican que a medida que aumenta el porcentaje en peso de AgnP’s, el contenido
de humedad disminuye tal y como se muestra en la Figura 7.4.1b. Como se
demostrd por analisis de FTIR en la seccién anterior, los grupos NH; y OH'se
pueden enlazar con las nanoparticulas de plata; permitiendo la formacién de una
estructura compuesta polimero/nanoparticulas [39] disminuyendo la capacidad de
absorcidn de agua al incrementar la concentraciéon de AgnP’s en los compdsitos.

Por otro lado, la segunda pérdida de peso presente arriba de los 250°C esta
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relacionada con la degradacion térmica [40] como puede observarse en la Figura
7.4.1b. También es de notarse que la estabilidad térmica del quitosano puro se ve
claramente afectada por la inclusion de AgnP’s, al registrarse por medio del
analisis por TGA un aumento evidente de la temperatura de degradaciéon del

quitosano puro aproximadamente en 20°C.
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7.5 Analisis Dinamico Mecanico (DMA)

La Figura 7.5.1 muestra el espectro de la tan ¢ para una pelicula de
CS/AgnP's (3% en peso) después del tercer barrido dentro de la celda de medicion
(muestras tratadas térmicamente a 120°C, ver apartado 3.5). Un tercer barrido
implica un contenido de agua aproximado de 1,3% de humedad (determinado por
TGA) durante la medicion DMA. En estas muestras “anhidras” se pueden observar
claramente dos picos de tan den 177°C y 289°C, también se muestra una ventana
insertada: tan ¢ contra la temperatura para la primera y segunda escaneada (8% y
4% de contenido de agua), nétese que un pico ancho de tan & por debajo de

125°C esta presente para contenidos de humedad superiores al 1,3%.

Algunos autores han asignado un pico amplio de tan ¢ en el Intervalo de
temperatura entre 140°C a 190°C como la relajacion tipo a y por consiguiente la
transicion vitrea del quitosano [36, 37, 40, 41]. Lo que podria hacer pensar que
este pico en 177°C es la relajacion tipo alfa relacionada a la transicion vitrea. Sin
embargo, hasta este punto no se cuenta con elementos suficientes para hacer

esta afirmacion.

Por otro lado, el segundo pico a 289°C esta relacionado con el proceso de
degradacion del biopolimero [36, 41, 42], esta afirmacion esta apoyada por la
medicion TGA mostrada en la Figura 7.5.1, es decir, el comienzo de la
degradacion establece por encima de 170°C y una pérdida de peso importante es
notable por encima de 240°C. Santos et al. [22] también mostraron la degradacién
térmica a 250°C con su inicio a 175°C. Mientras que Sakurai et al. [43] asignaron
este pico (alrededor de 203°C) a la de transicion vitrea del quitosano. Sin
embargo, como se menciond anteriormente esta temperatura esta muy cerca de la
degradacion térmica del quitosano. Por otra parte, no hay evidencia de movimiento
molecular detectado por debajo de 125°C para las muestras con contenido de
humedad 1,3%).
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.gura 7.5.1. Espectro DMA para CS/AgnP's (3% en peso.

Las mediciones DMA para peliculas a las cuales se les realizd un primer y
un segundo barrido (8 y 4% de humedad, respectivamente) muestran una
relajacion a "baja temperatura" por debajo de 125°C como se muestra en la
ventana de insercion de la Figura 7.5.1. Es de notar que este movimiento
molecular se ve afectado por la presencia de agua, mientras mayor es el
contenido de agua, menor es la temperatura de relajacion, es decir, el cambio en
el pico de la tan ¢ se registra en una menor temperatura cuando el contenido de
agua es mayor (67°C para 4% de humedad y 113°C para 8% de humedad).
Lazaridou et al. [44] observé un efecto similar en el pico del factor de

amortiguamiento del quitosano (tan ) por debajo de 100°C. Esta relajacion fue
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asignada como la transicion vitrea del quitosano y de mezclas de quitosano (con
almidon y pululano), este proceso de relajacion se desplaza hacia bajas
temperaturas a medida que aumenta el contenido de agua, lo que sugiere un
efecto plastificante del agua. Asimismo Quijada-Garrido et al. [45], reportaron esta
relajacion entre 88-99°C (dependiendo de la frecuencia) y la relacionaron con la
transicion vitrea del quitosano, ellos sefialan un efecto plastificante sobre esta
relajacion con el incremento del contenido de glicerol en mezclas quitosano-

glicerol.

En este punto, es dificil hacer una asignacién exacta de la naturaleza del
procesos de relajacion de los picos a 67°C (primer barrido), 113°C (segundo
barrido), y 177°C (tercero barrido). Aunque este pico de baja temperatura al
parecer esta relacionado con la de transicién vitrea del quitosano, se requiere mas
informacion para hacer esta afirmacion, ya que los dos picos aqui presentados
han sido previamente asignados como la transicion vitrea del quitosano en otros
trabajos como se mencioné anteriormente. Solamente se puede afirmar que el
pico de alta temperatura esta relacionado con la degradacién térmica del material,

lo cual ha sido verificado por medio del analisis por TGA.

Asi, el Analisis Dieléctrico permitira dilucidar estos resultados obtenidos por
DMA ya que esta técnica proporcionara mayor informacion, la cual podra
relacionarse con estos resultados obtenidos. De esta forma sera posible
establecer la naturaleza de cada proceso de relajacién. En la siguiente seccién, se
muestran los resultados dieléctricos, los cuales seran relacionados con estos

resultados presentados con DMA.

7.6 Analisis Dieléctrico

Las mediciones de conductividad eléctrica de corriente directa (DC) a
temperatura ambiente como una funcion de AgnP’s % en peso muestran se
muestran en la Figura 7.6.1. En esta Figura, se puede observar un cambio brusco
en la conductividad conforme el porcentaje en peso de las nanoparticulas de plata

aumenta, y una saturacion posterior se observa aproximadamente en un 3% en
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peso de las AgnP’s. Esta es una caracteristica clara del fendmeno de percolacién
[46]. Los valores mas altos de conductividad DC de las peliculas CS/AgnP’s en
comparacion con el quitosano puro son atribuidos al movimiento de los portadores
de carga libres Ag®. Sin embargo, la baja conductividad después del umbral de
percolacion es atribuida a la presencia de una capa delgada del polimero que
coexiste entre las nanoparticulas de plata [46]. La presencia de nanoparticulas
metalicas aumenta considerablemente la conductividad del quitosano lo que es

una ventaja en aplicaciones eléctricas de estos compuestos.
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Igura 7.6.1. Conductividad DC vs % en peso de AgnP’s eI

Por otro lado, la dependencia de la conductividad DC (oy) como una funcién

de la temperatura, puede proporcionar informacion importante acerca de la
naturaleza del movimiento molecular. En este caso, la conductividad DC (oy) no
puede ser calculada a través del componente real de la conductividad compleja.
Por lo tanto, se calcul6 por medidas dieléctricas mediante la metodologia
anteriormente descrita (apartado 3.3 y 3.4) [36]. Es decir, la resistencia DC (Ryc)
se obtuvo a partir de la interseccidn del semicirculo con el eje de la parte real en el
plano de impedancia (en Z" = 0) mostrado en la Figura 7.6.2, por lo tanto la oy se

puede calcular mediante la siguiente relacion: oy.= d/(RqcxA)donde d es el espesor

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pagina 46



CARACTERIZACION FISICOQUjMICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PELICULAS DE
QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE PLATA
Facultad de Quimico Farmacobiologia

y A es el area de la pelicula, respectivamente. De esta dependencia se observd
que la muestra de quitosano no neutralizado revela valores de conductividad mas

altos, debido tanto al mayor nimero como mayor movilidad de especies R-NH3".

También es importante mencionar que existen algunos factores que pueden
enmascarar los procesos de relajacion es estos compuestos. Ademas del
contenido de humedad, la polarizacion interfacial y el efecto de los contactos de
oro (depositados en ambos lados de las peliculas para realizar las mediciones de
impedancia), son factores que deben eliminarse previo a la interpretacion de los
resultados. Estos ultimos dos efectos se muestran en los espectros de impedancia
compleja (Z Vs. Z") para peliculas secas de CS/AgnP's en la Figura 7.6.2. La
polarizacion interfacial y los efectos de contactos [26], estan bien identificados
como un comportamiento casi lineal y como una protuberancia en el semicirculo
en el lado de baja frecuencia de los espectros, respectivamente. Para el
tratamiento posterior adecuado tanto del quitosano como de los compuestos
CS/AgnP's, es importante tener en cuenta solo el semicirculo mostrado en el lado

izquierdo del espectro.
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Una vez que se obtienen los valores de resistencia para cada temperatura
(cada 5°C desde 20°C hasta 250°C) como se describié anteriormente, se calcula
la conductividad (oy.) para cada temperatura. De esta forma, se obtiene la
dependencia de la conductividad DC respecto del inverso de la temperatura
absoluta obtenida para una pelicula de CS/AgnP’s (1% en peso) tratada
térmicamente a 80°C, 100°C y 120°C donde se observa que por debajo de 80°C
el efecto plastificante del agua es evidente y en el calentamiento a 80°C y 100°C
se observa que la temperatura de Vogel aumenta cuando disminuye Ila
temperatura de calentamiento (Figura 7.6.3). Este mismo comportamiento es
general para todos los compuestos analizados. Para una mejor descripcion, se
pueden identificar dos diferentes intervalos de temperatura; la region de baja
temperatura desde 20°C a 80°C y la region de alta temperatura desde 80°C hasta
la degradacion (arriba de 170°C). En cuanto a la degradacion térmica de
compuestos CS/AgnP’s, es de destacar que se evalud previamente por TGA en la
seccion anterior y se observd que la estabilidad térmica de quitosano aumenta
aproximadamente 20°C cuando el porcentaje de AgnP’s en peso esta por encima
del 3%.
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-9 ] CTS/AgnP's 1% en peso
= tratado termicamente a 80°C

O tratado termicamente a 100°C
e tratado termicamente a120°C
ajuste Vogel y Arrhenius T,=252K

log,, a(Ohm*cm)'1

-10 4

22 24 26 28 30 32 34
1000 K /T

ura 7.6.3. Log de conductividad DC (c4;) contra 1000 K/T para compues
CS/AgnP’s.

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pagina 48




CARACTERIZACION FISICOQUjMICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PELICULAS DE
QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE PLATA
Facultad de Quimico Farmacobiologia

Por otro lado, centrandose en el intervalo de temperatura 20-80°C; las
peliculas tratadas térmicamente a 80 y 100°C muestran un comportamiento no
lineal bien descrito por la relacion Vogel-Fulcher-Tammann (VFT) [47];

o =0, exp(—D/T —To) donde oy es el factor pre-exponencial, D es una constante

del material y Tp es la llamada temperatura de Vogel. A partir de estos datos
experimentales es posible calcular la temperatura de Vogel (T,) y por ende, es
posible asignar una temperatura de transicion vitrea (T4) con la premisa de que la
temperatura de Vogel es la temperatura de activacion aparente de la relajacion ay

que en muchos polimeros Ty es usualmente 50 K inferior a la Tq [47].

Es importante hacer notar el efecto de la humedad sobre el proceso de baja
temperatura (20°C-80°C). Esto se puede observar claramente en los datos
experimentales de compuestos CS/AgnP's (1% en peso) con diferentes
tratamientos térmicos mostrados en la Figura 7.6.4. El tiempo de relajacion
(calculado para cada temperatura como se describe en el apartado 3.4) frente a la
dependencia 1/T muestra la caracteristica no lineal del comportamiento VFT
evidente a la relajacion a y por lo tanto el fenomeno de transicion vitrea. El efecto
plastificante del agua se pone de manifiesto por el cambio de la temperatura de
transicion vitrea; los valores son mas altos a medida que disminuye el contenido
de humedad. Figura 7.6.4 al igual que en la figura mostrada anteriormente para la
conductividad. Se observa que cuando se realiza un tratamiento térmico a 80°C
previo la medicion, se presenta un comportamiento no-lineal con una curvatura
muy evidente, mientras que si se realiza un tratamiento térmico previo a 100°C,

esta curvatura disminuye.
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Sin embargo, después de obtener el contenido minimo de humedad (0,08%

en peso) este comportamiento no lineal se desvanece después de la evaporaciéon
del agua por calentamiento a 120°C, véase el tratamiento térmico a 120°C de la
pelicula, (apartado 3.5). Se evidencia asi el efecto plastificante del agua sobre
esta relajacion de baja temperatura, y a temperatura de Vogel (o la Tg) disminuye
al aumentar el contenido de humedad. El efecto de la humedad cambia
drasticamente el comportamiento dieléctrico de estos compuestos y por lo tanto

sus propiedades fisicas, al cambiar la Tg.

En este punto, es posible observar un cambio en el intervalo de baja
temperatura desde un comportamiento no-lineal tipo Vogel hacia un
comportamiento lineal iniciando incluso desde los 2°C hasta el comienzo de la
degradacion (ver Figuras 7.6.3 y 7.6.4, muestras “secas”), y puede ser bien

descrito por la ecuacion de Arrhenius, oc=oc,exp(—E, /RT) donde E,; es la
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energia de activacion. Es decir, las muestras totalmente secas (contenido de
humedad muy cercano a cero), presentan un comportamiento tipo Arrenihus en
todo el intervalo de temperatura analizado (2°C-250°C). Este cambio en las
peliculas humedas con un comportamiento tipo VFT hacia un comportamiento tipo
Arrhenius para peliculas tratadas térmicamente a 120°C se observo tanto en NCS,
NNCS como en las peliculas CS/AgnP’s y es una evidencia clara del efecto
plastificante de agua en las peliculas humedas. Este hecho conlleva a que, en las
peliculas humedas, debido a un efecto plastificante del agua se experimenta una

transicion vitrea.

Por otro lado, en el rango de alta temperatura (por encima de 80°C), este
comportamiento lineal se observa también en peliculas tratadas térmicamente a
80°C y 100°C demostrando que después de la evaporacion del agua el efecto
plastificante no esta presente. Este proceso de relajacion lineal esta relacionado
con el movimiento de iones y se denomina proceso de relajacion-o [48] y esta
presente en todas las muestras. Es decir, arriba de 80°C todas ellas presentan

este proceso de relajacion lineal tipo o.

Para peliculas de NCS, NNCS y compuestos CS/AgnP’s tratadas
térmicamente a 120°C, las energias de activacion de este proceso calculadas a
partir de la ecuaciéon de Arrhenius mostrada arriba (contenido de humedad =
0,08% en peso) se encuentran entre 79 a 86 kJ/mol (véase la Figura 7.6.5 y su
ventana insertada). Esta Figura muestra la tendencia de la energia de activacion
de esta relajacion tipo o como una funcién del contenido de AgnP’s, y también
incluye los valores correspondientes para NCS y NNCS. Se debe tener en cuenta
que las peliculas no neutralizadas presentan una menor energia de activacién que
las neutralizadas. Ya que esta relajacion esta relacionada con el movimiento de
protones [48], esto indica un exceso de numero de protones en las peliculas no
neutralizadas (hay presencia de grupos R-NH;"). Como se menciond

anteriormente, esta relajacion lineal esta relacionada con el movimiento de iones y
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valores bajos de la energia de activacion implican un mayor numero de estas
especies presentes en el sistema, lo que facilita este proceso de relajacién, dando
lugar a estos valores mas bajos de energia de activacion. En los compuestos
CS/AgnP’s esta tendencia continua hasta un 3% en peso de nanoparticulas. La
obtencion de una energia de activacidon menor en esta relajacion, se puede deber
a un efecto sinérgico de la combinacion de la presencia de un mayor numero de
grupos R-NH3" y de la movilidad de los iones Ag* que también conduce a valores

de conductividad mas altos.

Por otra parte, para los contenidos de AgnP’s superiores al 5% en peso, la
energia de activacion para este proceso aumenta, esto puede atribuir a la
formacion de aglomerados para concentraciones de 5% en peso y superiores,
como se explicod por las imagenes SEM (véanse los resultados SEM en la Figura
7.1.1), en consecuencia estos aglomerados dificultan el movimiento de iones a lo
largo de los compuestos lo que afecta directamente al proceso de relajacion-o (el
movimiento de iones). De lo anterior se concluye que el tamafo de particula de las
AgnP’s afecta directamente a la conductividad y el movimiento de iones en los
materiales compuestos (por encima de 3% en peso de AgnP’s la energia de
activacion aumenta como consecuencia de la formacion de aglomerados de
nanoparticulas de plata), lo que a su vez puede afectar a su actividad

antibacteriana, lo cual se discutira mas adelante.
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Figura 7.6.5. Energia de activacion para el proceso de relajacion-c

La temperatura de transicion vitrea se calculé a partir del ajuste de los datos
experimentales de las dependencias del tiempo de relajacion y conductividad
(Figuras 7.6.3 y 7.6.4) al modelo VFT, en la zona de baja temperatura para las
muestras con comportamientos no-lineales. Ambas predicciones mostraron que la
T4 disminuye al aumentar el porcentaje en peso de las AgnP’s [40]. Un posible
escenario para esta observaciéon es propuesto: las AgnP’s se unen a los grupos
amino primarios o posiblemente a los grupos hidroxilo, afectando las interacciones
intermoleculares fuertes quitosano-quitosano, facilitando asi la movilidad de la
cadena principal lo que resulta en una disminucion de la Tg4. Otro factor que afecta
a la Ty en estos compuestos es el contenido de humedad ya que, como se
muestra en los resultados por TGA (ver Figura 7.3.1), a mayor contenido de
AgnP’s, menor es el contenido de agua. De esta manera, el efecto de
plastificacion del agua también contribuye a presentar valores de T4 mayores en

materiales compuestos con menores contenidos de AgnP’s.
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El analisis del cambio en la temperatura de transicion vitrea del quitosano
puro respecto de los compuestos CS/AgnP’s, es de gran importancia en el area de
ingenieria de polimeros, ya que este valor determina directamente la posibilidad
de emplear el material en una aplicacion dada. De esta forma, tal y como se puede
observar a partir de los resultados anteriores, la inclusion de nanoparticulas
metalicas al quitosano, afecta la transicién vitrea y por ende sus propiedades
macroscopicas, lo que da informacion relevante que puede ser aplicada en su

procesamiento y aplicacion.

De los resultados dieléctricos, en este punto es posible afirmar, que la
relajacién por debajo de 177°C, detectada por DMA efectivamente corresponde a
la transicidn vitrea del quitosano y sus compuestos. Y ésta es también afectada
por el efecto de la humedad. Es decir, también es posible observar el efecto
plastificante del agua sobre la transicion vitrea del quitosano y sus compuestos. Al

disminuir el contenido de humedad, la T4 aumenta.

De esta forma se verifica la eficacia de la combinacién de ambas técnicas

en la caracterizacion de la dinamica molecular de compuestos base polimérica.

7.7 Analisis Antibacteriano

El andlisis antibacteriano contra E. coli, L. monocytogenes, S. typhimurium y
S.aureus para peliculas de quitosano neutralizadas y no neutralizadas sin
nanoparticulas de plata (es decir, 0% en peso de AgnP’s) se muestra en la Figura
7.7.1. Este analisis se llevo a cabo para cuatro tiempos diferentes; 0, 5, 24 y 48 h.
Como se observa en la Figura 7.7.1, el tiempo de exposicion al quitosano tiene un
efecto importante, lo que muestra que, independientemente del tipo de
microorganismo el numero de células inactivadas aumenta cuando el tiempo de
exposicion se prolonga. Después de 48 horas de contacto la poblacion de los
cuatro microorganismos se redujo aproximadamente a 3,78 Log UFC/cm?. La

dispersion de los datos incrementd conforme el tiempo de contacto transcurrid.

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pagina 54



CARACTERIZACION FISICOQUjMICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PELICULAS DE
QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE PLATA
Facultad de Quimico Farmacobiologia

Hay una clara diferencia entre la actividad antibacteriana del NNCS y NCS
sobre las bacterias probadas, ya que en las peliculas de NNCS se muestra una
mayor actividad antibacteriana sobre las bacterias tanto Gram positivas como
Gram negativas en comparacion con las peliculas de NCS. Y a su vez, en el
estado NNCS, hay una mayor actividad frente a bacterias Gram positivas,
especialmente a las 48h. El analisis antibacteriano realizado por Fernandez-Saiz
et al. [49] mostré que las peliculas de quitosano neutralizado no inactivan a la
bacteria S. aureus, y el desempefio 6ptimo lo observaron cuando los grupos amino
se encuentran protonados, es decir, ellos atribuyen que el i6n acetato, las
condiciones acidas o una combinacién de ambos factores son los responsables
del efecto letal. Sin embargo, estos mismos autores también encontraron que al
realizar pruebas con soluciones de acido acético (sin quitosano) con el mismo pH
que la solucion acida de quitosano con una mayor inhibicion, no se mostré ningun
efecto inhibitorio, comprobando de esta forma que la presencia del acido acético
no afecta la naturaleza inhibitoria del quitosano y solamente los grupos amino
protonados son los responsables del efecto antibacteriano lo que concuerda con
los resultados encontrados en este trabajo; i.e. el quitosano no neutralizado
muestra una mayor actividad contra el crecimiento bacteriano. El Log UFC/cm? en
funcién del tiempo para el quitosano neutralizado y no neutralizado en diferentes
tiempos de exposicibn se muestra enseguida, notese que la actividad
antibacteriana del quitosano no neutralizado frente a todas las bacterias

analizadas es mayor que su contraparte el quitosano neutralizado.
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Figura 7.7.1. Log UFC/cm? vs tiempo para
compuestos NCS y NNCS

El mecanismo de toxicidad del quitosano contra bacterias Gram negativas y
Gram positivas, ha sido parcialmente resuelto. Algunas hipétesis indican que el
quitosano policationico puede interactuar con grupos anionicos en la superficie
celular provocando un aumento de permeabilidad de la membrana, seguido de su
alteraciéon y una subsecuente fuga de las proteinas celulares [50]. La unién de las
células al quitosano se atribuye principalmente a las interacciones electrostaticas
entre los sitios cationicos del quitosano, proporcionados por los grupos R-NH3" de
las unidades de glucosamina y los grupos cargados negativamente de carboxilato
y sulfato encontrados en los proteoglicanos de la superficie celular [51, 52].
Mientras que otros mecanismos sugieren la formacién de quelatos de quitosano
con nutrientes esenciales resultando en la inhibicién de la actividad de las enzimas
[53].
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Los resultados dieléctricos mostraron que el NNCS posee un mayor numero
de grupos R-NH3;" en comparacion el NCS (ver seccion 7.6, energia de activacion
proceso de relajacion tipo o), ofreciendo una mayor actividad antibacteriana).
Estos resultados, refuerzan la teoria sobre las interacciones electrostaticas entre
los grupos R-NH3" y los grupos cargados negativamente en la superficie celular de
las bacterias [51, 52]. Como la unién celular se atribuye a las interacciones
electrostaticas entre estos sitios cationicos del quitosano y los grupos carboxilato y
sulfato en los proteoglicanos de la superficie celular cargados negativamente, en
este caso se muestra que las bacterias Gram positivas son mas susceptibles a
establecer interacciones electrostaticas con estos compuestos antimicrobianos, ya
que poseen grupos fosfato con carga negativa que da lugar a una pared mas
electronegativa. Esto concuerda con la hipétesis de una interaccion electrostatica

entre el quitosano y la pared celular antes mencionada.

La actividad antibacteriana del quitosano es altamente dependiente del pH,
ya que se presenta una mayor actividad a pH mas bajo como se muestra para el
NNCS. La fisiologia de la célula es mas susceptible de sufrir dafios a pH mas bajo,
por lo que, los grupos carboxilo y fosfato de la superficie bacteriana son anionicos
y proporcionan sitios potenciales para la union electrostatica del quitosano a pH
mas bajos [54]. Como se menciond anteriormente, en este caso se empled acido
aceético para disolver o dispersar al quitosano, éste acido resulta ser uno de los
agentes antimicrobianos organicos mas adecuados [54]. Otro factor importante
que influye en la actividad antibacteriana, independientemente de la forma o la
cantidad es que requiere agua para la actividad, por lo que las muestras
totalmente secas son virtualmente incapaces de liberar la energia almacenada en
los enlaces quimicos para iniciar la reaccion [38]. En este aspecto, como se
demostré en el andlisis de TGA; que el NNCS tienen mayor habilidad de
almacenamiento de agua (humedad) que el NCS, por lo tanto, un mayor contenido
de agua esta presente en la forma NNCS lo que contribuye a mejorar su actividad
antibacteriana, tal y como se ha demostrado.
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Por otro lado, se ha incrementado el interés en torno al descubrimiento de
que las nanoparticulas de plata son agentes antibacterianos considerablemente
mas eficientes en términos de la concentracion minima inhibitoria de los iones Ag*
[55, 56, 57]. El analisis antibacteriano en peliculas de los compuestos CS/AgnP’s
neutralizadas y no neutralizadas a diferentes concentraciones de AgnP’s después
de 48 h se muestra en las Figuras 7.7.2a y 7.7.2b. Se puede observar que el
efecto antibacteriano se ve reducido en peliculas con concentraciones de AgnP’s
por encima del 5% y que con la inclusién de las nanoparticulas de plata el efecto
antibacteriano del quitosano puro es considerablemente mejorado, especialmente
en las peliculas de quitosano neutralizado. En este caso, tanto las peliculas
neutralizadas como las no neutralizadas muestran el mayor efecto inhibidor contra

S. thyphimurium, y el organismo mas resistente parece ser S. aureus.

Los resultados bacterioléogicos concuerdan con los anteriormente
reportados por Morones y colaboradores [58], es decir, 1) las particulas de mayor
tamano relacionado con la formacion de aglomerados se adhieren a la superficie
de la membrana celular y perturban su funcion, tales como la permeabilidad y la
respiracion (concentraciones arriba de 3% de AgnP’s) y 2) particulas de menor
tamafo (0.5 y 1% de AgnP’s) tendran una interaccion directa con la membrana

celular de tal forma que pueden penetrar en la celular y causar un dafio mayor.

De acuerdo con los resultados dieléctricos mostrados anteriormente, los
compuestos CS/AgnP’s neutralizados muestran un comportamiento muy particular
contra las bacterias Gram negativas en tiempos de contacto de 48 horas; 3% en
peso de nanoparticulas de plata parece ser una concentracién de gran cambio tal
y como se encontrd con las otras técnicas de caracterizacion, es decir debajo de
esta concentracion el efecto antibacteriano es mas efectivo al incremental la
concentracion de AgnP’s, mientras que arriba de 3% en peso la efectividad
disminuye. EI mismo comportamiento se observa sobre las bacterias Gram
positivas arriba de 5% en peso; sin embargo, esto no aplica para la concentracion
de 10%. La disminucion en la actividad antibacteriana de peliculas al incrementar

la concentracion de AgnP’s puede ser atribuida a la presencia de aglomerados
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arriba de 3% en peso (ver micrografias SEM en la 7.1.1), esto es debido a que el
efecto inhibitorio de las AgnP’s depende del tamafio de particula, a menor tamafio

de particula mayor inhibicion [58].

Por otro lado, el contenido de humedad también puede estar jugando un
papel importante en este proceso y afectar la capacidad antibacteriana de los
compuestos. Dado que el analisis por TGA mostré que el contenido de humedad
disminuye al incrementar el contenido de AgnP’s (ver Figura 7.4.1). Nuevamente,
3% en peso de AgnP’s es una concentracion clave en el contenido de humedad ya
que no se observa un cambio significativo del mismo para concentraciones
superiores a este valor. Ya que las bacterias requieren de la presencia de
humedad para su proliferacion, en este caso, los compuestos CS/AgnP’s con un
mayor contenido de humedad (concentraciones de AgnP’s menores a 3% peso)
muestran una mayor inhibicion del crecimiento de bacterias Gram negativas,
observandose claramente un efecto sinérgico entre la concentracion, el tamafio de

particula y el contenido de humedad.
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En el caso de los compuestos CS/AgnP’s no neutralizados, no se observa
una tendencia clara de acuerdo a la naturaleza de la bacteria. Sin embargo, al
igual que en las peliculas neutralizadas de compuestos CS/AgnP’s el mayor efecto
inhibitorio fue sobre S. thyphimurium. En este caso, en todas las bacterias el
mayor efecto inhibitorio se observd en concentraciones de 10% en peso de
AgnP’s. En contraste con los resultados obtenidos en quitosano puro neutralizado
y no neutralizado el efecto antibacteriano de los compuestos CS/AgnP’s no
neutralizados tienen un efecto menor comparados con los neutralizados. Al
parecer, el proceso de neutralizacion en los compuestos CS/AgnP’s origina un
mayor numero de grupos -NH», lo que da pie a una mayor interaccion entre el
quitosano y las AgnP’s (ver resultados FTIR) y por ende un mayor numero de
nanoparticulas de menor tamano presentes en el sistema. Esto puede disminuir el
numero y/o tamafio de los aglomerados al aumentar la concentracion lo cual
afecta directamente a la actividad antibacteriana y es por esta razon que
comparado con la concentracion mas efectiva en quitosano puro (3% en peso) en

los compuestos CS/AgnP’s esta concentracion aumenta a 10% en peso.

Estos resultados llevan a la conclusion de que el proceso de neutralizacion
en los compuestos CS/AgnP’s favorece la inhibicién, y el tamafio de particula es el
parametro de mayor importancia que afecta la actividad antibacteriana de los

compuestos.
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8. CONCLUSIONES

Las peliculas de bionanocompuestos CS/AgnP’s obtenidas en este trabajo
fueron estables, y los resultados obtenidos a partir de su caracterizacion
fisicoquimica brindaron informacion importante sobre su estabilidad y su
capacidad antibacteriana. En este sentido es necesario senalar la importancia del
Analisis Dinamico Mecanico (DMA), de la Espectroscopia Dieléctrica (DS) y del
Analisis Termogravimétrico (TGA) con los cuales fue posible determinar la
temperatura de transicion vitrea Ty del quitosano y sus compuestos. Esta
temperatura es de gran importancia para estudiar la naturaleza de los procesos de
relajacion de bio-nanocompuestos y que a su vez ayuda a entender el

comportamiento macroscépico de dichos compuestos.

Por medio de la Espectroscopia de Impedancia Eléctrica fue posible
reforzar la teoria de que los grupos amino protonados son los responsables del
efecto bactericida; A través de la EIE es posible determinar un menor o mayor
numero de grupos R-NH3" con el céalculo de la energia de activacion de la

relajacion tipo o, relacionada con el movimiento de iones.

Para el quitosano puro neutralizado (NCS) y no neutralizado (NNCS),
resultdé evidente que el que el NNCS posee un mayor numero de grupos amino
protonados y mayor humedad, lo que origina mejores condiciones para que las
peliculas sean mas letales para las bacterias, observandose este efecto mas
marcado en las bacterias Gram positivas las cuales fueron mas susceptibles a
establecer interacciones electrostaticas con estos compuestos antimicrobianos, ya
que poseen grupos fosfato con carga negativa que da lugar a una pared mas

electronegativa y mayores interacciones con los grupos R-NH;" del quitosano.

Por otro lado, en los compuestos CS/AgnP’s, la interaccion del quitosano
con las nanoparticulas de plata fue estudiada por medio de la espectroscopia
dieléctrica, el analisis infrarrojo y la Microscopia Electrénica de Barrido. El analisis
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por Espectroscopia de Infrarrojo brindo informacion importante acerca de la
interaccidon quimica de las AgnP’s y el quitosano, la cual se establece a través de
los grupos -NH;, -OH y -CONH; del biopolimero; y esto a su vez origina
redistribuciones evidentes de las bandas de vibracion de IR de estos grupos.
Estas interacciones modifican considerablemente la habilidad de absorcion de
agua del quitosano, lo que a su vez afecta la capacidad antibacteriana de las

peliculas compuestas CS/AgnP’s.

A través del analisis morfolégico por medio de SEM se observé que por
arriba del 3% en peso de AgnP’s, el numero de aglomerados es significativo, y
esto cambia directamente la capacidad de absorcion de humedad y la actividad

antibacteriana de los bionanocompuestos.

Por su parte, los resultados dieléctricos muestran que las peliculas de
quitosano puro no neutralizado contiene una mayor cantidad de grupos R-NH3"en
comparaciéon con las peliculas neutralizadas lo que ofrece una mayor actividad
antibacteriana, ya que como se mencioné anteriormente, la interaccién quitosano-
bacteria se atribuye a las interacciones electrostaticas entre los sitios catidnicos
del quitosano proporcionados por estos grupos amino protonados y las zonas de
carga negativa de la pared celular ademas de la presencia de AgnP’s las cuales
también resultan ser dafinas para los microorganismos. En las peliculas no
neutralizadas el elevado nuimero de grupos R-NH3;* produce un mayor efecto

bactericida.

En el caso de los compuestos CS/AgnP’s, el efecto bactericida del
quitosano es mas pronunciado respecto del quitosano puro, debido a un efceto
sinérgico de los grupos amino protonados del quitosano y la AgnP’s. Es posible
observar una fuerte influencia de tamafo de particula de AgnP’s y los
aglomerados dependiendo de la concentracion de AgnP’s sobre su capacidad
antibacteriana. La concentracion optima de AgnP’s para la inhibicion del

crecimiento de microorganismos resulté ser 3% en peso en el caso de las
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peliculas neutralizadas. Esta concentracion de AgnP’s es un punto de inflexién
para todas las propiedades de los bionanocompuestos; la conductividad, la
formacion de aglomerados y la energia de activacion para el movimiento de iones.
Este hecho resulta de gran importancia para relacionar el efecto antibacteriano
con la conductividad de las peliculas y de esta forma es posible medir de forma
indirecta la capacidad antibacteriana de estos compuestos sin realizar cultivos

bacterianos.

Para las peliculas CS/AgnP’s no neutralizadas, un 10% en peso de AgnP’s
es la concentracion éptima para la inhibicion, debido a una mayor interaccion entre

las AgnP’s y los grupos -NH; lo que a su vez afecta el tamafio de particula.

Finalmente, fue posible demostrar que existe una relacion real entre las
mediciones dieléctricas y la capacidad antibacteriana del quitosano y sus

compuestos lo cual podria ser muy atractivo para aplicaciones en biosensores.
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